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Zusammenfassung 1

Zusammenfassung

Das NtrC-Protein ist ein Regulatorprotein, das an der Transkriptionsaktivierung bestimmter
Gene in Enterobakterien beteiligt ist. Bel der Aktivierung der Transkription spielen DNA-
Protein- und Protein-Protein-Wechselwirkungen zwischen NtrC, der DNA-Enhancerbindungs-
stelle und der RNA-Polymerase eine zentrale Rolle. Solche Wechselwirkungen wurden fir die
transkriptionsinaktive Wildtyp-Form des Proteins und eine transkriptionsaktive Mutante
NtrCS160F miteinander verglichen.

Durch die Verwendung fluoreszenzmarkierter DNA-Fragmente konnte die Bildung von DNA-
Protein-Komplexen mit Hilfe von Fluoreszenzanisotropie (FA) und Fluoreszenzkorrelations-
spektroskopie (FCS) verfolgt werden.

Dabe wurden die Bindungskonstanten von NtrC-Wildtyp und NtrCS160F an eine DNA-
Bindungsstelle fur ein Protein bestimmt. Es zeigte sich, dal3 beide Proteine gleich stark an die
DNA-Bindungsstelle binden. Fir das Wildtyp-Protein wurde durch die Messung der
Bindungskonstante bei  verschiedenen lonenkonzentrationen nachgewiesen, dal3 zwel
lonenpaare bel der Bindung des Proteins an die DNA ausgebildet werden. Nach der Bindung
eines Proteins an die DNA fand nur bei der Mutante eine Anlagerung weiterer Proteine an statt.
Bel der Untersuchung der DNA-Enhancerbindungsstelle, die zwei Proteinbindungsstellen
aufweist, wurde gefunden, dal3 die Bindung eines zweiten NtrC-Proteins an die DNA bei der
Mutante kooperativ verlauft, beim Wildtyp hingegen nicht. Wiederum wurde nach der
Abséttigung der DNA mit zwei Proteinen nur bei der Mutante eine Bindung weiterer Proteine
gefunden.

Diese Ergebnisse zeigen, dald sich die transkriptionsaktive Mutante NtrCS160F durch verstarkte
Protein-Protein-Wechsel wirkungen zwischen den einzelnen Proteinen auszeichnet.

Das fuhrt zu der Vorstellung, dal? die Transkriptionsaktivierung von NtrC durch die Bildung
von Komplexen an der Enhancerbindungsstelle entsteht, die mehr as die zwei NtrC-Proteine
enthalten, die direkt an die DNA gebunden werden kénnen.

Schliefdich wurde erstmals die Bindung der RNA-Polymerase an den Komplex aus zwei
Proteinen NtrC und der Enhancerbindungsstelle quantifiziert. Diese Wechselwirkung spielt
vermutlich eine zentrale Rolle bel der Bildung des offenen Komplexes an der Promotor-
bindungsstelle zu Beginn der Transkription.
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Einleitung

Die Kontrolle der Genexpression ist von zentraler Bedeutung fur die Zelle. Das Verstandnis der
dazu benutzten Regulationsmechanismen ermdglicht grundiegende Einblicke in die Funktion
und Arbeitsweise prokaryotischer und eukaryotischer Zellen. Wie schaffen es Bakterien, sich
schnell verénderten Umweltbedingungen anzupassen? Wie verdndern Krankheitserreger den
Stoffwechsel von Zdlen? Wie entstehen in htheren Lebewesen aus Zellen, die dle dasselbe
Erbgut tragen, durch Differenzierung verschiedenartigste Zelltypen wie Nervenzellen oder
Hautzellen? Wann versagen die normalen Regulationen der Zdllteilung und eine Zelle entartet
zur Krebszelle?

Auf molekularer Ebene wird die Genexpression vor dlem durch Aktivierung oder
Unterdriickung der Transkription der DNA in RNA gesteuert. Eine zentrde Rolle spielen
hierbel an spezifische DNA-Segquenzen bindende Regulatorproteine. Um die Transkription eines
Gens zu starten, mussen verschiedene Proteine miteinander in Wechselwirkung gebracht
werden. Die bendtigten Proteine werden dabel an spezifische Bindungsstellen auf der DNA
gebunden und kénnen dann durch die giinstige raumliche Anordnung, die durch die Fixierung
auf der DNA ereicht wird, so in Wechselwirkung treten, dal3 die Transkription beginnt. Als
molekularer Schalter, der die so initiierbare Transkription ein- oder ausschaltet, dienen
Proteine, sogenannte Transkriptionsfaktoren, die die Bildung des Startkomplexes moglich oder
unmadglich machen.

Das in dieser Arbet untersuchte NtrC-Protein ist ein solches Regulatorprotein. In seiner
transkriptionsaktivierenden phosphorylierten Form erméglicht es die Transkription von Genen
in Enterobakterien (Magasanik, 1988). Die Aktivierung der Transkription erfolgt unter
Zusammenbringung von an entfernten Stellen der DNA gebundenen Proteinen durch Ver-
biegung der DNA (auch Looping genannt).

Dieser Mechanismus der Transkriptionsaktivierung ist auch in eukaryotischen Zellen, den
Zdlen hoher organisierter Lebewesen, weit verbreitet. Da am Aktivierungskomplex der
Transkription im Falle von NtrC wesentlich weniger Proteine betelligt sind, ist die quantitative
Untersuchung regulatorischer Mechanismen leichter maglich.

Bel der Untersuchung des NtrC-Proteins wurde erkannt, dal3 seine transkriptionsaktive Form
eine verstarkter Tendenz zur Oligomerisierung an seiner DNA-Bindungsstelle (der sogenannten
Enhancerbindungsstelle) zeigt und dal3 diese Oligomerisierung notwendig ist, um die
Transkription auszulésen (Porter et al., 1993; Weiss et al., 1992). Dabei wurde auch mit
Gelretardations-Analysen gezeigt, dal3 mindestens zwei Dimere an die Enhancerbindungsstelle
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gebunden werden konnen. Untersuchungen mit Hilfe von Rasterkraftmikroskopaufnahmen
zeigen so grofe Komplexe an der Enhancerbindungsstelle, dald vermutet wird, dald vier oder gar
acht Dimere NtrC gebunden werden (Rippe e a., 1997). Abbildung 1 zeigt ene
Rasterkraftmikroskopaufnahme eines solchen NtrC-DNA-K omplexes.

Abbildung 1: Rasterkraftmikroskopaufnahme eines NtrC-Komplexes an der Enhancerbindungsstelle (Rippeet a.,
1997). Die Enhancerbindungsstelle sitzt am Ende eines 730 Basenpaare langen DNA-Fragmentes.

Genaue Erkenntnisse Uber die Struktur des Komplexes sind jedoch zum Verstdndnis der
Funktionsweise des Aktivierungsprozesses unerl&fdich. Es erschien ratsam, eine neue Methode
zur Untersuchung der Komplexbildung anzuwenden. Die bisher zur Untersuchung des NtrC-
Proteins verwendeten biochemischen Untersuchungsmethoden wie Gelretardations-Anayse
und Nitrozellulose-Filter-Bindung erscheinen dafir nicht geeignet. Sie beruhen auf der
schnellen Auftrennung und anschlief3enden Analyse der Gleichgewichtskomponenten. Dabei
wird angenommen, dal3 die Auftrennnung so vorgenommen werden kann, dal3 die in Losung
vorliegenden Anteile der Stoffe sich wahrend der Auftrennung nicht verdndern. Insbesondere
weniger starke Bindungen, wie sie zwischen Proteinen gefunden werden und bel der
Multimerisierung und der Wechselwirkung zwischen Aktivatorkomplex und RNA-Polymerase
wichtig sind, konnen durch diese Methoden nur schlecht untersucht werden. Bel der
Rasterkraftmikroskopie andererseits sind die Proben auf einer Oberflache fixiert, hier sind
keine thermodynami schen Aussagen moglich.

In dieser Arbeit wurden zur Untersuchung der Bindungsprozesse fluoreszenzspektroskopische
Methoden verwendet. Sie liefern as nichtinvasve Methoden streng thermodynamische
Aussagen Uber die untersuchten Gleichgewichte und erlauben auch die Untersuchung
schwacher Wechselwirkungen. Die Fluoreszenz als physikalisches Signal bietet sich wegen
ihrer aul3erordentlich hohen Enpfindlichkeit an. Der Verbrauch an den nur in geringen Mengen
zur Verfigung stehenden Biomolekilen wird dadurch in Grenzen gehalten. Die Konzen-
trationen kénnen sich in Bereichen bewegen, wie sie in vivo in  Zdlen vorliegen. Um



1 Einleitung 4

Bindungskonstanten von Gleichgewichten mit hoher Bindungskonstante zu bestimmen, ist es
aulRerdem notwendig, die Konzentration der gemessenen Komponenten niedrig zu wahlen, um
eine nur teilweise Assoziation des Komplexes zu erreichen und zu vermessen.

Eingesetzt wurden fur die hier vorgenommenen Unterrsuchungen Fluoreszenzanistropie (FA)
und Fluoreszenzkorrel ationsspektroskopie (FCS).

FA wird bereits lange fir Studien in biologischen Systemen eingesetzt. Dazu zéhlen die
Bestimmung der Rotationsdiffusionszeiten von Proteinen (Weber, 1952) und Assoziierung
zwischen Proteinen (Heyduk et a., 1993; Rawitch & Weber, 1972). In neuerer Zeit wurde die
Methode auch zur Bestimmung von Wechselwirkungen zwischen DNA-Oligonukleotiden und
Proteinen eingesetzt (Bailey et a., 1995; Hagmar et a., 1995; Heyduk & Lee, 1990; LeTilly &
Royer, 1993; Perez-Howard et a., 1995). Die Anisotropie eines fluoreszierenden Teilchens
hangt vom Verhdtnis seiner Rotationskorrelationszeit zur Lebensdauer der Fluoreszenz ab. In
dem Bereich, wo sich beide in derselben Gréfenordnung befinden, nimmt die Anisotropie mit
der Masse des fluoreszierendes Teilchens zu. AulRerhab dieses Bereiches éndert sich die
Anigtropie kaum. Da die Rotationskorrelationszeit von DNA-Oligonukleotiden in der
Grolenordnung der Fluoreszenzlebensdauer von gangigen Farbstoffen wie Rhodamin und
Fluoreszein liegt, sollte sie fr unser System ein gutes Mef3signal liefern.

Die erstmalige Anwendung der FCS liegt bereits zwanzig Jahre zuriick (Ehrenberg & Rigler,
1974; Elson & Magde, 1974; Koppel, 1974). Aber erst vor kurzem wurde es méglich, das
volle Potential dieser M ethode auszuschopfen. Die Sensitivitét konnte durch Einfihrung extrem
kleiner Beobachtungsvoluminamit Hilfe konfokaler Abbildung extrem gesteigert werden (Eigen
& Rigler, 1994; Rigler & Mets, 1992; Rigler & Widengren, 1990; Rigler et a., 1992). Es sind
Messungen mit sehr niedrigen Konzentrationen in kleinen Probenvolumina mdglich. Im
Vergleich zur Anisotropie spielt die Lebensdauer der fluoreszierenden Spezies keine Rolle fir
den Mef3bereich der Methode, so dal3 damit Tellchen sehr verschiedener Massen nebeneinander
untersucht werden konnen. Allerdings ist das beobachtete Mef3signal (die Anderung der mitt-
leren Diffusionszeit durch das Beobachtungsvolumen) der dritten Wurzel der Teilchenmasse
proportional.

Die unterschiedliche Charakteristik der Abhangigkeit der Melisignade von der Masse der
fluoreszierenden Spezies sowie die methodisch bedingte unterschiedliche Mef3genauigkeit
lassen ein unterschiedliches Auflésungsvermdgen der beiden Methoden fir die Untersuchung
der Bindung von Proteinen an ein DNA-Fragment erwarten. Die Eignung der beiden Methoden
zur Unterscheidung der bel der Proteinoligomerisierung auftretenden Spezies wurde in dieser
Arbeit miteinander verglichen.

Um die Bindung des NtrC-Proteins an die DNA zu verfolgen, wurden zwe fluoreszenz-
markierte DNA-Fragmente eingesetzt. Das eine enthielt nur eine DNA-Bindungssequenz fir ein
einzelnes Protein, um die reine DNA-Protein-Bindungsstérke zu untersuchen. Das andere
enthielt die Enhancerbindungssequenz mit zwei Proteinbindungsstellen.
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NtrC bindet in aktiver und inaktiver Form an die DNA. Um die Bindungseigenschaften beider
Formen zu vergleichen, wurden hier das inaktive Wildtyp-NtrC-Protein und die
transkriptionsaktive Proteinmutante NtrCS160F untersucht. Die Mutante ist leichter fir
guantitative Untersuchungen zuganglich als das phosphorylierte Protein, da dieses innerhab
von Minuten dephosphoryliert wird und man daher keine einheitliche Proteinfraktion in der
Lésung hat.
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1 Biologische Grundlagen

1.1 DasNtrC-Protan

Das NtrC-Protein wurde beim Studium der Reaktion von E. coli auf die Anderung der
Verflgbarkeit von Ammoniumionen in ihrer Umgebung entdeckt. Der Mangd an
Ammoniumionen fhrt zu einer erhdhten Konzentration des Enzyms Glutaminsynthetase in den
Bakterien. Dadurch wird ein anderer Stoffwechselzyklus zur Stickstoffgewinnung in den
Bakterien aktiviert. In der Nachbarschaft des Gens fur die Glutaminsynthetase fand sich das
Gen, das fur das NtrC kodiert. Man fand heraus, dal3 das Protein reversibel durch das Protein
NtrB phosphoryliert werden kann und dal3 die phosphorylierte Form die Transkription des
Glutaminsynthetasegens aud st (Magasanik, 1988). Der daraufhin untersuchte Mechanismus
der Transkriptionsaktivierung am Glutaminsynthetasegen flhrte zu unerwarteten Aspekten der
Regulation prokaryotischer Genexpression (Kapitel 1.2).

In Losung liegt NtrC as ein Dimer zweier identischer Untereinheiten vor. Es &% sich in drei
Bereiche einteilen, die C-terminale Doméne, die zentrale Doméne und die N-terminale Doméne.
Die C-terminale Doméne enthdt DNA-bindende Struktureinheiten. Die Struktur dieser Doméne
(Abbildung 1.1) kann aus der Rontgenstruktur des FIS-Dimer-Proteins geschlossen werden
(Yuan et a., 1991), das eine homologe Sequenz aufweist wie die C-terminade Doméne von
NtrC.

%___J

Abbildung 1.1: Die Struktur des FIS-Dimer-Proteins (Yuan et a., 1991). Sie entspricht der DNA-bindenden
Doméne des NtrC-Dimers. Links sind schematisch die vier o-Helices je Dimer wiedergegeben, rechts die Struktur
im Bandmodell nach den Daten der Rontgenstruktur.

Die Helices C und D bilden ein Helix-Schleife-Hedlix-Motiv, das oft in DNA-bindenden
Proteinen gefunden wird. Fir die Dimerisierung der monomeren Einheiten sind die Helices A
und B verantwortlich. Durch Van-der-Waas-Wechselwirkungen und Wasserstoffbricken-
bindungen werden die beiden Untereinheiten zusammengehalten.
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Fur die zentrale Domane des NtrC-Proteins wurde bisher keine genaue Struktur ermittelt. Sie ist
an der Erhohung der Kooperativitdt des phosphorylierten NtrC-Dimers beteiligt (Chen &
Reitzer, 1995). Die zentrale Domane ist homolog zu einer Doméne diein dlen Aktivatoren ¢4-
abhangiger Promotoren gefunden wird. Ihre Beteiligung an der Wechselwirkung mit dem
RNA-Polymerase-6>4 Holoenzym konnte nachgewiesen werden (Morett & Segovia, 1993).
Sie enthdlt das Serin an Position 160 der Aminosduresequenz. Die in dieser Arbeit benutzte
Mutante NtrCS160F bei der dieses Serin durch Phenylalanin ersetzt ist, ist im Gegensatz zum
Wildtyp-Protein in nichtphosphorylierter Form in der Lage, die Transkription zu aktivieren
(Klose et al., 1993).

Die Struktur der N-terminaen Doméane des NtrC-Proteins in Lésung (Abbildung 1.2) konnte
durch mehrdimensonale NMR-Techniken aufgeklart werden (Volkman et al., 1995). Die
kooperative Bindung an zwel benachbarte DNA-Bindungsstellen, die bereits das Wildtyp-NtrC
aufweist, wird durch diese Doméane vermittet (Chen & Reitzer, 1995). Zu ihrer Peptidkette
gehort die Aminosaure Aspartat an Position 54. Bel der Phosphorylierung des NtrC-Proteins
wird die freie Carboxylgruppe dieses Aspartats phosphoryliert. Diese Aminsduren und enige
andere, die vermutlich an der Phosphorylierung beteiligt sind, sind in Abbildung 1.2 mit ihren
Seitenketten wiedergegeben.

Abbildung 1.2: Die N-terminale Dorﬁéne des NtrC-Proteins (Volkman et al., 1995).
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1.2 Transkription am Glutaminsynthetasegen

Auf welche Art und Weise startet nun das phosphorylierte NtrC-Protein die Transkription? Die
Details dieses Mechanismus' sind Gegenstand der aktuellen Forschung. Im folgenden soll ein
grober Uberblick tiber den bisher bekannten Ablauf gegeben werden.

Der schematische Aufbau der Basensequenz des Glutamin-Synthetase-Gens ist in Abbildung
1.3 wiedergegeben. Die RNA-Polymerase bindet an eine DNA-Sequenz, die man as
Promotorbindungsstelle bezeichnet. Diese enthdlt den Transkriptionsstart, das erste Nukleotid
der Sequenz, das transkribiert wird. Dieses Basenpaar erhdlt die Nummer 1, wahrend die vor
dem Transkriptionsstart liegenden Basenpaare negative Nummern erhaten. Etwa 100
Basenpaare vor dem Transkriptionsstart findet man zwel starke Bindungsstellen fur NtrC
(Reitzer & Magasanik, 1986). An sie konnen direkt zwei Dimere binden (Porter et al., 1993;
Weiss et al., 1992), eventuell noch weitere durch Protein-Protein-Wechselwirkungen. Dieser
Abschnitt wird als Enhancerbindungsstelle bezeichnet.

binding sites for the ntrC protein start site for
I \ \ RNA synthesis
|
RNA glutamine
polymerase synthetase

. . coding region
nucleotide pairs areg

! I I I I
—150 —100 -50 1 50

Abbildung 1.3: Die Regulator-Region des E. coli Glutamin-Synthetase-Gens (Alberts et al., 1989)

An der Promotorbindungsstelle des Glumtaminsynthetasegens bindet nur eine spezielle Form
der RNA-Polymerase, die as Untereinheit den 64-Faktor enthalt. Man nennt den gebildeten
Komplex am Promotor geschlossenen Komplex (closed complex, Abbildung 1.4, oben), da
die DNA am Transkriptionsstart in ihm ds Duplex vorliegt. Wenn an de
Enhancerbindungsstelle phosphorylierte NtrC-Proteine binden, kann durch Schleifenbildung
der DNA dieser Komplex mit der RNA-Polymerase in Wechselwirkung treten. Dies bezel chnet
man auch as Aktivierung aus der Distanz. Unter Verbrauch von ATP wird dann die DNA am
Transkriptionsstart aufgeschmolzen, der offene Promotorkomplex entstent (Abbildung 1.4,
Mitte). Die aufgeschmolzene DNA wird dann abgelesen. Dabe lauft die RNA-Polymerase
stromabwaérts an der DNA entlang (Abbildung 1.4, unten) und synthetisiert, beginnend am 5'-
Ende, die RNA.
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ntrC protein

RNA polymerase closed
— complex

active RNA synthesis

Abbildung 1.4: Schema der Transkriptionsiniitierung durch phosphoryliertes NtrC (Alberts et al., 1989)
Einige Aspekte der Transkriptionsaktivierung mittels NtrC sind der eukaryotischen
Transkriptionsaktivierung dhnlich. Die Phosporylierung as Regulationsmechanismus ist bel
Eukaryoten sehr haufig, wahrend in Prokaryoten die Aktivierung durch Bindung kleiner
Molekule vorherrscht .

Die Promoter-Sequenz am GInA-Gen |d% sich um bis zu 1000 Basenpaare vom
Transkriptionsstart verschieben, ohne dal3 die Transkriptionsaktivierung durch NtrC bel
niedrigen Konzentrationen des Proteins vermindert wirde. Diese Aktivierung aus der Distanz
findet sich auch bei eukaryotischen Systemen (Ninfaet al., 1987).

In eukaryotischen Systemen bilden in der Regel mehrere verschiedene Proteine den
Aktivatorkomplex. Haufig existieren mehrere Bindungsstellen fir ein bestimmten Protein.
Aufgrund dieser Ahnlichkeiten kann der Aktivierungsmechanismus am Glutaminsynthetasegen
asModell der eukaryotischen Transkriptionskontrolle angesehen werden.
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2 Theorie

21 Lumineszenz organischer Farbstoffmolekile

2.1.1 Energiezustande organischer Moleklle

Wie sich quantenmechanisch beschreiben 183, besitzen organische Molekile eine Flle
madglicher energetischer Zustdnde. Das Termschema dieser Molekile 1% sich mit Hilfe des
Jablonski-Diagrammes beschreiben (Abbildung 2.1). Man unterscheidet zwel  Arten
elektronischer Zustande, die Singulett- (S) und die Triplett-Zustdnde (T). Bel ersteren ist der
Gesamtspin aller Elektronen null, bei letzteren ist er eins. Daein Ubergang zwischen den beiden
Zusténden verboten ist (Interkombinationsverbot), zeichnet man sie zweckméaldigerweise
nebeneinander. Wegen des Pauli-Prinzips haben die beiden Zustande unterschiedliche Energien.
Der Index an den Buchstaben S und T bezeichnet jeweils die Gesamtdrehimpul squantenzahl J
aller Elektronen eines Zustandes.

Energie
A

S2

S; ——Relaxat ion

/
Absorption Tq
Fluoreszenz
So - Phosphoreszenz
— 1V &

Abbildung 2.1: Jablonski-Diagramm der Energieniveaus eines Farbstoffmolekils. Links sind
Singulettzusténde (S, Sy, S,), rechts ein Triplettzustand T, gezeichnet. Einige mdgliche Ubergénge zwischen

den Energieniveaus sind mit Pfeilen gekennzeichnet.
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Weitere Energieniveaus ergeben sich aus der Mdglichkeit, Rotationen und Schwingungen im
Molekll anzuregen. Die Schwingungen zwischen je zwel Atomen lassen sich als harmonische
Oszillationen beschreiben, was zu &quidistanten Energieniveaus mit dem Abstand ho Uber dem
Grundzustand fuhrt. Dabel ist i das Plancksche Wirkungsquantum und o die Kreisfrequenz der
Schwingung. Die Anregungswellenlangen fir die Schwingungen liegen im Infrarotbereich.

Die Rotationszustande liegen nicht aquidistant Gbereinander, sondern ihr Abstand nimmt mit
dem Quadrat der Rotationsquantenzahl zu. Um diese Zustande anzuregen, sind wesentlich
kleinere Energiebetrdge notwendig as zur Schwingsanregung — die Anregungswellenlangen
liegen im Mikrowellenbereich. Oberhab eines jeden eektronischen Niveaus bilden die
Rotations- und Schwingungszustande ein nahezu kontinuierliches Band von Zusténden.

2.1.2 Ubergange zwischen den Energiezustanden

Durch Absorption von Licht gehen die Molekiile in elektronisch angeregte Zusténde tiber. Dabei
werden auch Schwingungen und Rotationen angeregt. Diese relaxieren jedoch durch Stél3e mit
den umgebenden Tellchen innerhalb von etwa 1012 Sekunden praktisch vollstandig in den
ersten eektronisch angeregten Zustand. Wegen der Gesamtspinerhaltung sind Ubergange
zwischen Singulett- und Triplettzusténden verboten. Ein kleiner Tell der angeregten Molekile
geht dennoch in den Triplettzustand Uber, indem der Spin Uber einen Stol3 an ein anderes
Molekdl Ubertragen wird.

Als Fluoreszenz wird der unter Lichtemission stattfindende Ubergang von S; nach S
bezeichnet. Er findet mit einer Halbwertzeit von 10-9 bis 10-7 Sekunden statt. Ein Teil der zur
Anregung verwendeten Energie wurde bereits durch strahlungslose Uberginge abgegeben.
Daher ist das emittierte Licht rotverschoben (Stokes-Verschiebung).

Der (verbotene) Ubergang von T nach Sy wird als Phosphoreszenz bezeichnet, er hat wegen
der sehr kleinen Ubergangswahrscheinlichkeit eine wesentlich hohere Lebensdauer (10-1-100
Sekunden).
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2.2 Fluoreszenzanisotropie

Die im folgenden skizzierte Theorie der FA folgt der Darstellung von Lakowicz (Lakowicz,
1983). Der fluoreszierende Farbstoff wird klassisch durch einen in Richtung des e ektrischen
Feldes oszillierenden Dipol beschrieben.

Wenn ein in Lésung befindlicher Fluorophor mit polarisiertem Licht angeregt wird, so ist das
emittierte Fluoreszenzlicht ebenfalls polarisiert. Regt man die Fluoreszenz in einer Klvette in z-
Richtung an, so 1&% sich die in den gesamten Raum abgestrahlte Fluoreszenz durch die drei
Intensitaten |y, |y und Iz fur die Fluoreszenzemission beschreiben (Abbildung 2.2).

Die Anisotropie ist dann definiert als das Verhdtnis der Intensitée | der polarisierten
Komponente zur der Gesamtintensitét:

r:i (2.1)
L+1,+1,

Man ermittelt die Anisotropie durch Messung der Lichtintensitéten | und 1, die entlang der y-

Achse ausgesendet werden (Abb. 2.1). Da die Anregung in der z-Achse erfolgt, ist se
symmetrisch beziiglich der x- und y-Richtung und fir die beobachteten Intensitéten gilt:
[x=ly.Damit wird Gleichung (2.1) zu:

r=lml (22)

I, +21,

Beobachtete
Lichti ntensitat en

t,u
>y

Klvette

X Anregences Licht

Abbildung 2.2: Beobachtung der Anisotropie der Fluoreszenz nach Anregung mit polarisiertem Licht. Die
Doppelpfeile geben jeweils die Richtung des elektrischen Feldes der Lichtwellen wieder.
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2.2.1 Anisotropie eines einzelnen Fluorophores
Die raumliche Position des Dipols eines einzelnen Fluorophores [&% sich durch die Winkel 6
und ¢ beschreiben (Abbildung 2.3). Die Anisotropie eines solchen einzelnen, strahlenden

Dipols liefert die Grundlage fur die Berechnung der Anisotropie einer Losung aus vielen
fluoreszierenden Molekulen.

N

Anregendes Licht

X
Abbildung 2.3: Beschreibung der rdumlichen Lage eines einzelnen Dipoles

Die beobachtete Emissionsintensitét eines Dipols ist proportiona zum Quadrat des auf die
Beobachtungsachse projizierten Vektors. Man erhdlt damit:

|, =cos’ 0 (2.3)

|, =sin”@sin® ¢ (2.4)

Regt man mit in Richtung der z-Achse polarisiertem Licht an, ist die Wahrscheinlichkeit
der Anregung fur Molekile aler Winkel ¢ bei einem gegebenen Winkel 6 identisch. Den
mittleren Wert von sinZp erhdt man durch Integration zu

fgn2¢d¢
snf¢g=0—— == (2.5)
Jap  °
Damit wird (2.4) zu

|l=%gﬁe (2.6)
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Einsetzen in (2.2) liefert unter Berticksichtigung von sin® @ = 1— cos” 6 fir die Anisotropie

‘e 3cos’ 6 -1

> (2.7)

Die Anisotropie des Fluorophors héngt aso nur von 6, dem Winkd zwischen dem
Emissionsdipol und der z-Achse, ab.

2.2.2 Anregung und Photoselektion von Fluorophoren

Um Licht zu emittieren, mul’ das fluoreszierende Teilchen zunéchst angeregt werden. Wie in
Abbildung 2.3 gezeigt, erfolgt die Anregung in Richtung der z-Achse und 6 ist der Winkel, den
der Anregungsdipol des Fluorophores mit der z-Achse einschliefd. Die Wahrscheinlichkeit der
Anregung des Dipols ist proportional zum Quadrat der Projektion des Dipolvektors auf die z-
Achse. Damit ist die Anregungswahrscheinlichkeit fir Dipole eines beliebigen Winkels ¢ bel
konstantem Winkel 06 identisch. Die Anregung durch polarisiertes Licht erzeugt aso eine
Population von angeregten Fluorophoren, die symmetrisch um die z-Achse liegt. Die
Abhangigkeit der Anregungswahrscheinlichkeit von der réumlichen Orientierung des
Anregungsdipoles wird a's Photosel ektion bezei chnet.

Fur zuféllig im Raum verteilte Molekile ist die Wahrscheinlichkeit, mit der die Moleklle einen
Winkel 6 mit der z-Achse einschlief3en proportional zu sin6do, das entspricht der Flache
zwischen dem Winkel 6 und 6+d6 auf einer Einheitskugel.

Insgesamt ergibt sich die Verteilungsfunktion f(6) fur die Anregung zu

f(0)d6 = cos® sin6do (2.8)

Uber diese Verteilung mittelt man den cos” 0 :

w2

[ f(6)cos’de

e R P — (2.9)
j f(0)do
0

Einsetzen von (2.8) und Integration liefert cos’ 8 =3/5 und durch Einsetzen in Gleichung
(2.7) ergibt sich

r_3(:0520—1_3

. : (2.10)

Der maxima erreichbare Wert der Anisotropie ist also 0.4. Dabel wurde vorausgesetzt, dal3
Anregungs- und Emissionsdipol des Fluorophores in die gleiche Richtung zeigen und dieser
sich wahrend der L ebensdauer der Fluoreszenz im Raum nicht bewegt.
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Beriicksichtigt man noch mogliche Winkel oo zwischen Anregungs- und Emissionsdipol erhdt
man die maxima mogliche Anisotropie ro eines Fluorophores in Abwesenheit dynamischer

Prozesse:
‘. :g(3cosza—1) (2.11)
5 2

Der Maximalwert der Anisotropie wird weiter verringert, wenn Anregungs- und Emissionsdipol
nicht in dieselbe Richtung zeigen. Dabei sind sogar negative Werte moglich, minima kann rq -

0.2 werden.

2.2.3 Die Perrin-Gleichung

Die Rotationsdiffusion von Fluorophoren wahrend der L ebensdauer der angeregten Zusténde ist
ein Hauptgrund fir auftretende Fluoreszenzdepolarisation. Dieser Vorgang wird durch die
Perrin-Gleichung beschrieben.

Fur ein spharisches Tellchen folgt der zeitaufgeloste Abfal der Anisotropie r(t) nach einem
schnellen Anregungsblitz einer einfachen Exponential funktion:

rit)y=re’"? (2.11)

Dabe ist ¢ die Rotationskorrelationszeit des Fluorophores, die durch die Viskositét n und die
Temperatur des Losungsmittels und durch das Volumen der rotierenden Einheit V' bestimmt
wird:

0= 7;_\T/ (2.12)

Wenn I(t) der zeitaufgelste Verlauf der totalen Fluoreszenzintensitét 1(t) = I,(t) + 21 (t) ist,
dann ergibt sich die Anisotropie einer stationaren Messung alsr(t) gewichtet mit I1(t), aso

o

OOk
r=0_ (2.13)

oo

j | (t)dt

0
Fur I(t) erwartet man einen exponentiellen Abfall mit der Fluoreszenzlebensdauer 1 :
I(t)=1,e"" (2.14)

Setzt man (2.11) und (2.13) in Gleichung (2.14) ein, erhdt man schliefdich die Perrin-
Gleichung
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rO
1+(TJ
¢

Die Anisotropieist demnach etwa O fur sehr schnell rotierende Teilchen, das helfl¥ wenn ¢<<r,
fur sehr langsame rotierende Teilchen mit ¢>>t erreicht sie den Maximalwert ro. Wenn ¢ und t

r= (2.15)

von der selben GrofRenordnung sind, andert sich die Anisotropie recht stark mit zunehmendem
Volumen des fluoreszierenden Tellchens. Fir verschiedene Werte von rg ist in Abbildung 2.4
die Anisotropie a's Funktion von t/¢ wiedergegeben.

Fur nichtsphérische Teilchen wird die Situation komplizierter. Die Anisotropie wird dann durch
mehrere Rotationskorrelationszeiten beschrieben, deren Auftrennung allerdings sehr schwierig
ist (Cantor & Schimmel, 1980).

Die genaue Analyse der Anisotropie eines Teilchens wird auch dadurch erschwert, dal3 ein
kovalent an ein Biomolekll gebundener Farbstoff eine gewisse Beweglichket relativ zur
Hauptmasse hat. So ist die Anisotropie von fluoresceinmarkierten DNA-Fragmenten im
algemeinen kleiner as die von rhodaminmarkierten, obwohl die Fluoreszenzlebensdauern der
freien Farbstoffe @hnlich sind. Das heif3t, dal3 Fluorescein eine hohere Beweglichkeit an der
DNA besitzt a's Rhodamin.

Fur die vorliegende Arbeit ist wesentlich, dal3 man zwe verschieden grof3e fluoreszierende
Spezies durch verschieden grof3e Anisotropien unterscheiden kann.

Vorausgesetzt die Lebensdauer und relative Beweglichkeit des Farbstoffes bleiben unveréndert,
fuhrt eine Massenzunahme zu einer Zunahme der Anisotropie.

‘ r mit r0=0.400 I

0,4
0,35
0,3
0,25
0,2
0,15
0,1
0,05

0
1000 100 10 ]¢ 0,1 0,01 0,
T/

O L
o
Y

Abbildung 2.4: Die Anisotropie nach Gleichung (2.15) als Funktion des Verhaltnisses von Lebensdauer zu
Rotationskorrelationszeit t/¢ fur verschiedene Werte der maximal moglichen Anisotropierg,
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Es stellt sich noch die Frage nach der Gesamtanisotropie einer Ldsung, die mehrere verschieden
grofRe Teilchen enthdt. Sie ergibt sich durch die anteilige Summation der n Einzelanisotropien
der Komponenten:

=Yt (2.16)

Dabsei ist f; der Anteil der Komponentei in der untersuchten Ldsung.
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2.3 Fluoreszenzkorrelationsspektroskopie

Be der FCS mif@ man die Schwankungen der Fluoreszenzintensitdt in einem kleinen
Detektionsvolumen, die durch die statistische Diffusion der Tellchen hervorgerufen werden.
Diese Schwankungen sind der Wurzel der absoluten Teilchenkonzentration im
Beobachtungsvolumen umgekehrt proportional (Elson & Magde, 1974), man wahlt daher
zweckmaldig ein moglichst kleines Detektionsvolumen. Dies |83 sich durch einen konfokalen
Aufbau erreichen (Abbildung 2.5). Ein Laserstrahl wird Uber eine Linse fokussiert und das
emittierte Fluoreszenzsignal tiber eine Lochblende auf einen Einzel photonendetektor abgebildet.
Die Anregungswellenldnge wird durch den dichroitischen Spiegel und der stérende Raman-
Peak des Wassers durch einen Filter vor der Detektion aus dem Signal herausgefiltert. Durch
die Lochblende erreicht man eine nahezu beugungsbegrenzt kleine Abbildung mit einem
Fokusvolumen von ca. 10-191 (1 femtoliter).

Einzelphotonendetektor

= Filter
—,; — ochblende

Autokorrelator

aserstrahl
dichroitischer
Spiegel

Mikroskopobjektiv

Losungstropfen

Abbildung 2.5: Schematischer Aufbau einer konfokalen FCS-Messung.

Zur Analyse der Fluoreszenzschwankungen betrachtet man die Schwankung um den mittleren
Wert der Fluoreszenzintensitéat <F> in Abhangigkeit von der Zeit t:

SF(t) = F(t) - (F) (2.17)
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Die Fluktuationen in der Zahlrate werden durch die Autokorrelationsfunktion G in Abhangigkeit
von der Korrelation nach der Zeit t beschrieben:

JE(t+ 0)F(®)
G(1) = <W> (2.18)

Die Form der Autokorrelation wird durch das gewahlte Beobachtungsvolumen bestimmt. Fir
den oben skizzierte Aufbau wird der Intensitétsquerschnitt des Laserstrahles durch ein Gaul3-
Profil  beschrieben, das durch die Blende besimmte Transmissionsprofil in
Ausbreitungsrichtung 8% sich ebenfalls durch ein Gaul3profil der Intensitétsverteilung
beschreiben.

Das sich ergebende Profil des Beobachtungsvolumens &% sich durch die beiden Langen o,
und w, charakterisieren (Abbildung 2.6).

o]

2

Abbildung 2.6: Das quasi zylindrische Beobachtungsvolumen bei konfokaler Abbildung. Die optische Achse
verlauft entlang der z-Richtung.

Mit diesem Ansatz 18% sich eine anaytische Losung fir die Korrelationsfunktion eines
einzelnen diffundierenden Teilchens angeben (Aragén & Pecora, 1976; Rigler et al., 1993):

G(T)—l+%[(l+%) [(1+T.Tk J } (2.19)

Dabe ist N die mittlere Zahl der Teilchen im Fokus, der Ordinatenachsenabschnitt wachst also
mit abnehmender Zahl der beobachteten Tellchen. Die charakteristische Diffusionszeit des
Tellchens betrégt

— (1)12

‘[_
' 4D,

(2.20)

D; bezeichnet der Diffusionskoeffizient des Teilchens. Der Term (1+ 17/ 7,)" beschreibt die
Diffuson in zwei Dimensionen, fir die dritte Dimenson kommt noch en Tem
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((1+7)/ k) ™"*hinzu. Der Strukturparameter ksp beschreibt das Verhaltnis der halben Lange
zum Radius des Beobachtungszylinders:

ke = 22 (2.21)
(01
Damit ergibt sich fur die charakteristische Diffusionszeit in z-Richtung:
2
602
7, ke = 2.22
ke =2 (222)

1

Analog ergibt sich die Korrelationsfunktion fir zwel verschiedene Komponenten 1 und 2:

G(f)=1+i[@(1+1) ((1+ v ) +(1—@)(1+l)_ ((1+ t ) ](2.23)
N T, 7, Kep T, 7, Kep

Dabei ist © der Anteil der Komponente 1 an der Gesamtzahl der beobachten Teilchen und (1-9)
der Anteil der Komponente 2.

Dabel der FCSein Laserstrahl relativ hoher Lichtintensitét auf ein kleines Volumen fokussiert
wird, kann die Triplettbildung einiger Fluorophore wahrend ihrer Diffusion durch den Fokus
eine Rolle bel der Beschreibung der Korrelationsfunktion spielen. Setzt man die Néherung des
stationaren Zustandes fur den Teil der Fluorophore an, die sich im Triplettzustand befinden, so
|&% sich eine erweiterte Form der Korrelationsfunktion ableiten (Widengren et al., 1995):

—1 .
) N(1-Tq,)

@(1+l)_ ((1+ z ] +(1—@)[1+i]_ ((1+ T ) }

i 1 T, Kep 2 T, Ke

1- 'I_'Eq[l— e ]]

i (2.24)

Neben dem Antell der Fluorophore TEq, die sich im Triplettzustand befinden, kommt noch die
mittlere Zeitkonstante fur die Bildung des Triplettzustandes 7, as Parameter hinzu. Die
geringere Anzahl aktiver Fluorophore erhéht den Ordinatenabschnitt der Korrelationsfunktion.
Die Aushildung des Triplettzustandes fuhrt bei Zeiten von der GrofRenordnung der Zeit der
Tripletttbildung 7, zu einem zusétzlichen Abfall der Korrelationsfunktion.

G(r)=1+
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24 Thermodynamik von DNA-Protein-Wechselwirkungen

2.4.1 Bindungsgrad fir eine Protein-Bindungsstelle

Die Bindung von Proteinen an DNA kann durch das Massenwirkungsgesetz beschrieben
werden. Bindet en enzenes Protein an ein  DNA-Fragment, so ergibt sich die
Bindungskonstante zu

K=o o 1 (2.25)
¢ K

diss

Dabei sind cpp, ¢p und cp die Konzentrationen des DNA-Protein-Komplexes, des freien DNA-
Fragments und des freien Proteins.

Be Experimenten zur Untersuchung von Bindungsgleichgewichten kann man bestimmte
Mengen an Edukten vorlegen. Wie grol3 wird dann die gebildete Konzentration an DNA-
Protein-Komplex sein? Da man die Stéchiometrie kennt, kann man Gleichung (2.25)
umformen, wobei Cp ot die eingesetzte Gesamtkonzentration an DNA-Fragment und Cpyo die
eingesetzte Gesamtkonzentration an Protein ist:

K = Coe (2.26)
(CD,tot - CDP) ’ (CP,tot - CDP)
Der Anteil der DNA, der ein Protein gebunden hat, wird mit dem Bindungsgrad © beschrieben
und ergibt sich nach
0= Cor (2.27)
CD,tot
Die Umformung von Gleichung (2.26) nach cpp ergibt eine quadratische Gleichung. Von den
beiden Ldsungen ist nur eine physikalisch sinnvoll, da die andere eine Konzentration an

Komplex berechnet, die grol3er ist als die Konzentration an DNA, die man vorgelegt hat.
Kombination mit (2.27) ergibt schliefdich fir den Bindungsgrad ©

2
o= Coot T Cptar T Kaiss ~ \/(CD,tot TChtor + Kdiss) - 4CD,totCP,tot

(2.28)
2CD,t0t

2.4.2 Titrationskurven fiur eine Protein-Bindungsstelle

Bel den in dieser Arbet untersuchten Ansdtizen wurden die Konzentrationen von DNA-
Fragment und Protein stets in derselben Grofienordnung gewahlt. Zu einer bestimmten Menge
vorgelegter DNA wurde nach und nach Protein hinzutitriert und die Bildung des DNA-Protein-
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Komplexes verfolgt. Fur eine solche Titration lassen sich drel Félle unterscheiden: Die DNA-
Konzentration kann wesentlich grofer sein a's die Bindungsdissoziationskonstante, sie kann in
derselben Grofienordnung liegen wie diese oder sie kann wesentlich kleiner sein.

Ist die Konzentration an DNA wesentlich grof3er als die Bindungsdissoziationskonstante K s,

so vereinfacht sich (2.28) zu

@ _ {CP,IO’( / CD,to’[ fur CP,tOt < CD,’[O’[

2.2
1 flr Co 1o > Cp 1or (2.29)

Diesen Fall bezeichnet man as stéchiometrische Titration. Das zugegebene Protein bindet
praktisch quantitativ an die DNA, bis schliefdich die DNA abgeséttigt ist.

1
0,8
= L
C 06
(o))
b L
o
c
>
-8 -
m 04 r /’ ——Cp=  0-001nMJ -
L /, i
0,2 i
.,/ i
0 -m 1 1 1 ]
0 2 4 6 8 10
C . C
P.tot D,tot

Abbildung 2.7: Titrationskurven fir verschiedene Verhaltnisse von Bindungsdissoziationskonstante K gjss und
Gesamt-DNA-Konzentration Cp ¢ Nach Gleichung (2.28). Auf der Abszisse ist die Gesamt-Protein-K onzentation
in der Losung cp al's Vielfaches von Cp ¢ aufgetragen. Fir ale Kurven ist Kgiss=0.2 nM.

Liegen die Bindungssdissoziationskonstante K giss und die DNA-Gesamtkonzentration Cp ot in
der gleichen GrofRenordnung, so wird gemal (2.28) nur ein Tell des zugegebenen Proteins
gebunden, und es ergibt sich eine Bindungskurve. Fir diese beiden Félle sind in Abbildung 2.7
die Titrationskurven nach (2.28) gezeichnet. Angenommen ist eine Bindungsdissoziations-
konstante K giss Von 0.2 nM. Die braune Kurve mit cp 1ot = 10 nM entspricht einer stochio-
metrischen Titration. Die Vereinfachungen, die zu (2.29) gefthrt haben, sind in der Néhe des
Aquivalenzpunktes (wenn Cpot : Cptot = 1) nicht mehr erfillt, so dal? man statt zweier sich
schneidender Geraden einen weichen Ubergang erhdlt, der allerdings mit weiter steigendem
Unterschied zwischen K giss Und Cp 1ot Scharfer wird. Nach geringem Uberschul von Protein
wird praktisch vollstdndige Besetzung der DNA erreicht. Fir 1 nM und 0.1 nM DNA-
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Konzentrationen (rote, gelbe und griine Kurve in Abbildung 2.7) seigt die Bindungskurve
wesentlich langsamer an, und es wird im abgebildeten Bereich, wo die Endproteinkonzentration
das fuinfache der DNA-Konzentration betragt, keine quantitative Bindung erzielt.

Als dritter Fall kann die Bindungsdissoziationskonstante wesentlich gréf3er sein as die
Konzentration an DNA. Wenn die Proteinkonzentration weiterhin in derselben Groéf3enordnung
wie die DNA-Konzentration ist, dann kann man Gleichung (2.25) umformen:

Cop _ Cortot (2.30)
¢, K

diss
Da ja nur wenig Protein gebunden wird, ist Cpio Oleich der Proteinkonzentration in der
Losung. Fir den Kehrwert des Bindungsgrades gilt

1 cy+Cp C

2 _%tCr_ S 4 (2.31)
S Cop Cop

Einsetzen von Gleichung (2.30) und Umformung nach © liefert schliefdich unter
Berticksichtigung, daf3 K giss >> Cp ot ISt

— CD + CDP — CP,tOt
Cop K

0 (2.32)

diss
De Bindungsgrad seigt aso fir diesen Fal langsam liner mit  wachsender
Proteinkonzentration an. Dies entspricht der blauen Kurve in Abbildung 2.7.

2.4.3 Abhangigkeit der Bindungskonstanten von der lonenstarke

DNA-Protein-Bindungen sind in ihrer Stérke oft stark von der Salzkonzentration abhangig.
Diese Abhangigkeit wurde von Record und Mitarbeitern (Record et al., 1976) as Verdrangung
von die DNA umgebenden Gegenionen durch die Proteine interpretiert. Nach der
Polyelektrolyttheorie von Manning (Manning, 1969) findet an Polyelektrolyten wie DNA
lonenkondensation statt, das heif% in unmittelbarer Umgebung der Polyelektrolyte ist die
Gegenionenkonzentration im thermodynamischen Gleichgewicht stark erhdht und liegt in der
GrolRenordnung von 1 M M*. Man betrachtet das Gleichgewicht zwischen freier DNA D,
freiem Protein P mit m' geladenen Bindungsstellen und dem Komplex DP unter
Berlicksichtigung einer Freisetzung von einfach geladenen lonen M+:

D + P (m' Bindungsstellen) < DP+ m'y.M"

7

Dabel ist y. der Anteil von Gegenionen pro Phosphatanion, die an die DNA thermodynamisch

gebunden sind.
Die beobachtete Bindungskonstante Kpeop und ihre Abhangigkeit von der Konzentration

monovalenter Kationen in der Losung sind dann:
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K, =-OF] (2.33)
[DI1P]
=9109Kyep _ g (2.34)
dlogfM™]

Der Parameter y beinhatet neben dem Antell gebundener Gegenionen . noch die
Abschirmung der Restladung des Polyel ektrolyten. Dieser Parameter wurde fir doppelstrangige
DNA zu 0.88 berechnet (Record et a., 1976).

Die Steigung des doppelt logarithmischen Auftrags der Bindungskonstanten gegen die
Konzentration monovalenter Kationen liefert also die Anzahl der durch die DNA-Protein-
Wechselwirkung ausgebildeten onenpaare.
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3 Material und Methoden

3.1 Puffersysteme

Die DNA-Oligonukleotideinzelstrénge und die Stammlésungen der DNA-Fragmente wurden in
TE-Puffer (10 mM Tris/Cl pH= 8.0, 0.1 mM EDTA) bei -20°C aufbewahrt.

Das NtrC>*"-Protein wurde bei -20°C im K tihlschrank in 50 % (v/v) Glycerin, 10 mM Tris/Cl
pH=8.0, 50 mM Kaliumchlorid, 0.1 mM EDTA, 1 mM DTT) gelagert. Der hohe Glycerinanteil
verhinderte ein Einfrieren bei dieser Temperatur.

Aliquots des NtrC Wildtyps wurden in flussigem Stickstoff schockgefroren in 30%(v/v)
Glycerin, 50 mM Trig/Cl pH= 8.0, 100 mM Natriumchlorid, 1 mM EDTA, 1 mM DTT und bei
-80°C gelagert. Bei Bedarf wurde ein Aliquot aufgetaut und fiir eine Mefreihe einige Tage bei -
20°C aufgehoben.

Bel den Gelelektrophoresen wurde fir das Gel der gebrduchliche TBE-Puffer verwendet,
1.0xTBE enthdlt 90 mM Tris/Borat pH=8.0 und 2 mM EDTA, 0.5x TBE genau die halben
K onzentrationen.

Die Titrationen wurden meist mit TK*°A-Puffer durchgefihrt, der mit 150 mM ewa
physiologische Konzentrationen einwertiger lonen in Form von Kaiumionen enthdt. For
einige Messungen wurden n mM Konzentrationen an Kaliumacetat verwendet (TK"A-Puffer).
Alle diese TKNA-Puffer enthielten 10 mM Tris/Acetat pH=8.0. Meist wurden 0.1 mg/ml Bovin-
Serum-Albumin und 1 mM Dithiothreitol zugesetzt.

Das Bovin-Serum-Albumin (BSA) war von New England Biolabs (100x, 10 mg/ml), 1,4-
Dithiothreitol (DTT) von Merck und Tris [Tris(hydroxymethyl)methylamin] von Sigma.
Anorganische Salze und Essigsdure wurden in p. A.-Qualitét eingesetzt.

Dasfir alle Lésungen verwendete Wasser war deionisiert und wurde dann auf einem Seral pur
Pro 90 CN Wasserreinigungssystem Uber Aktivkohlefilter, lonenaustauscher und
Adsorbersaulen nochmals gereinigt, so dal} an Ende die Leitféhigkeit weniger als 0.1 uS
betrug.

3.2 DNA-Oligonukleotide

3.2.1 Sequenzen und Fluoreszenzmarkierung

Die Oligonukleotide wurden von der Firma MWG Biotech hergestellt und markiert. Es wurden
drel Duplexe verschiedener Sequenz aus den Einzelstréangen NtrC1-4 und RNAP1+2 (Tab. 3.1)
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hergestellt. Das DNA-Fragment ES/2 enthélt eine NtrC-Bindungsstelle (NtrC3+NtrC4), das
Fragment ES (NtrC1+NtrC2) zwei identische NtrC-Bindungsstellen und das Fragment PS die
Bindungssequenz der RNA Polymerase mit 654-Cofaktor (RNAP1+RNAP2).

NtrC1 5-TCAGTTGCACTAAAATGGTGCATAATGTTAACATTAATGCACTAAAATGGTGCAACATG-3
NtrC2 5-CATGTTGCACCATTTTAGTGCATTAATGTTAACATTATGCACCATTTTAGTGCAACTGA-3
NtrC3 5 -TGAGATCAGTTGCACTAAAATGGTGCATAATG-3

NtrC4 5-CATTATGCACCATTTTAGTGCAACTGATCTCA-3

RNAPL |5 -TGTGAAAGTTGGCACAGATTTCGCTTTATATTTTTACGGCGACACGGCCAGCAGAATTG-3
RNAP2 |5 -CAATTCTGCTGGCCGTGTCGCCGTAAAAATATAAAGCGAAATCTGTGCCAACTTTCACA-3

Tabelle. 3.1: Die Sequenzen der benutzten Oligonukleotide

Die Sequenz mit einer Bindungsstelle weist eine invertierte Sequenzwiederholung (in Tab. 3.1
unterstrichen) aus zweimal 6 Oligonukleotiden auf, die von einer 5 Basen langen AT-reichen
Sequenz unterbrochen wird. Sie ssammt aus der NtrBC Promoter-Region von Samonella
Typhimurium. Die hier verwendete Enhancer-Sequenz ES setzt sich aus zwel Bindungsstellen
von ES/2 zusammen, die beziglich ihrer Mitte 30 Basenpaare (3 Helixwindungen) weit
auseinander liegen. Diese Sequenz wurde erstmals von Susan C. Porter (Porter et al., 1993)
fir Untersuchungen der Oligomeriserung von NtrC benutzt. Der Abstand der beiden
Bindungsstellen ist derselbe wie am glnA Enhancer von S. Typhimurium, dieser weist
allerdings zwei inihrer Sequenz und Bindungsstérke etwas verschiedene Dimerbindungsstellen
auf. Die hier gewdhlte Anordnung erlaubt ein einfaches Studium der Protein-Protein-
Wechselwirkungen zwischen den NtrC-Dimeren.

Tetramethylrhodamin

Cs-Linker o
HN NH_CHQ_"—CHz—'CHI——CHZ_'(:Hz——CHz_O—' I —0
\“/ (o] Base
0] 0.

5’-Ende des Oligonukleotides !)1 "
igonukleotid

Abbildung 3.1: Der Aufbau der Bindung des Tetramethylrhodaminmarkers an das 5’ -Ende des
Oligonukleotides
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Fur jeden der drei untersuchten DNA-Duplexe wurden drei Oligonukleotidstrange synthetisiert,
zwel von identischer Sequenz, von denen eines mit Tetramethylrhodamin markiert war (NtrC1,
NtrC3, RNAP1) und ein komplementdrer nichtmarkierter Strang. Damit lieen sich die
Bindungsstellen einmal als markierte und einmal als nicht markierte Duplexe hybridisieren.

Die markierten Oligonukleotide wurden am 5'-Ende mit einen Cs-Amino-Linker versehen und
dieser mit 5'-Tetramethylrhodaminisothiocyanat markiert. Die chemische Struktur des fertig
markierten Oligonukleotid-Endesist in Abbildung 3.1 wiedergegeben.

Alle Oligonukleotide wurden nach Synthese und Markierung durch HPL C-Chromatographie
gereinigt.

3.2.2 Konzentrationsbestimmung der Einzelstrange

Die Konzentration der Einzelstrange wurde durch Absorptionsspektrometrie auf einem Cary 4E
Zweikanal spektrophotometer bestimmt. Aus bekanntem Extinktionskoeffizienten € wird nach

Messung der optischen Dichte A die Konzentration ¢ bestimmt:

A

c=——
e-d

(3.1)

Die Extinktionskoeffizienten fur die Einzelstrange wurden nach Literaturwerten for die
Extinktionskoeffizienten von Mono- und Dinukleotiden (Puglisi & Tinoco, 1989) bei 260 nm
berechnet. Die Werte gelten fiir 25°C.

Die gemessenen Extinktionswerte Ao muissen fir die rhodaminmarkierten Einzelstrdnge um
den Untergrund des Rhodamins bel  260nm  Korrigiert werden. Dazu wurden
Absorptionsspektren von freiem Tetramethylrhodamin und von tetrametylrhodaminmarkierter
DNA aufgenommen und auf ihr Absorptionsmaximum fir das Rhodamin bel 560nm normiert.
Der im normierten Spektrum des freien Rhodamins auftretende Absorptionswert A g0 rn bel
260nm entspricht dem Untergrund und man erhét den Korrekturfaktor fry zu

th — AZGO,DNA—Rh — AZGO,Rh (3'2)

A’ZGO, DNA-Rh

Dabei ist Aze0,pnA-RR der Absorptionswert des normierten DNA-Spektrums.

Die Einzelstrange bilden in Lésung bei Raumtemperatur unter Basenpaarung
Sekundéarstrukturen aus. Dies fuhrt zu verkleinerten Absorptionswerten Aogp (hyperchromer
Effekt der Basenpaarung). Temperaturkurven der Absorption wurde mit dem Cary 4E
Absorptionsspektrometer aufgenommen, wobei mit einer Rate von 0.5°C die Temperatur
langsam von 25°C auf 80°C erhéht wurde. Die Kurve zeigt bei hoherer Temperatur  groRere
Absorptionswerte, da dann die Sekundarstrukturen aufgelost sind. Aus diesem Anstieg kann
auf den erwarteten Absorptionswert Azsopnafrei der DNA  ohne Sekundérstrukturen
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extrapoliert werden. Als Korrekturfaktor erhdlt man hier mit dem gemessenen Absorptionswert
A260,DNA, gem:

fou :M (3.3)

Azeo, DNA,gem

Insgesamt ergibt sich der korrigierte Absorptionswert Azeokorr aUS dem gemessenen Wert

A260,gem ZU
AZGO,korr = th ’ fSek ) A260,gem (3.4)

Mit diesem korrigierten Absorptionswert wird dann die Konzentration des Einzelstranges nach
Gleichung (3.1) bestimmt.

3.2.3 Duplexherstellung

Zwei komplementéren Basenstrange wurden in TE-Puffer zu einer Konzentration von 10.0 mM
je Einzelstrang gemischt und die Losung dann fir 5 Minuten auf 70°C erwarmt. Dann lie3 man
die Losung im Metallblock wahrend 1 1/2h langsam auf 25°C abkiihlen.

Zur Kontrolle, ob die Hybridisierung quantitativ war und stéchiometrische Mengen der beiden
Einzelstrange zugegeben wurden, diente eine Gelelektrophorese auf 12%igem Acrylamidgel
(Acrylamid:N,N'-Methylenbisacrylamid 29:1, beide von Sigma), 1.0x TBE-Puffer be einer
Spannung von 10 V/cm. Je Probe wurden 10 gl 1 nM (NtrC1+2,RNAP1+2) oder 10 pyl 2 nM
(NtrC3+4) DNA in TE-Puffer mit 2 pl 50% Glycerin versetzt und auf das Gel gegeben. Das
entspricht ungefdhr 0.2 pg DNA, ene solche Menge ist geeignet zur anschlief3enden
Sichtbarmachung der DNA mit Ethidiumbromid. Dazu wurde das Gel 1/2h mit 1pg/ml
Ethidiumbromid in Reinstwasser eingefarbt und unter der UV-Lampe die Banden betrachtet.
Mit Hilfe des Gelphotodokumentationssystemes Bioprint wurde ein photographischer Abzug
des Geles erstellt. Bei dlen verwendeten Duplexproben betrug die durch Vergleichsbanden
abgeschétzte Duplexbildung mindestens 95%.

Diedrei Duplexe werden mit ES/2 (NtrC3+NtrC4) fur die habe Enhancerbindungssequenz, ES
fur die Enhancerbindungssequenz (NtrC1+NtrC2) und PS fir die Promotorbindungssequenz
der RNA-Polymerase (RNAP1+RNAP2) bezeichnet.

3.3 Proteine

Das NtrC-Wildtyp(wt)-Protein wurde freundlicherweise von Verena Weiss (Universitét
Konstanz) zur Verfigung gestellt. Seine Herstellung erfolgte wie in  (Flashner et al., 1995;
Mettke et al., 1995) beschrieben.
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Die NtrCS60F-Mutante des Proteins sowie der RNA-Polymerase-654-Komplex wurden von
Karsten Rippe kloniert, die Vorschrift wird gerade zur Publikation vorbereitet (Rippe,
unveroffentlicht).

Aus der Basensequenz berechnet sich die Masse eines NtrC-Dimer-Protein-Komplexes zu
113 kD. Das Holoenzym RNA -Polymerase-6°4 besitzt eine Masse von etwa 450 kD.

34 GedretardationsAnalyse

Die Geretardations-Anayse ist eine Methode zum qualitativen und quantitativen Nachweis von
DNA-Protein-Wechselwirkungen (Carey, 1991). Ein Gemisch aus DNA und DNA-Protein-
Komplex wird auf ein laufendes Gel aufgetragen. Die Wanderungsgeschwindigkeit des DNA-
Protein-Komplexes auf dem Gel ist geringer as die der freien DNA. Ein Ké&figeffekt der
Gelmatrix wird vermutet, der fir den Erhalt des DNA-Protein-Komplexes nach der Separation
von der freien DNA im Gel sorgt und so die analytische Auftrennung geméal3 den in Losung
vorliegenden Anteilen an freier und komplexierter DNA erméglicht.

Eswurde ein 5 % Polyacrylamidgel mit 0.5 x TBE-Puffer zur Auftrennung verwendet, das Gel
wurde nach dem GieRen (iber Nacht bei 4 °C equilibriert und dann eine halbe Stunde ohne
Beladung vorlaufen gelassen. Die Spannung betrug 16 V/cm und die Proben wurden bei bereits
angelegter Spannung aufgetragen. Fir jedes Gel wurden Proben zu 10 Wl TK150A-puffer
zusammenpipettiert, die 0.4 pM oder 1.0 pM an DNA, variierende Volumina Protein-
stocklésung, 5 % Glycerin (v/iv) und 1 mM DTT enthielten. Als Vergleich wurden noch
Proben ohne Protein mit /4, 1/2, 3/4 und 1/1 der benutzten DNA-Konzentrationen auf das
Gel gegeben.

Die Quantifizierung der Gele erfolgte durch 30 Minuten Anfarben mit 1 pug/ml Ethidiumbromid
in Reinstwasser und Abfotografieren des Gels mit dem Bioprint-System. Die entstandenen
TIFF-Dateien wurden mit dem Programm NIH-Image eingelesen und die Banden mit Hilfe des
Gel Plotting Makrosintegriert und quantifiziert.
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35 Fluoreszenzanisotropie

3.5.1 Das Fluoreszenzspektrophotometer

Fir die Messungen der Anisotropie wurde ein SLM 8100 Fluoreszenzspektrometer der Firma
SLM Aminco verwendet. Der Aufbau des Gerétesist in Abbildung 3.2 wiedergegeben.

XENON
ARC

|

EXCITATION SINGLE GRATING
REF PMT —— EMISSION
MONOCHROMATOR

7a\}

EMISSION

PMT | | S SHUTTER CONTROL

[

FILTER HOLDER

” —— POLARIZER CONTROL
SINGLE GRATING OPTICAL POLARIZATION
EMISSION UNIT REF CHANNEL

MOMNOCHROMATOR

Abbildung 3.2: Schematischer Aufbau des SLM 8100 Fluoreszenzspektrometers (aus dem Handbuch der
Firma SLM Aminco)

Mit Hilfe einer Xenonhochdrucklampe wird ein breites Frequenzspektrum an Licht erzeugt. Ein
mit Spalten versehener Monochromator selektiert das Licht einer bestimmten Wellenlange.
Dieses wird durch den Anregungspolarisator polarisert und mit Hilfe einer Linse auf ene
Fluoreszenzkivette fokussiert. Senkrecht zur Anregungsrichtung wird das Licht Uber ene
weitere Linse aufgefangen und, in der Abbildung links, nach Durchlaufen des
Emissionspolarisators durch einen Monochromator eine bestimmte Wellenldnge selektiert. Die
Lichtintensitdt wird mit Hilfe eines Photomultipliers gemessen. Auf der rechten Seite in der
Abbildung ist ein zweiter Mef3kana abgebildet, bel dem durch einen separaten Polarisator eine
bestimmte Lichtebene detektiert und das emittierte Licht durch einen Filter selektiert wird. Ein
kleiner Tell des Anregungslichtes wird durch einen telldurchlassigen Spiegel auf den
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Referenzkana umgelenkt. In diesem wird die Fluoreszenz einer Lésung von 3 ¢/l Rhodamin B
in Ethylenglykol gemessen. Normieren der Mel3signale auf diesen Kanal mittelt eventuelle
Intensitétschwankungen der Lampe aus dem Signal. Der Klivettenhalter des Spektrometers ist
Uber einen Thermostaten temperierbar.

Bel den Anisotropiemessungen wurden zwel verschiedenen Mef3methoden verwendet. Die
meisten Messungen wurden im L-Fornat der Anordnung vorgenommen. Man mif3t dann auf der
linken (Monochromator) Seite zunéchst die Intensitét || der Emission parallel zur Anregung und
dann durch Drehen des Polarisators um 90° die Intensitét 1, senkrecht dazu (Abbildung 3.3,
links). Bei der T-Format-Messung werden die Intensitéten Iy, und |y | gleichzeitig gemessen.
De Polarisator auf der Monochromatorseite steht dabel immer paralel zur Anregung, der
Polarisator auf der Filterseite steht immer senkrecht zur Anregung. Die T-Format-Methode
erlaubt schnellere und besser reproduzierbare Messungen, sie wurde nach der Anschaffung
eines zweiten Photomultipliers stets benutzt.

Fur beide Mefd3methoden ist die Messung eines gerdte- und aufbauspezifischen Parameters G
notwendig, der die unterschiedlichen Empfindlichkeiten der Messungen fir Licht
unterschiedlicher Anregungsrichtungen berticksichtigt. Bel der L-Format-Messung wird Licht
verschiedener Anregungsrichtungen durch den Emissionsmonochromator unterschiedlich gut
durchgelassen. Bei der T-Format-Messung haben Filter und Monochromator verschiedene
Durchlal3effektivitéten. Man wahlt nun eine Anordnung, bei der theoretisch die parale und
senkrecht gemessenen Intensitéten | und | genau gleich grof sein muf3ten, indem man den

Anregungsmonochromator um 90° dreht (Abbildung 3.3, rechts). Dann sind die gemessenen
Intensitéten 1y und Iy | beide senkrecht zur Anregung und sollten gleiche Intensitét besitzen.

L-Aufbau-Met hode G-Faktor-Bestimmung

z z

Det ektion
)
In,1

/l >y

Anregendes Licht

Detektion

b
A
7,

Anregendes Licht

X X
Abbildung 3.3: Schemata der L-Format-Messung und der G-Faktor Bestimmung. Die Doppelpfeile geben die
Polarisationsrichtung des elektrischen Feldes der Lichtwellen an.
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Der G-Faktor ergibt sich zu

G= iy (3.5)

vy (3.6)

Aus Gleichung (2.2) fur die Anisotropie erhélt man durch Umformen

Ny

= (3.7)
L +2

IJ_

Durch die Aufnahme von insgesamt vier Intensitéten kann also das Mel3gerét auf die apparativen
Gegebenheiten geeicht und die Anisotropie bestimmt werden.

Die gemessenen Konzentrationen lagen im Bereich von 2.5 bis 100 nM. Um bei diesen
niedrigen Konzentrationen moglichst grofe Signalstabilitdt zu erreichen, wurden die Spdte
beider Monochromatoren auf 16nm Halbwertsoreite (Maximale Offnung) eingestellt. Die
Anregung wurde auf 540nm eingestellt und die Emission auf 580nm. Im rechten Kana wurde
die Rayleigh-Streuung durch Einsatz eines Langpassfilters 570nm mit Interferenzbeschichtung
abgeschnitten. Die Empfindlichkeit des/der Photomultiplier wurden jeweils so eingestellt, dal3
das Signa mit der grofdten Intensitét 85% Mef3ausschlag zeigte.

3.5.2 Titrationen

Die Titrationen wurden in Fluoreszenzklvetten aus Quarzglas Suprasil der Firma Hellma
durchgefihrt. Dabel fanden 50 W, 1 ml und 3 ml Kivetten Verwendung. Um das durch die
optische Anordnung des Fluorimeters ausgeleuchtete Volumen auszufillen, gentigten bei der
1000 W Kovette 500 pl und bei der 3 ml Kivette 1 ml Fullvolumen. Zur Verhindung un-
spezifischer Bindung an der Glasoberflache wurden die Kivetten silyliert. Dazu lief3 man eine
5 %ige Losung von Trimethylsilylchlorid (reinst, Sigma) in Toluen (p. A., Sigma) 10 Minuten
auf die gereinigte Klvette einwirken, wusch anschlief3end mit Aceton (z. A., J. T. Baker) und
trocknete bei 110 °C eine Stunde im Trockenschrank.

In der Klvette wurden (2.5-100) nM DNA in TKhA-Puffer (n=150,600), 1 mM DTT, 0.1
mg/ml BSA vorgelegt. Das Protein wurde in TK"A-Puffer, 1 mM DTT, 0.1 mg/ml BSA und
0.1% Nonident P40 (NP40, Boehringer Mannheim, Stammlésung mit 10%) so verdinnt, daf3
eine Einzelzugabe zwischen zwei Mef3punkten mindestens 3 pl betrug. Die verwendeten
Gilson-Pipetten zeigten oberhalb dieses Volumens Reproduzierbarkeiten von +1.5%. Wahrend



3 Material und Methoden 33

der Titration, die drel bis sechs Stunden dauerte, wurde die Proteinlosung eisgekihlt. Die
K Givette wurde auf 25°C temperiert.

Nach der Zugabe einer bestimmten Proteinmenge wurde die Lésung in der Klvette mit einem
Mikroglasrihrstab durchmischt und nach einigen Minuten der Mef3wert bestimmt. Die Zeiten
bis zur Messung wurden je nach genauer Zusammensetzung so gewahlt, dal nach dieser Zeit
keine Anderung der Anisotropie mehr erfolgte.

Fur einen Mel3wert wurden je funf Werte der Anisotropie und funf G-Werte aufgenommen mit
einer Integrationszeit von je 8 Sekunden pro Signal bei der L-Methode und 4 Sekunden je
Signal bei der T-Methode. Dies ergab Gesamtmef3zeiten fir einen Mef3punkt von ca. 3 Minuten
bzw. ca 1 Minute bel vergleichbarer Mef3genauigkeit. Der Mel¥fehler eines einzelnen
Mef3punktes wurde als Standardabweichung der 5 Mel3werte angegeben.
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3.5.3 Datenanalyse

Die Verarbeitung der Mef3daten wurde nach Konvertierung durch die SLM-Software in ASCII-
Format mit dem Apple Macintosh Programm Kaleidagraph vorgenommen. Die Volumen-
zunahme wéhrend einer Titration ist bei den verwendeten Bedingungen nicht zu vernach-
lassigen. Daher wurden fur die einzelnen Mef3punkte sowohl die Gesamtkonzentrationen an
DNA auf die Volumenzunahme als auch die Proteinkonzentrationen auf das aktuelle Gesamt-
volumen korrigiert.

Zur Bestimmung von Aquivalenzpunkten wurden durch bestimmte Bereiche der Messungen
Geraden gelegt und deren Schnittpunkt bestimmt (siehe dazu auch Abb. 2.7). Die Steigung und
Achsenabschnitte der Geraden wurden mit Fehler durch die nichtlineare Anpassung an die im
Bereich liegenden Mef3punkte bestimmt. Der Schnittpunkt ergab sich dann agebraisch aus den
zwel Gleichungssystemen mit zwel Unbekannten, die die beiden Geradengleichungen
darstellen. Aus dem agebraischen Zusammenhang zwischen Abszissenwert des Schnittpunktes
und den Parametern der beiden Geraden wurde mit dem Gaussschen Gesetz zur
Fehlerfortpflanzung ein Fehler fir den Schnittpunkt abgeschétzt. Diese wiederkehrenden
Berechnungen wurden in einem Excel-Arbeltsblatt zusammengefaldt.

Zur Berechnung der Bindungsdissoziationskonstanten fir die Bindung eines Proteins an ene
Dimerbindungsstelle bendtigt man zunéchst den Zusammenhang zwischen Bindungsgrad © und
den Anistropien r1 und r, der beiden Komponenten. Fir zwei Komponenten ist nach Gleichung
(2.16) die Anisotropie

r=>1-0)r,+0r,=r,+(r,-r,)0 (3.8)

Die Titrationskurven wurden an die Gleichungen (3.8) mit dem Bindungsgrad nach Gleichung
(2.28) angepaldt, wobei drei Parameter vorgegeben waren: die Bindungsdissoziationskonstante
Kgissund die Anisotropien der Komponenten 1 und 2. Dabel ergab sich fir Kgiss €in Fehler aus
der Anpassung der Bindungskurve. Um noch den Fehler der Proteinkonzentration zu
berticksichtigen, wurde die Kurve mit dem maximalen und minimaen Wert fur die
Proteinkonzentration cp £ Acp nochmals angepal3t.

Daraus erhielt man Kgss + AKgissp. Dabel ist dieser Fehler nur der Fehler der
Proteinkonzentration und es gilt néherungsweise

_ aKdi$ AP (39)

AI<diS,F’ - 8P

Aus der Gaulischen Fehlerfortpflanzungsformel erhdt man durch Einsetzen von (3.9) und des
Anpassungsfehlers fir K gs ene Abschdtzung des Gesamtfehlers.
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3.6 Fluoreszenzkorrelationsspektroskopie

3.6.1 Das Confocor

Die Firmen Zeiss und Evotec selten unserer Arbeitsgruppe freundlicherweise ihr FCS-
Melgerat Confocor leihweise zur Verfligung. Der schematische Aufbau des Melgerétes ist in
Abbildung 3.4 wiedergegeben.
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Abbildung 3.4: Schematischer Aufbau des Fluoreszenzkorrel ationsspektrometers der Firmen Zeiss und Evotec
mit Wiedergabe des optischen Strahlenganges (V 6l cker et al., 1996).

Als Laser findet ein Argon-Laser mit einer Leistung von 20 mW Anwendung, die
Anregungswellenlénge betragt 514 nm. Die bendtigte, weit geringere Leistung zur Messung
stellt man durch Graufiltereinsétze ein. Mit einer polarisationserhaltenden Singlemode-Glasfaser
wird das Licht zum Mikroskop Ubertragen, der Strahl aufgeweitet und dann das pardlee Licht
durch den Anregungsfilter auf den Farbteiler (ein dichroitischer Spiegel) gebracht. Fur Licht der
Anregungswellenldnge ist dieser undurchléssig und es wird zum Objektiv (einem C
Apochromat 40x/1,2 fir Wasser korrigiert) abgelenkt und in die Probe fokussiert. Wegen der
Verwendung des wasserkorrigierten Immersionsobjektives befindet sich ein Tropfen
Reinstwasser zwischen Objektiv und Mef3gefaldboden. Auf dem umgekehrten Weg gelangt das
Fluoreszenzlicht zum Farbteiler, der fir [angerwelliges Licht als das Anregungslicht durchléssig
ist. Der Emissionsfilter schneidet die Ramanlinie (bei etwa 620 nm) ab und das Fluoreszenzlicht
gelangt durch ein Linsensystem Uber die in lhrer Grofie verstellbare Lochblende zum Detektor,
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einer Einzelphotonen zdhlenden Avalanche-Photodiode. Die Umsetzung des zeitaufgel 6sten
Fluoreszenzsignales in die zugehtrige Korreationsfunktion erfolgt mittels enes
Hardwarekorrelators.

3.6.2 Titrationen

Als Meligefald fand ein 8-Kammer-Gefald von Nunc (Lab-Tek, Chambered Coverglass)
Verwendung, das einen ca. 140 um dicken Borosilikatglasboden besitzt. Der Fokus des
Objektives wurde bei jeder Messung 200 um oberhalb des Objektglasbodens eingestellt. Das
Pinhole, das stets 50 um grof3 gewéhlt wurde, wurde dann Uber computersoftwaregesteuerte
Motoren auf eine optimale Lichtausbeute justiert. Ein Abschwécher wurde in den Strahlengang
eingeflgt, so dal3 die mittlere Fluoreszenzintensitét bei zirka 20 kHz lag.

Eine Kammer war mit 400 gl 1 nM DNA in TKPA-Puffer (n=15, 600), 0.1 mg/ml BSA, 1 mM
DTT und 0.1% NP 40 geflllt. 5 Messungen zu je 200 Sekunden ergaben eine mittlere
Diffusonszeit fir die freie DNA, den Strukturparameter des Aufbaues und die
Triplettzeitkonstante der Messung (siehe auch die Datenanalyse in Kap. 3.6.3). Das Protein
wurde im selben Puffer, in dem die DNA vorlag, verdinnt und wahrend der Messung auf Eis
gekuhlt aufbewahrt. In Schritten von minimal 3 Wl wurde es zur DNA-LAsung hinzugefugt und
die L6sung mit einer Gilsonpipette vorsichtig gemischt. Nach einigen Minuten Wartezeit, die so
gewahlt wurde, dald sich die gemessene Diffusionszeit nach dieser Zeit nicht mehr énderte,
wurde Uber 100 Sekunden eine K orrel ationsfunktion aufgezei chnet.

3.6.3 Datenanalyse

Die Auswertung der Korrelationsfunktionen wurde mit Hilfe des Programmes "FCS Access
Fit" der Firma Evotec vorgenommen. Die Funktion, die an die gemessene Korrelationsfunktion
angepald wird, wurde bereits angegeben [Gleichung (2.24)]. Alle Messungen wurden so
ausgewertet, dal3 maximal zwei fluoreszierende Komponenten in der LOsung angenommen
wurden.

Die justageabhangigen Parameter von Gleichung (2.24) sind die Triplettzeitkonstante tr, der
Strukturparameter ksp und die Diffusionszeiten t; (fur das freie Oligonukleotid) und <, (fir den
Komplex). Tt ksp und 1 wurden mit den ersten Messungen des freien Oligonukleotides bei
jeder Titration bestimmt. Fur das Verhdtnisvon 1, und T4 ergibt sich nach Gleichung (2.20).

&_D

=1 3.10
) (3.10)
Die Diffusionszeiten zweler Komponenten bilden also in der FCS en festes Verhdtnis
unabhéangig von der genauen Grofde und des Strukturparameters des Beobachtungsvolumens.

Es hangt nur von den beiden Diffusionskoeffizienten D1 und D2 ab. Aus Messungen, bel denen
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nur noch die zweite Komponente vorlag, also aus den Endwerten der stéchiometrischen
Titrationen, wurde die Diffusionszeit der zweiten Komponente bestimmt. Das Verhdltnis der
Diffusonszeiten wurde dann bel den anderen Messungen eingesetzt, um den zweiten
Diffusionskoeffizienten zu errechnen.

Mit den verbliebenen Parametern wurde die Gleichung (2.24) an die gemessenen
Korrelationsfunktionen angepaldt. Daraus erhdt man dann den Anteil der beiden Komponenten
in jedem Ansatz. Fur die zweite Komponente entspricht dieser Anteil dem Bindungsgrad © des
gebildeten DNA-Protein-K omplexes.

Stdchiometrische Messungen wurden analog zu Kap. 3.5.3 ausgewertet. Bindungskurven fir
die Bindung eines Proteins an eine Dimerbindungsstelle wurden durch Anpassung der
Mel3daten an Gleichung (2.28) analysiert. Die Gesamt-DNA-Konzentration in der Losung und
die Gesamt-Proteinkonzentration wurden auf das wéahrend der Titration zunehmende
Gesamtvolumen korrigiert. Ein wichtiger Fehler, der bei der Analyse der Bindungskurven noch
eingeht, ist die Unsicherheit der Bestimmung der Diffusionszeit des DNA-Protein-K omplexes.
Um dafir einen Fehler abzuschédtzen, wurden die Korrelationsfunktionen auch mit den
maximalen und minimalen Diffusonszeiten des Komplexes angepald, und die erhaltenen
Bindungsgrade ebenfalls angepaldt. Man erhélt so Kgiss + AKgiss D2, Wobei fur diesen Fehler
wieder néherungsweise gilt:

AKdiss,D2 = K

dss AD 3.11
aDz 2 ( )

Damit kann der Gesamtfehler aus Anpassungsfehler und Diffusionszeitfehler nach der
Gaussschen Fehlerfortpflanzung abgeschétzt werden.
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4. Experimentelle Ergebnisse

4.1 Charakteriserungder Oligonukleotideinzelstrange

Fur die Bestimmung der Bindungskonstanten muf3 die Konzentration der DNA-Duplexe
moglichst genau bekannt sein. Um aus der Absorption der DNA ihre Konzentration zu
bestimmen, ist es notwendig, ihren Extinktionskoeffizienten bel 260 nm zu kennen.

Die Markierung der DNA-Einzelstrénge mit Rhodamin fihrt zu einer zusédtzlichen Absorption
im zur Konzentrationsmessung verwendeten UV-Bereich. Wahrend unmarkierte DNA erst
unterhalb von etwa 300 nm absorbiert, zeigt der markierte Einzelstrang eine kontinuierliche
Absorption ab ca. 600 nm. Die Spektren enes tetramethylrhodaminmarkierten DNA-

Einzelstranges und des freien Farbstoffes Tetramethylrhodaminisothiocyanat sind in Abbildung
4.1 wiedergegeben.
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Abbildung 4.1: Absorptionsspektren des rhodaminmarkierten NtrC1-Einzelstranges (schmale Linie) und von
Tetramethylrhodaminisothiocyanat (breite Lini€) in TE-Puffer.

Die beiden Spektren sind auf das jewellige Maximum der Rhodaminabsorption normiert. Das
Absorptionsmaximum fir DNA-gebundenes Rhodamin liegt be 558 nm, das fir freles
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Rhodamin bel 551nm. Die Form der Absorptionsspektren ist im sichtbaren Bereich sehr
ahnlich, die Flachen des Rhodamin-Peakes stimmen recht gut Uberein. Im Bereich um 260 nm
andert sich der Absorptionswert des freien Farbstoffes nur sehr langsam, so dal3 eine eventuelle
Verschiebung, wie sie am Emissionsmaxium beobachtet wird, den Untergrund nur geringflgig
andern wirde. AulRerdem liegt der Untergrund nur im Bereich von 10 % der Gesamtabsorption
bel 260nm, so dal3 ein Fehler von 5 % fir den Untergrund sich nur als 0.5 % Fehler fir den
DNA-Anteill der Absorption bemerkbar machen wirde. Die Abschétzung des Untergrundes
durch Messung der Absorption des freien Farbstoffes erscheint somit sinnvoll und gerecht-
fertigt. Der Fehler bei der Berechnung der Extinktionskoeffizienten der DNA-Oligonukleotide
betragt 5- 10 % , daher ist eine genauere Korrektur des Rhodaminuntergrundes nicht sinnvaoll.
Die Berechnung der Extinktionskoeffizienten einer DNA-Sequenz aus den Absorptions-
koeffizienten der Mono- und Dinukleotide nach Puglisi (Puglisi & Tinoco, 1989) setzt voraus,
dal3 die Nukleotide keine Sekundéarstrukturen aushilden, denn diese fihren wie die Duplex-
bildung zur Absenkung des Absorptionswertes. Bilden die Einzelstrange Sekundérstrukturen,
so ergeben Temperaturkurven der Absorption der Einzelstrange zunéchst einen recht steilen
Angtieg der Absorption, bei hdheren Temperaturen nimmt sie dann weiter proportional zur
Temperatur zu. Der anféngliche Anstieg wird durch das Aufschmelzen der Sekundéarstruktur
verursacht, wahrend man einen langsamen linearen Anstieg der Absorption mit der Temperatur
sowohl bel doppelstréngiger as auch bel einzelstrangiger DNA beobachten kann (Pugliss &
Tinoco, 1989). Ein Beispid einer solchen Kurve ist fur den Einzelstrang NtrC1 in Abbildung
4.2 wiedergegeben. Durch Extrapolation des lineraren Verlaufes bei hdheren Temperaturen auf
25°C erhdt man den Absorptionswert sekundarstrukturfreier Oligonukleotide bei 25°C. Aus
diesem Wert und dem aus der Sequenz berechneten Extinktionskoeffizienten kann nun die
Konzentration bestimmt werden.
Die fur die verschiedenen Einzelstrange erhatenen Korrekturfaktoren sowie die theoretisch
berechneten und die korrigierten Extinktionskoeffizienten sind in Tabelle 4.1 aufgeftihrt (zur
Definition siehe Kap. 3.2.2). Sie zeigen in etwa identische Werte fg fUr die
Sekundérstrukturen der markierten und unmarkierten Einzelstrange. Das Rhodamin scheint hier
also keine Veranderung der Struktur hervorzurufen. Bei den einfachen und den doppelten NtrC-
Bindungssequenzen kann man auf recht starke Sekundarstrukturbildung schliessen. Ein Blick
auf die Basensequenzen zeigt, dal3 die symmetrischen Bindungsstellen mit ihren
komplementaren Basensequenzen geeignet  sind, um an diesen Einzelstrdngen
Haarnadel strukturen (hairpins) auszubilden.
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Abbildung 4.2: Schmelzkurve des Einzelstranges NtrC1 (dunkle Kurve). Die Absorption ohne Sekundér-
strukturen erhélt man durch Extrapolation des linearen Verlaufes bei erhthter Temperatur nach 25°C
(helle Gerade).

Einzelstrang | fse frh €perech [MM-1cnrd] [ o [MM-1cm-Y]
NtrC1 1.14 1 599 683
NtrC2 1.09 1 579 631
NtrC1-Rh 1.11 0.903 599 600
NtrC3 1.07 1 328 351
NtrC4 1.02 1 309 315
NtrC3-Rh 1.07 0.898 328 315
RNAP1 1.03 1 583 600
RNAP2 1.02 1 575 587
RNAPL-Rh 1.02 0.944  |583 561

Tabelle 4.1: Korrekturfaktoren der Oligonukleotideinzelstrénge fir 25°C. Die berechneten Extinktions-
koeffizienten eperech (Puglisi & Tinoco, 1989) und die aus den Korrekturfaktoren erhaltenen

Extinktionskoeffizienten ekorr = fsekfRhEberech Sind wiedergegeben.

Der Rhodaminuntergrund der langen Sequenz NtrCl ist etwa so grol3 wie der der kurzen
Sequenz NtrC3. Der Extinktionskoeffizient scheint also fir die beiden DNA-gebundenen
Marker unterschiedlich zu sein. Eine andere Anomaie zwischen den beiden Markierungen
findet man bel der Anisotropie der Duplexe (Kap. 4.3.3). Die Eigenschaften des DNA-
gebundenen Farbstoffes scheinen von der Sequenz abhangig zu sein, an die er gebunden ist.
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Insgesamt sind insbesondere die Sekundarstrukturkorrekturen fr die NtrC-Bindungsseguenzen
als auch die Rhodaminhintergrundskorrektur relevant fir eine gute Konzentrationsbestimmung
der markierten Oligonukleotide. Die Mischung komplementérer Einzelstrange ergab nach diesen
Korrekturen Doppelstrangbildung von mehr als 95 % (Abschétzung nach Kontrolle mit Gel-
elektrophorese).

4.2 Gdretardations-Analyse

Zur Bestimmung der Proteinkonzentration wurde zunéchst die Gelretardations-Analyse benutzt.
Die Bindungsdissoziationskonstante einer der hier verwendeten sehr dhnlichen NtrC-Bindungs-
sequenz wurde in der Literatur zu 0.2 nM bestimmt (Weiss e al., 1992). Die wesentlich
hoheren Konzentrationen an DNA und Protein (mikromolar) in dem hier verwendeten Ansatz
sollten daher stets zu quantitativer Bindung des Proteins an die DNA fihren.

Das Gel in Abbildung 4.3azeigt von Reihe 1-4 die Referenzbanden mit verschiedenen Mengen
an DNA-Duplex ES, die zur Kontrolle der Quantifizierung der DNA-Banden gemacht wurden.
Ab Reihe 5 wurden dann wachsende Anteile NtrCS160F-Protein zugesetzt. An der Seite ligfen
die DNA-Banden etwas nach, aber da die Protein-Banden wesentlich langsamer liefen, konnte
zur Quantifizierung die gesamte Fléache der DNA-Bande herangezogen werden. Geschétzt aus
den Kontrollbanden der Messung war der Fehler der Quantifizierung etwa 10 % nach dieser
Methode. Aus jeder der DNA-Banden 6-10 konnte eine Konzentration der Proteinstammlésung
berechnet werden unter der Annahme stéchiometrischer Bindung des zugesetzen Proteins. Dies
ergab (unter Einbeziehung zweier weiterer Gele) eine Konzentration von (2.0 £ 0.3) uM Dimer
in der Stammldsung. Eine Abschdtzung der Konzentration mittels Absorption des Proteins bel
280 nm hatte nach der Herstellung 5 uM Dimer ergeben. Wahrend der Lagerzeit von ca. 2
Jahren ist aso etwa die Halfte des Proteins deaktiviert worden.

Neben der Hauptbande des DNA-Protein-Komplexes sieht man bei dlen Protein enthaltenden
Relhen eine zweite, etwas schnellere Bande im Bereich des Protein-DNA-Komplexes, die sich
der Bindung eines einzelnen Dimers zuordnen |&3t. Thr Antell ist jedoch sehr gering, er wurde
bei der Andyse der Proteinaktivitét vernachlassigt. Dies entspricht anderen Ergebnissen, wo
eine hohe Kooperativitdt bei der Bindung zweier benachbarter NtrCS60F-Mutanten an die
Enhancer-Bindungsstelle beobachtet wurde (Porter et a., 1993).

Geretardations-Analysen mit dem ES/2-DNA-Fragment mit einer Protein-Bindungsstelle
wiesen in Ubereinstimmung mit dieser Interpretation nur eine langsame Bande auf (Abbildung
4.3b). Das Gel enthdlt wiederum in den Reihen 1-4 Referenzkonzentrationen an dem kurzen
DNA-Fragment ES/2 und dann wachsende Volumina an Protein NtrCS160F, |nsgesamt ist die
hier beschriebene Gelretardations-Analyse zur Bestimmung der Proteinkonzentration geeignet.
Da bei dieser Methode die Proteinaktivitét unter vollig anderen Bedingungen als bel den
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Fluoreszenzmessungen bestimmt wird und die Quantifizierung nicht so genau war, wurde se
nur zu Beginn bei der Kontrolle der NtrCS160F-Proteinfraktionen eingesetzt.

Um die Aktivitédt der Proteine in Fluoreszenztitrationen mdglichst gut zu bestimmen, ist es
besser, diese Aktivitét auch unter denselben Bedingungen und mit derselben Quantifizierung zu
messen. Daher wurden die Konzentrationen der benutzten Proteinfraktionen im weiteren
Verlauf durch stéchiometrische Fluoreszenztitrationen bestimmt.

1 2 3 4
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Abbildung 4.3a: Gelretardations-Analyse zur Konzentrationsbestimmung von NtrC. Die ersten vier Banden
enthielten 0.2, 0.4, 0.6 und 0.8 pmol DNA-Fragment ES, alle anderen 0.8pmol ES und von 5 nach 10 0.4, 0.8,

1.6, 2.0, 2.66 und 4.0 pl an NtrCS160F_Stammiésung. Der Puffer bestand aus TK150A, 1mM DTT und 10 mM
Mg. Die Proteinaktivitét betrug hier 1.8 uM.
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Abbildung 4.3b: Gelretardations-Analyse zur Konzentrationsbestimmung von NtrC. Die ersten vier Banden
enthielten 0.25, 0.5, 0.75 und 1.0 pmol DNA-Fragment ES/2, alle anderen 0.8pmol ES/2 und von 5 nach 10

0.5, 1.0, 1.25, 1.67, 2.5 und 4.0 pl an NtrCS160F-Stammiésung. Der Puffer bestand aus TK150A, 1 mM DTT
und 10 mM Mg. Die Proteinaktivitdt wurde aus diesem Gel zu 2.3 UM bestimmt.
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43 FA-Messungen

Zur Bestimmung der aktiven Proteinkonzentration in den vorhandenen StammlGsungen wurden
zundchst Reaktionsbedingungen gewahlt, die quantitative Bindung des NtrC-Proteins an die
DNA erwarten lief3en. AulRerdem dient der vorhersagbare Verlauf der Kurven, insbesondere der
anfangliche lineare Anstieg der Anisotropie, zur Kontrolle der Richtigkeit der Messungen.

4.3.1 Stochiometrische Titrationen
des DNA-Fragmentes ES/2 mit NtrC

Die folgenden Untersuchungen wurden be mélligen Sazkonzentrationen und DNA-
Konzentrationen durchgefiihrt, die eine quantitative Bindung des Proteins erwarten lief3en.

Fur das DNA-Fragment mit einer NtrC-Bindungstelle ES/2 erwartet man die Bindung
mindestens eines NtrC-Protein-Dimers, eventuell weitere Proteine konnten durch Protein-
Protein-Wechselwirkungen gebunden werden. Es wurden der nicht-transkriptionsaktive
Wildtyp des Proteins und die transkriptionsaktive Mutante NtrCS160F untersucht.

4.3.1.1 NtrC-Wildtyp

In Abbildung 4.4 ist die Titration des DNA-Fragmentes ES/2 mit einer Dimerbindungsstelle mit
dem Wildtyp-NtrC-Protein wiedergegeben. Die Kurve zeigt den erwarteten Verlauf der
Anisotropie fur die Bildung eines definierten Komplexes aus DNA und Protein. Zu Anfang
erfolgt quantitative Bindung des Proteins an die DNA, und der Wert der Anisotropie steigt
gemald

r=>1-0)r,+0r,=r,+(r,-r,)0 (3.8

linear an, da der Bindungsgrad bei quantitativer Bindung eine lineare Funktion der zugegeben
Proteinmenge ist. Nachdem ein etwa dreifacher UberschuR erreicht ist, wird ein Plateau firr die
Anisotropie erreicht. Eswird aso kein weiteres Protein mehr gebunden.

Man extrapoliert nun die Anfangssteigung der Titration auf den Endwert und erhdt ene
Konzentration des NtrC-Dimers von (229 + 17) nM (Fehler aus dem Fehler der
Regressionsgeraden, siehe Kap. 3.5.3). Ausinsgesamt drei solchen Messungen ergibt sich fir
die Proteinlésung (243 = 22) nM (Fehler aus Standardabweichung der drei Mittelwerte). Die
Proteinlésung war eine 40-fach verdinnte Losung der Proteinstammldsung, woraus sich fir
diese (9.72 = 0.9) pM errechnet. Eine Messung der Proteinkonzentration mit Hilfe der
Absorption bei 280 nm ergab 10.0 uM. Aus Mefdreihen, die einige Monate spéater durchgefihrt
wurden, ergab sich fir die dann aufgetauten Aliquots der Proteinstammlésung (7.6+0.7) uM,
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die Aktivitdt hatte aso deutlich abgenommen. Zu jeder Mel¥eihe muidten aso die
K onzentrationen an aktivem Protein neu bestimmt werden.

0,21 % % ‘ : F%‘FF**
o’180 | 55 | 160 | | 1!30 | 200
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Abb 4.4: Bindung des NtrC-Wildtyp-Proteins an das DNA-Fragment ES/2. Der Puffer war TK150A 1 mM
DTT und 0.1mg/ml BSA.Der angegebene Mef3fehler der Einzelmef3punkte ergibt sich aus der Standard-
abweichung von 5 MefRwerten je Mel3punkt. Die beiden Geraden zeigen die Extrapolation des Aquivalenzpunktes
der Titration aus der anfénglich linearen Steigung der Mef3punkte und dem erreichten Endwert.

Dal3 wirklich genau ein Dimer an das DNA-Fragment gebunden wird, haben Karsten Rippe und
Norbert Micke durch Gleichgewichtdéufe in der analytischen Ultrazentrifuge nachgewiesen
(K. Rippe, N. Mucke und J. Langowski unveroffentlicht). Flr verschiedene Mischungen von
NtrC-wt und nichtrhodaminmarkiertem ES/2 ergaben sich zwei Komponenten mit Massen von
19900 (DNA-Fragment) und 130000 Dalton (DNA + ein Dimer). Die Aktivitat der NtrC-wit-
Stammldsungen ergab sich zu 6.3 pM. Fur diese Messungen wurden weder BSA noch NP 40
dem Puffer zugesetzt, so dal3 die Proteinaktivitdt durch unspezifische Bindung etwas erniedrigt
sein konnte. Aul3erdem liefen die Messungen Uber 24 h, was ebenfals einen gewissen
Aktivitatsabfall hervorrufen konnte. Die Ubereingtimmung mit den Aktivitdsmessungen in
dieser Arbeit zum selben Zeitpunkt, die 7.6 UM ergeben hat, ist somit gut.

Aus alen mit Anisotropie verfolgten stdchiometrischen Titrationen ergibt sich fur das freie ES/2
Fragment ein Anisotropiewert von 0.180 = 0.002, fur den Komplex aus ES/2 und einem NtrC-
wt-Dimer eine Anisotropie von 0.209 + 0.002.
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4.3.1.2 Ntr CS160F

Die Titrationen des DNA-Fragmentes ES/2 mit der Mutante NtrCS160F ergeben einen etwas
anderen Verlauf der Anisotropieénderung (Abbildung 4.5). Auch hier 18 sich die Titration in
mehrere Abschnitte unterteilen: zu Beginn steigt die Anisotropie steil an, im spéteren Verlauf
steigt sie wesentlich langsamer, aber wieder linear, an.
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Abbildung 4.5: Bindung von NtrCS160F-protein an das ES/2-DNA-Fragment (MeRpunkte mit Fehlerbalken).
Die beiden Geraden sind eingezeichnet, aus denen der Aquivalenzpunkt extrapoliert wird. Dazu wurden fur die
linke Gerade die Mef3werte von 0-16 [l verwendet, fir die rechte Gerade die Werte von 50-150 pl. Die DNA-
Konzentration betrug 10.0 nM.

Legt man durch die beiden Bereiche zwei Geraden und bildet den Schnittpunkt, erhdlt man fir
die Anisotropie im Schnittpunkt der beiden Geraden 0.211 + 0.002. Dies stimmt mit dem Wert
der Anisotropie fir den 1:1 Komplex des Wildtyps mit dem DNA-Fragment ES/2 gut Uberein.
Der erste Teil der Kurve zeigt also die Bindung eines Protein-Dimers an. Man kann aus der
Mefkurve einen Aquivalenzpunkt bestimmen und daraus die Konzentration des Proteins
ableiten. Fur die Messung in Abbildung 4.5 ergibt sich die Konzentration des NtrCS160F-
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Proteins zu (233 £ 17) nM (Mel¥ehler aus Schnittpunktfehler der Regressionsgeraden, siehe
Kap. 3.5.3). Aus dem Mittedwert von drei Messungen ergibt sich die Konzentration zu
(230 = 14) nM. Dadie Proteinlésung eine auf 1/10 verdinnte Ldsung der Stammlésung war,
war diese also (2.30 + 0.14) pM. Die Ubereinstimmung mit der Gelretardations-Analyse, die
(2.0 £ 0.3) UM ergab, ist aso zufriedenstellend. Der Fehler der Methode erweist sich aber as
nur halb so grof3 und die Anisotropie liefert damit genauere Werte als die Intensitdtsmessung der
Banden.

Nach dem vollsténdigen Abséttigen mit einem Dimer wird weiteres Protein gebunden. Da die
Bindung eines Dimers an die DNA praktisch quantitativ erfolgt, bevor weiteres Protein
gebunden wird, muR3 die Bindungsdissoziationskonstante fur die Bindung weiterer Protein-
Dimere wesentlich grofRer sein as die des ersten Dimers an die DNA. Der lineare erscheinende
Angtieg bei der Bindung weiterer Proteine erfolgt Uber einen sehr langen Bereich, bis etwa 8:1
fir das Verhdtnis von Protein zu Dimer ist der Anstieg sehr linear und ale Mef3punkte liegen
auf einer Geraden. Wievide Dimere an der weiteren Bindung an das DNA-gebundene Protein
beteiligt sind, kann man aus dieser Titration nicht ableiten.

Die Mengen des zugesetzten Proteinstammldsungspuffers waren bel diesen Messungen nicht
mehr vernachléssigbar, da die Konzentration der NtrCS160F-Stammldsung nicht sehr hoch war.
Um ganz sicherzugehen, dal3 der spdtere Anstieg der Anisotropie nicht auf der Zunahme der
Viskositét der Losung durch den langsam ansteigenden Anteil an Glycerin beruhte, wurde die
Anisotropieanderung einer DNA-L6sung durch Zugabe von Protein-Puffer ohne Protein
gemessen. Auch die groften bel den Messungen verwendeten Proteinpuffervolumina
veranderten die Anisotropie der DNA-Losung nicht merklich. Die Anderung der Zusam-
mensetzung war aso nicht die Ursache des Anisotropieanstieges.

Die aufgenommenen Kurven lassen somit qualitativ den SchluR zu, dal3 die NtrCS160F-Mutante
unter Bedingungen zur Oligomerisierung neigt, unter denen das Wildtyp-Protein an der DNA
praktisch keine weiteren Dimere bindet. Diese Oligomerisierung tritt bereits auf, ohne dal3 eine
zweite NtrC-Bindungsstelle an der DNA vorhanden ist.

4.3.2 Bindung von NtrC an das DNA-Fragment ES/2

Die Bindungsdissoziationskonstanten des NtrC-Proteins an eine einzelne Proteinbindungsstelle
sind zentral fUr das Verstdndnis der Bindung an der Enhancer-Bindungsstelle ES mit zwel
Bindungsstellen. Nur wenn die reine Bindungsdissoziationskonstante zwischen der DNA und
dem Protein bekannt ist, kann eine kooperative Bindung zweier Proteine, also eine die DNA-
Bindung verstarkende Protein-Protein-Wechsalwirkung, quantifiziet werden.  Die
unterschiedliche biologische Wirkung von Wildtyp-NtrC und der Mutante NtrCS160F kénnte
zum Tell auf einer unterschiedlichen Bindungsstdrke an die DNA-Bindungsstellen beruhen.
Um diese Frage zu untersuchen, wurden die folgenden Messungen durchgeftihrt.
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4.3.2.1 Bindungsdissoziationskonstante bei niedrigen Salzkonzentrationen

Die zur Bestimmung der Proteinkonzentration gemachten Titrationen sollten auch Aufschluf3
Uber die Bindungsdissoziationskonstante unter diesen Bedingungen geben. Aus der nun
bekannten Konzentration der zutitrierten Proteinldsung 18/% sich zu jedem Mef3punkt die
Gesamtkonzentration an Protein in der Lésung berechnen. Der Zusammenhang zwischen dem
Bindungsgrad und der Gesamtproteinkonzentration ist fur den Fal einer DNA mit ener
Bindungsstelle durch Gleichung (2.28) gegeben, Gleichung (3.8) gibt den Zusammenhang
zwischen der Gesamtani sotropie des Systems und dem Bindungsgrad an. Die Anpassung dieser
beiden Gleichungen an die Melidaten einer Titration ist in Abbildung 4.6 wiedergegeben. Man
erhdt fur die Bindungsdissoziationskonstante (0.91 + 0.31) nM. Der Fehler setzt sich
zusammen aus dem Fehler der Anpassung und dem Fehler, der fir die Proteinkonzentration bel
der stéchiometrischen Titration bestimmt worden war (Details sehe Kap. 3.5.3). Aus zwe
weiteren Messungen erh@lt man insgesamt fur Kgss = (0.46 + 0.32) nM.

0,21

0,2

0,19

0,181\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\
0 10 20 30 40 50 60 70 80

¢ (NtrC wt) [nM]
Abbildung 4.6: Titration des DNA-Fragmentes ES/2 mit NtrC-Wildtyp. Der Puffer war TK150A mit 1 mM

DTT und 0.1 mg/ml BSA.. Die durchgezogene Linie gibt die beste Anpassung entsprechend der Bindung eines
Dimers an die DNA an.

4.3.2.2 Bindungsdissoziationskonstante bei hohem Salzgehalt

Die Bindungsdissoziationskonstanten an das DNA-Fragment ES wurden fir NtrC-Wildtyp und
NtrCS160F bei 600 mM [K+*] bestimmt. Aus dem Verlauf der Mefkurve fir eine 2.5 nM Losung
von DNA mit 600 mM [K*] 150 mM erkennt man sofort die Verénderung der Bindungskurve
(Abbildung 4.7 fur das NtrCS160F-Protein).
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Der Angtieg ist bereits zu Beginn recht flach und ist bei &guimolaren Mengen von DNA und
Protein (hier 2.5 nM) noch weit entfernt von quantitativer Bindung. Es ergibt sich bis zum Ende
der Mefkurve keine quantitative Bindung, so dal3 man néherungsweise die weitere Bindung
von NtrCSI60F Proteinen vernachlassigen und die Meldaten unter Annahme des 1.1
Bindungsmodelles anpassen kann.

Aus der Anpassung der Mefdaten erhdt man fir die Bindungsdissoziationskonstante
(4.7 £ 1.1) nM. In Abbildung 4.7a wurde auf der Ordinate der Bindungsgrad aufgetragen, so
dald man den Verlauf der Bindung besser bewerten kann as bei einem Auftrag der Anisotropie.
Der Bindungsgrad 1&& sich fur jeden Mef3punkt aus dem Wert fir die Anisotropie der freien
und gebundenen DNA nach Gleichung (3.8) bestimmen.

Bindungsgrad
R L B B B
| | | ‘ | | | ‘ | | | ‘ | | | ‘ | | |

0 L L ‘ L L ‘ L L ‘ L L ‘ L L ‘ L
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Abbildung 4.7: Titration von 2.5 nM DNA-Fragment ES/2 mit NtrCS160F Der Puffer war TKS00A mit
1 mM DTT und 0.1 mg/ml BSA. Die durchgezogene Linie gibt die beste Anpassung der Daten an.

w
o

Der Anfangs- und Endwert der Anisotropie waren Parameter bei der Anpassung der Mef3daten,
fur die Mel3jpunkte wurde dann der Bindungsgrad berechnet und in ein neues Diagramm
aufgetragen. Der durch die Anpassung gefundene Anfangswert fir die Anisotropie félt in etwa
mit dem ersten Mef3punkt zusammen. Er liegt mit 0.183 + 0.002 bel den Messungen mit 600
mM [K*] etwas hoher als bei den Messungen mit 150 mM [K*]. Auch der Endwert der
Anisotropie aus der Anpassung ist geringfiigig nach oben verschoben, er betrdgt 0.211 +
0.001. Die Ursache fur diesen Effekt ist nicht sicher geklart, sie liegt vermutlich in einer
ionenstérkeabhangigen Wechsaelwirkung zwischen dem Rhodamin und der DNA. Insgesamt
liegen die Werte aber sehr nahe bel den anderen gemessenen Werten.



4 Experimentelle Ergebnisse 50

Dre Messungen ergaben enen Mittedwert fir die Bindungsdissoziationskonstante des
NtrCS160F-Proteins von (5.2 + 0.5) nM.

Durch andoge Titrationen erhdt man far das NtrC-Wildtyp-Protein  ene
Bindungsdissoziationskonstante von (4.2 + 0.9) nM. Be diesem Protein wurde auch ene
Titrationbel 10 nM DNA-Konzentration durchgefihrt. Dies ist dort methodisch unbedenklich,
da ja kein weiteres Protein mehr nach quantitativer Bindung gebunden wird. Wie erwartet, ist
der Verlauf der Bindungskurve etwas steiler (Abbildung 4.8). Wie vorher, wurde auch fir
dieses Diagramm der Bindungsgrad aus den angepaldten Daten der Anisotropie berechnet. Unter
diesen Bedingungen wird ein groRBerer Antell des zugegebenen Proteins gebunden. Die
Anpassung der Melidaten ist gut. Damit ist gezeigt, dal3 die gefundene Bindungsdissoziations-
konstante nicht von der vorgel egten DNA-K onzentration abhangt.

Innerhalb des Fehler sind adso die Bindungsdissoziationskonstanten von NtrC-Wildtyp und
NtrCSL60F jdentisch. Die isolierte DNA-Protein-Wechselwirkung der beiden Proteine ist gleich
stark!

0 10 20 30 40 50 60
¢ (NtrC wt) [nM]

Abbildung 4.8: Titration von 10.0 nM DNA-Fragment ES/2 mit Wildtyp-NtrC. Der Puffer war TK80A mit
1 mM DTT und 0.1 mg/ml BSA. Die durchgezogene Linie gibt die beste Anpassung der Mef3daten an.
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4.3.3 Stochiometrische Titrationen
des DNA-Fragmentes ES mit NtrC

Der Verlauf der Anisotropie bei der Bindung von NtrC an die Enhancer-Site ES mit zwel
Bindungsstellen sollte auf die Anzahl der gebundenen NtrC-Dimere schlief3en lassen, wenn sich
geeignete Bedingungen fur eine stéchiometrische Titration finden lassen.

Dazu wurden die gleichen DNA-K onzentrationen von 10 nM eingesetzt wie bel der Titration der
einfachen Bindungsstelle. Die Konzentrationen der verwendeten Ldsungen der Proteine wurden
in jeweils vorangehenden stochiometrischen Titrationen mit einer Bindungsstelle geeicht.
Darauslield sich fir jede Titration zu jedem Mefl3punkt das Verhdtnis von NtrC-Dimer zu DNA
berechnen. Dieses Verhdtnis ist in Abbildung 4.9 auf der Abszisse gegen die Anisotropie
aufgetragen.
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Abbildung 4.9: Titrationskurven fir die Bindung von NtrC an die Enhancer-Bindungsstelle ES. Die DNA-
Konzentration betrug 10 nM in TK0A-Puffer mit 1 mM DTT und 0.1mg/ml BSA.. Die gefiillten Dreiecke
geben eine Titration des Wildtypes, die leeren Vierecke eine Titration der Mutante NtrCS16%F wieder. Beide
Titrationen sind auf jeweils gleiche Verhaltnisse zugegebenen Proteins normiert. Der Ubersichtlichkeit hal ber
wurden die Mef¥fehler der Einzel mef3punkte nicht angegeben, sie liegen um Ar = + 0.001.



4 Experimentelle Ergebnisse 52

Die Titrationskurve fr den Wildtyp zeigt qualitativ den erwarteten Verlauf. Ein linearer starker
Angtieg zu Beginn und dann das Erreichen eines Plateaus, das Absdttigung der Bindung
anzeigt. Extrapoliert man den linearen Angtieg auf den Endwert erhdlt man nicht das erwartete
Verhdltnis 2 : 1, sondern nur einen Wert von 1.20 + 0.21. Fir zwel andere Messungen wurden
1.19 £ 0.21 und 1.36 £ 0.13 gefunden.

Der Endwert der erreichten Anisotropie entspricht dem, den man bei der Bindung von zwei
Dimeren fir das NtrCSL160F erreicht. Dann erfolgt ein weiterer etwas flacherer Anstieg, der beim
Verhdtnis 2: 1 dem Endwert schon recht nahe kommt und dann nur noch sehr langsam weiter
steigt. Wenn man fir das Wildtyp-Protein eine nur geringe Kooperativitét der Bindung des
zweiten Dimers an die DNA annimmt, |&%t sich der gefundene Verlauf der Anisotropie erkléren.
Die detaillierte Analyse des Kurvenverlaufes findet sich in Kapitel 5.3.

Die Bindungskurve fir die NtrCS60F-Mutante an die Enhancerbindungsstelle ES zeigt einen
vollig anderen Verlauf (Abbildung 4.9). Er ist dhnlich dem Verlauf fir die Bindung eines
Dimers an die Bindungsstelle. Bis zu etwa einem Verhdltnis von 2:1 Protein zu DNA findet ein
recht starker linearer Anstieg der Anisotropie statt, dann erfolgt ein langsamerer weiterer
Angtieg, der jedoch keinen langeren linearen Verlauf sondern eine langsam abfallende Steigung
aufweist wie eine Bindungskurve unter nur teilweiser Abséttigung der DNA. Wie bel ener
Bindungsstelle findet man also auch hier zwei Abschnitte fir die Bindung des Proteins an die
DNA. Da der erste Bereich bis etwa zur Zugabe von 2 Proteinen pro DNA reicht, wird dieser
der quantitativen Bindung von 2 Proteindimeren zugeschrieben. Der gerade Verlauf in diesem
Bereich it nur zu erwarten, wenn eine hohe Kooperativitét der Bindung des zweiten
Proteindimers bestent. Zu Beginn des zweten Abschnittes it der Anisotropieanstieg
naherungsweise linear und man erhdt fur den Aquivalenzpunkt durch Schneiden dieser
Geraden mit der Geraden der Steigung zu Beginn ein Verhdltnis von (2.28 + 0.25) : 1. Fir
zwel andere Messungen ergab sich 1.93 : 1 bzw. 2.18 : 1, was in dlen Falen im Einklang mit
der Bindung von zwei Dimerernist.

Schliefdich findet sich flr die Anisotropie des freien DNA-Fragmentes ein Wert von r = 0.1700
+ 0.0012 (Mittelwert aus 8 Messungen) und fir den Komplex mit zwel Dimeren r = 0.200 +
0.003 (Mittelwert aus 6 Messungen). Eigentlich hdtte man erwartet, da3 die beiden
Anisotropien grof3er sind, da ja das kurze DNA-Fragment bereits eine Anisotropie von 0.18
aufwies und sein Komplex mit einem Dimer eine Anisotropie von 0.21. Dies ist ein weiteres
Indiz, dal3 die Basensequenz, an die der Chromophor gebunden ist, die Eigenschaften des
Farbstoffes beeinflufdt (siehe auch Diskussion in Kapitel 5.4).
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4.3.4 Bindungsdissoziationskonstanten von RNA-Polymerase

Neben dem Verstdndnis des Aufbaues des Komplexes von NtrC an der Enhancer-
Bindungsstelle ist an dem Transkriptionskomplex auch die Wechselwirkung der RNA-
Polymerase mit der DNA und dem NtrC-Komplex wichtig zum Veséndis des
Aktivierungsprozesses. Fiur die Untersuchungen in dieser Arbeit stand eine kleine Menge des
RNA-Polymerase-c>* Holoenzymss zur Verfiigung. Die Bindung mit der Promoter-Sequenz
wurde in der Literatur bereits durch Footprinting-Experimente untersucht und ergab eine
Bindungsdissoziationskonstante von 15 nM (Cannon et al., 1993). Dabel wurden etwas andere
Salzkonzentrationen im Puffer benutzt (8 mM Magnesiumacetat, 10 mM Kaliumchlorid, 25
mM Tris-Puffer). Eine stbchiometrische Titration war mit den vorhandenen Proteinmengen
nicht moglich und so wurde ndherungsweise die durch Absorptionsspektroskopie bel 280 nm
bestimmte Konzentration verwendet. Diese gelt eine Obergrenze fir die mdgliche
Proteinaktivitét dar. Die Aktivitét konnte sich durch die Lagerung (ca. 2 Jahre) verringert haben.
Be der Datenanpassung wurden daher auch geringere Konzentrationen an Protein
angenommen.

4.3.4.1 Promotorbindungsstelle PS

Die Konzentration der Promoter-Bindungsstelle wurde in der Grof3enordnung der in der
Literatur gefundenen Bindungsdissoziationskonstanten gewahlt. Es ergab sich ene
Bindungskurve durch Zugabe von RNA-Polymerase zu der Ldsung (Abbildung 4.10), die
allerdings ein Plateau aufzuweisen hatte. Der auf dem Plateau erreichte Wert der Anisotropie ist
bereits sehr hoch, gemessen an den Werten, die bel der Multimerisierung von NtrC gefunden
wurden (ein Vier-Dimer-NtrC-DNA-Komplex hétte etwa diesdlbe Masse wie der RNA-
Polymerase-DNA-Komplex). Daher kdnnte es sich bei dem weiteren Anstieg um eine zweite
unspezifische Bindung von RNA-Polymerase handeln.

Sowohl die Berlicksichtigung aler Mef3punkte, als auch das Abschneiden der hinteren Mel%
punkte fuhrten bei der Anpassung an einen 1 : 1 Komplex zu Bindungsdissoziationskonstanten
in einem Bereich von 5 - 45 nM. Dabe ergaben sich sinnvolle Anpassungen nur for
angenommene Polymerase-Aktivitdten von 50 - 100 %. Bei der Anpassung unter Bertick-
sichtigung aler Mef3punkte (wenn man annimmt, dald3 das "Plateau" aus zwei schlechten
Mef3punkten gebildet wird) lagen die extrapolierten Anisotropien fir den 1 : 1 Komplex etwas
hoher, insgesamt lagen sie zwischen 0.27 und 0.32.

Die GrofRenordnung der ermittelten Bindungsdissoziationskonstanten ist in Einklang zu bringen
mit den in der Literatur gefundenen Werten.
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Abbildung 4.10: Titration von 50 gl 10 nM DNA-Fragment PS, Puffer TK150A, 1 mM DTT, 0.1mg/ml BSA
mit RNA-Polymerase-6>*. Die angegebene Anpassung verwendet nur die Mefpunkte bis 36 pl Zugabe. Sie setzt
eine Konzentration von 70 nM an zugegebener RNA-Polymerase voraus. Das ergibt einen Wert der Anisotropie
fUr den Komplex von 0.287 und fir K 4 14 nM, amEnde der Titration wére das Verhdltnis von RNA-

Polymerase zu DNA etwa 7 : 1.

4.3.4.2 Enhancerbindungsstelle-Ntr C-K omplex

Die Bindung der RNA-Polymerase an den Komplex aus NtrC-Dimeren an der Enhancer-
Bindungsstelle wurde in der Literatur bisher nur durch Elektronenmikroskopie und
Rasterkraftmikroskopie qualitativ gezeigt. Die Anisotropie kénnte die Méglichkeit bieten, diese
Protein-Protein-Wechselwirkung zu quantifizieren.

Dazu wurde die Enhancerbindungsstelle mit zwei Aquivaenten NtrCS80F-Dimer in einer
Konzentration von 35 nM gemischt. Unter diesen Bedingungen sollte praktisch quantitative
Bindung an die DNA erfolgen. Der Anisotropiewert dieser Losung erreichte mit 0.197 fast den
Wert des Aquivalenzpunktes der Titration mit zwei Dimeren. Die Zugabe der RNA-Polymerase
flhrte dann zu eéinem weiteren Angtieg der Anisotropie. Die sich ausbildende Bindungskurve
wurde mit dem Modell einer 1:1 Komplexbildung angepalit.

Sinnvolle Anpassungen wurden nur fir Polymeraseaktivitdten von 50 - 100 % gefunden, im
Einklang mit den Ergebnissen der Bindung an die Promotorbindungsstelle. Dabei ergaben sich
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fir Kgiss Werte von etwa 30 - 90 nM. Bei der nichtlinearer Anpassung fuhren Ausreif3er oft zu
schlechten Anpassungen. Man erkennt, dal3 sich keine Kurve durch ale Mef3punkte legen 183,

zum Beispiel sind die beiden letzten Mef3punkte nicht miteinander vereinbar. Das zeigen auch
die Ergebnisse der Fehler der nichtlinearen Anpassung, die Fehlergrenzen fir K giss sind jewells

mehr as 100 %. Das Weglassen des letzten oder vorletzten Punktes andert den extrapolierten
Wert der Anisotropie des Gesamtkomplexes um etwa 0.03.
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Abbildung 4.11: Titration von 72 pl 35 nM DNA-Fragment ES, 70 nM NtrCS160F-Dimer in Puffer TK150A
1 mM DTT und 0.1mg/ml BSA mit einer Losung von RNA-Polymerase-6>*. Die wiedergegebene Anpassung
setzt eine Konzentration von 90 nM an zugegebenem Komplex voraus und ergibt einen Wert der Anisotropie fur
den Gesamtkomplex aus ES, 2 Dimeren NtrC und RNA-Polymerase-6%* von 0.238. K 4« ist dann 35 nM.
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44 FCS-Messungen

Die Bindung des NtrC-Wildtyp-Proteins an das ES/2-Fragment mit einer Dimer-Bindungsstelle
wurde zum Vergleich mit Hilfe der FCS untersucht. Da bei diesem Dimer nur 1:1 Komplexe
beobachtet wurden, erfordert die Analyse der einzelnen Titrationspunkte nur das Bertick-
sichtigen zweier Komponenten.

Dadie FCS die Messung sehr niedriger Konzentrationen erméglicht, wurde eine Konzentration
von 1 nM fir die DNA gewdahlt. Um eine quantitative Bindung des Proteins bel der niedrigen
DNA-Mef¥konzentration von 1 nM zu erreichen, wurde fir die stchiometrischen Titrationen
die Salzkonzentration auf 15 mM Kaiumacetat erniedrigt.

4.4.1 Korrelationsfunktionen

2’5 | | | | | |
IV i
- Y\ [
i N\&\ 100% DNA-Protein-Komplex i
] ““ "\\ ——— 40% DNA-Protein-Komplex i
5 | AN nur DNA-Oligonukleotid N
e | I
O | I
1,5 Bl B

1 IR T T T T \HH@7\WJVW\\@/\W¥\'T'\/T‘\‘ = T T TITT

0,001 0,01 0,1 1 10 100 1000

T [ms]

Abbildung 4.12: Experimentell bestimmte Korrelationsfunktionen G(t) von Gemischen mit verschiedenen
Verhéltnissen von DNA-Fragment ES/2 und DNA-NtrC-Komplex. Die Gesamtkonzentration an DNA betrug
jeweils 1 nM. Die Anteile von freier und gebundener DNA wurden durch Anpassung der Korrelationsfunktionen
an ein Zweikomponentenmodel | bestimmt. Fir jede Kurve wurde die Korrelationsfunktion 100 s gemessen.
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Vier Korrelationsfunktionen, die bel verschiedenen Anteilen von freier DNA und DNA-Protein-
komplex aufgenommen wurden, sind in Abbildung 4.12 wiedergegeben. Auf der Abszisse it
dabei die Korrelationszeit T aufgetragen.

Man erkennt in alen Korrelationsfunktionen den Abfall im Bereich von t = 1 - 50 us, der
durch die Triplettbildung im Fokus hervorgerufen wird. Die charakteristischen Diffusionszeiten
der fluoreszierenden Teilchen finden sich bel etwa t = 0.5 pus, dort findet sich der zweite
Abfal der Korrelationsfunktionen.

Die Ausbildung von immer mehr DNA-Protein-Komplex verschiebt die Kurve zu langeren
Korrelationszeiten. Da durch die Proteinzugabe die Losung auch verdinnt wird, nimmt der
Ordinatenabschnitt der Korrelationsfunktion bei hdheren Komplexkonzentrationen zu. Dies 18
die blaue Kurve (100 % Komplex) von den anderen stérker abgesetzt erscheinen, da bei ihr die
VolumenvergrolRerung wesentlich stérker ist als bel den anderen drel Messungen.

4.4.2 Diffusionszeiten des DNA-Duplexes ES/2
und seines Komplexes mit NtrC

Die Unterschiede in der Diffusionszeit zwischen der freien und gebundenen DNA sind relativ
klein. Durch die stéchiometrisch gewéhlten Reaktionsbedingungen sollte man durch Titrationen
die Diffusionszeiten der Einzelkomponenten erhalten. Man findet, da3 die Diffusionszeit
zundchst etwas ansteigt, wenn man Korrelationsfunktionen von LoOsungen wachsenden
Proteingehaltes as Einkomponentensysteme anpald, und dann ein Plateau der Diffusionszeit
erreicht wird. Die gewahlten Reaktionsbedingungen fiihren al so tatséchlich zu stéchiometrischer
Bindung des Proteins und die Diffusonszeit der zweiten Komponente 18% sich aus
Korrelationsfunktionen der Loésungen hohen Proteingehaltes bestimmen. Aus der
Korrelationsfunktion ohne Protein ergibt sich die Diffusonszeit der freien DNA. Die
Diffusionszeiten beider in der Ldsung befindlichen Spezies sind damit bekannt.

Das Vehdltnis der Diffusonszeiten zweler Spezies sollte nur vom Verhdtnis ihrer
Diffusionskoefffizienten abhangen.

%_D (3.10)

Tl D2
Fur vier verschiedene Messungen sind die gemessenen Diffusionszeiten fir das DNA-Fragment
ES/2 und den Komplex aus einem Dimer NtrC wt und ES/2 sowieihr Verhdtnis in Tabelle 4.2
wiedergegeben. Die absoluten Werte der Diffusionszeit sind etwas unterschiedlich, darin zeigt
sich die unterschiedliche Justage des Mef3gerdtes mit verschieden guter Fokussierung des
Mefvolumens. Die Reproduzierbarkeiten sind fur dle Diffusionszeiten ghnlich, die der freien
DNA sind etwas besser, da hier |1angere Mef3zeiten zugrunde lagen. Fir den Quotient ergibt sich
1.46 £+ 0.11 (Fehler aus Standardabweichung der vier Quotienten).
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Messung Nr. | o [ps] Top [US] Top/Tp
1 323+ 6 459+ 8 1.421
2 383+6 521+ 3 1.612
3 250+ 5 387+ 6 1.494
4 283+5 374+ 9 1.322

Tabelle 4.2: Diffusionszeiten von ES/2 (tp) und seinem Komplex mit NtrC-wt (tpp) fir vier verschiedene
Messungen. Die Diffusionszeiten sind jeweils Mittelwerte aus finf Messungen.

Mit einigen vereinfachenden Annahmen |&3 sich dies auch theoretisch abschétzen. Fir die
Bestimmung verschiedener einfacher Formen von Tellchen sind  theoretische
Diffusionskoeffizienten hergeleitet worden. Fur globulére Teilchen gilt (Cantor & Schimmel,
1980)

kT
6mnr

D (4.2)

Dabe ist k die Boltzmann-Konstante, T die absolute Temperatur, n die Viskositdt und r der
Radius der Teilchen. Der Radius von Teilchen |83 sich ndherungsweise aus der Molmasse und
dem spezifischen Volumen der Teilchen herleiten. Fir den DNA-Protein-Komplex wird en
globuléres Teilchen as Naherung angesetzt, das Gesamtvolumen, das den Radius liefert, ergibt
sich der Einfachheit halber durch Addition des DNA-Volumens und des Protein-Volumens.
Man erhdt fur das NtrC-Dimer von 113 kD mit einem DNA-Fragment ES2 von 19.64 kD
einen Radius von 3.65 nm und einen Diffusionskoeffizienten von 5.9-10-11 m2/s. Ein kurzes
DNA-Fragment kann als unbiegsamer Stab betrachtet werden. Fir einen Stab ergibt sich ene
ahnliche Form wie Gleichung (4.1) fur den Diffusionskoeffizienten, der Radius wird jedoch
ersetzt durch

L
=%

wobei L die Lange des Zylinders und Q ein vom Verhditnis von Lange zu Durchmesser d des
Zylinders abhéngiger Korrekturfaktor ist, der zum Beispid von Broersma (Broersma, 1960)
und spéter von de laTorre und Bloomfield (de laTorre & Bloomfield, 1981)berechnet wurde:

Q= In(%) +0.312+0. 565(%)1 - 0.1(%)2 (4.3)

Man erhdt eine Diffusionskonstante von 7.7-10-11m2/s fir ein DNA-Fragment aus 32

r (4.2

Basenpaaren. Das Verhdltnis der Diffusonskoeffizienten von freler und gebundener DNA
ergibt sich nach diesem theoretischen Ansatz aus Gleichung (3.10) zu 1.3. Da die Form des
DNA-Protein-Komplexes sehr grob angendhert wurde, ist die Ubereinstimmung mit dem
gemessenen Wert sehr gut. Die Diffusionskonstanten nicht globulérer Teilchen sind immer
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groRer as die kugelformiger Tellchen, somit wirde eine unregelméallige Form des Komplexes
zu einem etwas grofReren Verhdtnis der Diffusionszeiten fihren, wie es auch gefunden wurde.

4.4.3 Analyse der Korrelationsfunktionen

Nur wenn beide Diffusionszeiten aus anderen Messungen fest vorgegeben wurden, gelang eine
Anpassung der gemessenen Korrelationskurven an zwei Komponenten mit sinnvollem Ergeb-
nis. Wurden beide Diffusionszeiten freigegeben, ergaben sich keine zwei sinnvollen und in
sich gleichbleibenden Diffusionskoeffizienten und die Anteile der "gefundenen” Komponenten
machten fur den erwarteten Verlauf der Titration keinen Sinn. Die schwerere Komponente nahm
dabel wahrend der Titration nicht konstant zu. Auch eine Anpassung mit ener festen
Komponente, der leicht zu bestimmenden Diffusionszeit der freien DNA, brachte keine
sinnvollen Ergebnisse.

Der Strukturparameter und die Triplettzeitkonstante sind wahrend einer Titration ebenfals
konstant. Zu Beginn jeder Titration wurden durch léngere Messungen mit dem frelen
Oligonukleotid diese Parameter sowie die Diffusionszeit der freien DNA bestimmt und dann fir
alle Anpassungen konstant gehalten. Insbesondere der konstante Strukturparameter verbesserte
weiter die Konsistenz der erhaltenen Anteile an freier und gebundener DNA.
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4.4.4 Stochiometrische Titration des
DNA-Fragmentes ES/2 mit NtrC

Man erhdlt direkt den Bindungsgrad des DNA-Protein-Komplexes fur jeden Mef3punkt aus der
Anpassung der einzelnen Korrelationskurven. Der Bindungsgrad entspricht dem Antell der ge-
bildeten schwereren Komponente an der Korrelationsfunktion. Eine Titrationskurve ist in
Abbildung 4.13 wiedergegeben.

Die ersten 9 Meljpunkte liegen sehr gut auf ener Geraden (die Regressionsgerade ist
eingezeichnet). Das bestétigt die vorgenommene Methode der Auswertung. Der extrapolierte
Schnittpunkt fur den Endpunkt der Titration liegt bel (38.6 = 1.6) pl. Aus der Verdinnung
der verwendeten Proteinldsung (1/650) ergibt sich eine Konzentration der Proteinstamml 6sung
von (6.74 + 0.28) uM. Der Mittelwert aus drel Titrationen ergab sich zu (6.64 £ 0.12) uM.
Weiter wurde bel diesen Titrationen das Verhdltnis der Diffusionszeiten von freler und
gebundener DNA ermittelt (Daten siehe Tabdle 4.2, Kapitel 4.4.2). Fir die Titrationskurven,
die dann spéter aufgenommen wurden (Kap. 4.4.5) mul3 dieses Verhédtnis bekannt sein, um die
Korrelationsfunktion auszuwerten.
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Abbildung 4.13: Titration von 400 pl einer 1 nM DNA-Fragment ES/2 Ldsung mit dem Protein NtrC-wt.
Auf der Ordinate ist direkt der Bindungsgrad aufgetragen. Die Gerade ergibt sich aus einer linearen Anpassung der

ersten neun MeRBpunkte. Der Puffer war TK15A mit 1 mM DTT, 0.1 mg/ml BSA und 0.1 % NP 40.
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4.4.5 Bindungsdissoziationskonstante von NtrC am
DNA-Fragment ES/2

Die Auswertung der Titrationskurven erfolgt analog zu den Anisotropiemessungen durch
Anpassen von Gleichung (2.28). Bei der Anpassung der stéchiometrischen Titrationen ergeben
sich auch hier stérker streuende Werte. Die Anpassung der abgebildete Titration (Abbildung
4.14) liefert fur Kgss einen Wert von (0.02 = 0.006) nM. Fir eine andere Titrationen ergab sich
(0.007 + 0.003) nM, im Mittel also (0.014 + 0.007) nM. Der grol3e Mef¥fehler zeigt wie bei den
Anisotropiemessungen, dal3 der Informationsgehalt der Kurve fir die Bestimmung von K giss
gering ist. Die Grolenordnung der Ergebnisse zeigt aber, dald man fir diese sehr starke
Bindung eine aulerordentlich niedrige DNA-Konzentration titrieren mifite, um eine besser
auswertbare Bindungskurve mit nur partieller Bindung des zugegebenen Proteins zu erreichen.
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Abbildung 4.14: Titration von 1 nM DNA-Fragment ES/2 in TK15A-Puffer, 1 mM DTT, 0.1mg/ml BSA,
0.1% NP40 mit Wildtyp NtrC. Aus der Anpassung an die theoretische Bindungskurve ergibt sich K 4 zu (0.02

+ 0.006) M.

Um Messungen von Kgss mit der FCS direkt mit Daten zu vergleichen, die bei den
Anisotropiemessungen erhalten wurden, wurde die Bindungsdissoziationskonstante des
Wildtyp NtrC bei 600 mM [K*] untersucht. Dabel wurden wieder 1 nM DNA vorgelegt. Die
Bindungskurven sind in Abbildung 4.15 wiedergegeben. Wie man erwartet, ist der
Bindungsgrad im Bereich dquimolarer Mengen etwas geringer alsbel 2.5 nM DNA, wie sie bel
den FA-Messungen vorgelegt wurde. Die Streuung der Punkte deutet auf einen Mef¥ehler der
Einzelmef3punkte von A®G= + 0.08 hin. Das ist etwa doppelt so grol3 wie die Fehler der
Einzelmel3punkte der Anisotropiemessungen.
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Fir Kgiss wurden fr zwel verschiedene Messungen beide Mde (7.3 £ 2.5) nM ermittelt. Der
Fehler enthdlt dabei neben dem Anpassungsfehler noch einen Antell fur die Unsicherheit der
Bestimmung der zweiten Diffusionszeit, die ja direkt nur bel den stéchiometrischen Titrationen
bestimmt werden konnte. Dieser Fehler tragt wesentlich zu der Unsicherheit der Bestimmung
von Kgiss bel. Im Vergleich mit der FA ergeben sich hier Bindungsdissoziationskonstanten der

gleichen GrofRenordnung, sie werden aber bei der FCS etwa 1.7 mal grof3er gefunden.
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Abbildung 4.15: Titration von 1 nM DNA-Fragment ES/2 in TK80A-Puffer, 1 mM DTT, 0.1mg/ml BSA,
0.1% NP40 mit Wildtyp NtrC. Aus der Anpassung an die theoretische Bindungskurve ergibt sich Ky zu (7.3 =

2.5) nM
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45 lonenpaarbildung bel der NtrC-DNA-Bindung

Die Analyse der Abhéngigkeit der DNA-Protein-Bindungskonstanten von der Konzentration
monovalenter lonen in der Losung liefert die Zahl der lonenpaare, die bei der Bildung des
DNA-Protein-Komplexes ausgebildet werden (siehe Kap. 2.4.3). Der doppeltlogarithmische
Auftrag der Bindungskonstanten gegen die lonenkonzentration sollte eine Gerade ergeben. In
Tabelle 5.1 (Kapite 5.2) sind dle in dieser Arbeit gemessenen Bindungsdissoziations-
konstanten K g5 fUr das Wildtyp-Protein wiedergegeben. In Abbildung (4.16) findet sich die
graphische Auftragung dieser Mel3werte. Dabel berechnet sich die aufgetragene Bindungs-
konstante K geméal3

1

K= 4.3
Kdiss ( )
Die Werte liegen sehr gut auf einer Geraden, die Steigung betragt 1.62. Gemal3
—dlogK _ (2.34)
dlog[M']

erhdt man mit dem bekannten Wert fur y=0.88 fur die Zahl der gebildeten lonenpaare
m'=1.84. Es werden also zwe lonenpaare bel der DNA-Protein-Bindung fur ein Dimer
ausgebildet, je eines pro NtrC-Monomer.
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Abbildung 4.16: Doppelt logarithmischer Auftrag der Bindungskonstanten K gegen die Konzentration an
Kaliumionen K*.
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5 Diskussion

Mit der hier vorliegenden Arbeit wurde erstmals die Bindung des NtrC-Proteins an seine
Enhancer-Bindungsstelle an der DNA mit fluoreszenzspektroskopischen Methoden untersucht.
Alle bisher in der Literatur beschriebenen Untersuchungen dieser Protein-DNA-
Wechsalwirkung beruhen auf Methoden (Geretardations-Analyse, Nitrozellulose-Filter-
Bindung, Rasterkraftmikroskopie), die nur mit Einschrankungen die Situation im
thermodynamischen Gleichgewicht wiedergeben.

FA und FCS ermdglichen as nicht-invasive Methoden, das System im thermodynamischen
Gleichgewicht zu analysieren. Qualitative und quantitative Ubereinstimmung mit anderen
Untersuchungen zeigen, dal? beide Methoden zur Untersuchung der Bindungseigenschaften des
NtrC-Proteins an seine Enhancerbindungsstelle eingesetzt werden kénnen.

Bisher sind keine FCS-Studien zur Bindung von Proteinen an DNA-Fragmente vertffentlicht
worden. Die hier durchgefihrten Messungen stellen auf diesem Gebiet somit eine neue
Anwendung dieser Technik dar.

5.1 Aktivitdtsbestimmungen der Proteine

Es wurden eine Reihe verschiedener Methoden zur Aktivitétsbestimmung der verwendeten
Proteine NtrC-Wildtyp und NtrCS160F eingesetzt. Im Abstand von einigen Monaten wurden fir
beide Proteine abnehmende Aktivitéten festgestellt. Daher wurden fir Mef3reihen, die in solchen
Absténden vorgenommen wurden, die Aktivitdéten der einzelnen Proteinfraktionen neu
bestimmt.

Mit den verschiedenen Methoden wurden um 10 - 20 % verschiedene Aktivitéten gemessen, die
sich auf systematische Unterschiede bei der Vorbereitung der Proteinlésungen und der
Titrationsdurchfiihrungen zuriickfiihren lassen. Die Ubereinstimmung der Aktivitaten ist damit
zufriedenstellend. Fir die Anayse von Bindungskurven und anderer aktivitétsabhangiger
Messungen wurden daher stets die Aktivitdten benutzt, die mit dem selben methodischen Ansatz
bestimmt worden waren. Damit sollten systematische Fehler dieser Methoden in den Aktivitéten
berticksichtigt sein und die angenommenen Aktivitdten gut die realen Aktivitéten der Proteine
unter den jeweiligen V ersuchsbedingungen wiedergeben.
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5.2 Bindung des NtrC-Dimersan eine einzelne
DNA-Bindungsstelle
Fur Wildtyp NtrC ergab sich aus den durchgefihrten Experimenten, dal3 genau ein Dimer an die
einzelne Erkennungssequenz bindet. Die Stérke der Bindung wurde fir drei verschiedene
lonenstérken quantifiziert. Die Bindungsdissoziationskonstanten bel den verschiedenen
Salzkonzentrationen sind in Tabelle 5.1 zusammengefaldt. Dabel erfolgte die Bestimmung der
Daten teilweise mit Hilfe der FA, teilweise mit Hilfe der FCS.
Die Bindungsdissoziationskonstanten bei [K+] = 600 mM wurden mit beiden Methoden
bestimmt. Innerhalb der Fehlergrenzen lassen sich die Werte gerade in Einklang bringen. Eine
Ursache fur die Abweichung konnte sein, dal? bei der FCS bel niedrigeren Konzentrationen in
Gefdl3en aus Glas und Plastik gemessen wurde. Eine dabel systematisch aufgetretene DNA-
Absorption an den Gefédwanden wirde ene niedrigere redle DNA-Konzentration in der
Ldsung ergeben. Dies kdnnte eine stérkere Bindung des Proteins vortduschen. Insgesamt ist die
Ubereinstimmung der Bindungsdi ssoziationskonstanten jedoch zufriedenstellend.
Fur eine DNA-Sequenz, die bis auf eine Base mit der hier untersuchten tbereinstimmt, wurden
bel 50 mM Kaiumchlorid und 5 mM Magnesiumchlorid 0.2 nM fur Kgiss des Wildtyp NtrC
ermittelt (Weiss et al., 1992). Dies stimmt in der Grof3enordnung mit dem hier gemessenenen
Wert bel 150 mM Kaliumacetat Uberein.

c (K+) [M] KdisshM]
FA FCS
0.015 0.014 + 0.07
0.150 0.46 + 0.32
0.600 42+ 0.9 73+ 25

Tabelle 5.1: Bindungsdissoziationskonstanten fur Wildtyp-NtrC bei verschiedenen Konzentrationen von
Kaliumionen. Die Ergebnisse aus der FA und der FCS sind in getrennten Spalten wiedergegeben.

Die Bindungsdissoziationskonstanten K giss Wurden dabel aus zwei verschiedenen Typen von
Bindungskurven bestimmt. Bei den stochiometrischen Titrationskurven war die Genauigkeit der
Messung von K giss nicht so hoch wie bel den Messungen bel 600 mM. Die Ursache dafir liegt
darin, dal3 die Information Uber die Bindungskonstante sich nur aus der kleinen Kriimmung in
der Umgebung des Aquivalenzpunktes ergibt. Fir verschieden grolRe K giss Unterscheiden sich
diese Kurven nur geringflgig. Das kann man an Abbildung 2.7 erkennen, wo die
Bindungskurven fir DNA-Konzentrationen, die um jeweils eine Zehnerpotenz verschieden
sind, fUr eine bestimmte Bindungskonstante aufgetragen wurden. Ein analoger Verlauf dieser
Kurven ergibt sich fur die hier bestehende Situation verschiedener Bindungskonstanten bei
konstanter DNA-Konzentration. Im Bereich der stéchiometrischen Bindung liegen die Kurven
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fur Vielfache der Bindungskonstanten dicht beisammen. Die Verlaufe der Kurven unterscheiden
sich im mittleren Bereich (Bindungsdissoziationskonstante und DNA-Konzentration von
gleicher GroRenordnung) am stérksten und werden dann wieder dhnlicher im Bereich der
schwachen Bindung. Daher ergeben die Mef¥ehler der Einzelmel3punkte im Bereich der
stochiometrischen  Bindungskurven — wesentlich  groRere  Abweichungen bel  den
Bindungskonstanten alsim Bereich der méfdigen Bindung.

Fur die Titrationen der Mutante lassen sich die stdchiometrischen Kurven nicht nach dieser
Methode auswerten, da bei ihnen ja die Bindung von weiteren Proteinen beobachtet wird. Der
Beginn dieser weiteren Bindung liegt genau im interessanten Bereich fir die Bindungskonstante
kurz vor Erreichen des Endpunktes. Man sieht dies am steileren Verlauf der Mef3kurve kurz vor
dem Aquivalenzpunkt in Abbildung 4.5 verglichen mit Abbildung 4.4.

Die Bestimmung der Bindungsdissoziationskonstanten der Mutante NtrCS160F gelang jedoch
bei 600 mM [K*], wo nur noch en Teil des zugegeben Proteins gebunden wurde und bis zum
Endpunkt nur etwa 80 % der DNA mit einem Dimer besetzt waren. Bei der Anayse dieser
Titration wurde daher die Bindung weiterer Proteine vernachldssigt. Damit ergab sich:

Kdgiss = (5.2 £ 0.5) nM firr das NtrCSL60F
Kaiss = (421 0.9) nM fir das NtrC-Wildtyp-Protein

Der geringfligig grolRer gefundene Wert fir NtrCS1S0F konnte auf der vereinfachenden
Annahme beruhen, dal3 keine weitere Proteinbindung unter den Reaktionsbedingungen
stattfand. Innerhalb des Mef¥fehlers sind die Werte aber praktisch identisch.

Dieintrinsische DNA-Protein-Wechselwirkung ist also fur die Mutante und das Wildtyp-Protein
gleich stark. Das Ergebnis steht in Einklang mit anderen Resultaten (Porter et al., 1993). Aus
den Ergebnissen von Geretardationsexperimenten folgerten die Autoren, dald3 das
phosphorylierte Wildtyp-NtrC-Protein, das noch grofRere Transkriptionsaktivierung aufweist as
NtrCS160F, an die DNA mit derselben Bindungskonstante wie das unphosphorylierte Wildtyp-
Protein bindet.

Zusammen mit den anderen in dieser Arbeit dargestellten Ergebnissen ergibt sich daraus die
wichtige Schluf¥folgerung, da3 die Transkriptionsaktivierung der Mutante NtrCS160F nicht auf
einer verstérkten Bindung des Proteins an die DNA beruht.

Wahrend die intrinsische DNA-Protein-Wechselwirkung von NtrC und NtrCS60F demnach
identisch ist, deuten die Titrationen der beiden Spezies bel niedrigem Salz auf wesentliche
Unterschiede fur die Protein-Protein-Wechselwirkungen hin. Man findet fir bede
stochiometrische Bindung eines Dimers an das DNA-Fragment ES/2 mit einer Protein-Dimer-
Bindungsstelle. Beim Wildtyp-NtrC bleibt aber dann bel weiterer Proteinzugabe der
Anisotropiewert der Losung konstant, der Komplex bleibt also unverédndert. Im Gegensatz dazu
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steigt die Anisotropie der Losung mit NtrCS160F yund dem DNA-Fragment ES/2 auch nach der
Zugabe aquimolarer Proteinmengen noch langsam an. Dieser weitere Anstieg |&3 sich durch die
weitere Vergroferung des DNA-Protein-K omplexes durch die Bindung weiterer Protein-Dimere
erkldren. Da das DNA-Fragment mit einem Protein abgeséttigt und bedeckt ist, sollte eine
Bindung weiterer Proteine durch Protein-Protein-Wechselwirkungen zustande kommen.

Der Verlauf der Titrationskurve zeigt, dald die Bindung weiterer Protein-Dimere erst nach
Abschlufd der quantitativen Bindung eines Proteins an die DNA erfolgt, diese Bindung ist also
wesentlich schwécher als die DNA-Protein-Wechselwirkung.

Aus den inzwischen hergeleiteten Eigenschaften der beiden Proteine kdnnen wir ene
Abschétzung vornehmen, ob eine quantitative Bindung weiterer NtrC-Dimere unter den hier
vorliegenden Reaktionsbedingungen moglich ist. Nimmt man an, dal3 beide Proteine auch bel
verénderter Salzkonzentration gleich an die DNA binden, ergibt sich die Bindungskonstante des
NtrCS160F-Proteins bei 150 mM [K*] zu 0.4 nM. Die Bindungsdissoziationskonstante fir die
Bindung eines weiteren Proteins sollte etwa um den Faktor 100 hoher liegen, damit die
Bindung erst nach der quantitativen Bindung des ersten Proteins in Erscheinung tritt. Damit
kann sie minimal etwa 50 nM betragen. Die Bindungsdissoziationskonstante fur die Bindung
eines zweiten Proteins liegt also im Bereich der vorliegenden DNA-Konzentration und die
Bindung zugegebenen Proteins erfolgt nicht stéchiometrisch. Eine Bestimmung der Anzahl der
insgesamt gebundener Proteine durch stochiometrische Titration kann daher nur unter anderen
Reaktionsbedingungen a's den hier gewahlten erfolgen.

Aus der Abhangigkeit der Bindungsdissoziationskonstante von der lonenstarke 183 sich fur
DNA-Protein-Wechselwirkungen die Zahl der betelligten lonenpaare bestimmen. Der Auftrag
der lonenstéarke gegen die Bindungskonstante im doppelt logarithmischen Plot ergab fur die
gemessenen Werte eine Gerade. Unter Annahme des Modells von Record (Record et al., 1976)
wurde aus deren Steigung die Zahl der bei der Ausbildung des DNA-Protein-Komplexes an der
DNA verdrangten Kationen zu 2 bestimmt.

Die Abhangigkeit der Bindungsstérke von der Salzkonzentration ist fir das NtrC-Protein relativ
gering. Fur die unspezifische Bindung des Lac-Repressor-Proteins an DNA wurde eine
Verdrangung von 12 = 2 monovalenten lonen, fir seine spezifische Bindung eine Verdrangung
von 6 + 2 lonen gefunden (deHaseth et al., 1977; Mossing & Record, 1985; Record & Spolar,
1991). Die geringe ionische Wechselwirkung mit dem Phosphat-Ruckgrat der DNA steht in
Einklang mit der sehr hohen spezifischen Bindung des NtrC-Proteins an die hier untersuchte
DNA-Bindungssequenz.

Jedes Monomer im NtrC-Dimer sollte nach den hier erhaltenen Daten ein lonenpaar mit der
DNA ausbilden. Rontgenstrukturdaten der DNA-bindenden C-terminaden Doméne des NtrC-
Proteins wurden bisher nicht erhalten. Die Domane ist aber homolog zum FIS-Protein, dessen
Struktur vor kurzem durch Rontgenstrukturanalyse aufgeklart wurde (Kostrewa et al., 1991,
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Kostrewa et a., 1992; Yuan et a., 1991). Die DNA-bindende Sequenz wurde als eine Helix-
Schleife-Hdix-Struktur erkannt (siehe Abbildung 2.1). Eine Roéntgenstrukturanalyse mit
gebundener DNA wurde bisher nicht durchgeftihrt, durch molekulares Modellieren wurde aber
ein Vorschlag fur die réumliche Anordnung des DNA-Protein-Komplexes gemacht (Yuan et al .,
1991). Danach befindet sich die D-Helix in der grofRen Furche der DNA, sie besitzt funf positiv
geladene Aminosaurereste Arg-85, Thr-87, Arg-89, Lys-90 und Lys-91. Einer dieser Reste
konnte demnach derjenige sein, der eine lonenpaarbindung mit dem Phosphatriickgrat der DNA
eingeht und dabei ein an die DNA thermodynamisch gebundenes Gegenion verdrangt.

53  Bindung des NtrC-Proteins an die Enhancer-DNA-Sequenz
mit zwel Bindungsstellen
Die Anzahl der an die Enhancer-Bindungsstelle gebundenen Proteine scheint eine wichtige Rolle
bei der Transkriptionsaktivierung durch das NtrC-Protein zu spielen. Die hohere K ooperativitét
transkriptionsaktivierender NtrC-Spezies wurde bereits gezeigt (Details sie weiter unten).
Diemit FA beobachtete Titrationskurve fir NtrC-Wildtyps wies einen komplexen Verlauf auf.
Extrapoliert man einen "Aquivalenzpunkt" aus linearer Anfangssteigung und Endwert der
Titrationskurve erhd@lt man ihn bei ca. 1.20-1.36 Aquivalenten NtrC-Wildtyp.
Fur die Bindung von zwei Dimeren spricht, dal3 die Stochiometrie an der untersuchten Sequenz
bereits zu zwei bestimmt wurde und dal3 der Endwert der Anisotropie dem Anisotropiewert der
analogen Titration mit NtrCSL60F nach der Zugabe von zwei Aquivalenten Dimer entspricht.
Wenn man annimmt, dal3 die Kooperativitéat der Bindung zwischen zwei Dimeren Wildtyp-NtrC
recht gering ist und dal3 die Anisotropie der DNA-Spezies, die nur ein Proteindimer gebunden
hat, in die Néhe der Anisotropie der DNA-Spezies mit zwei Dimeren liegt, kann man die
gefundene Titrationskurve erkléren.
Dasintermediare Auftreten von DNA-Komplexen mit einem gebundenen Protein wurde flr das
Wildtyp-NtrC-Protein nachgewiesen (Porter et al., 1993). Der Kooperativitatsfaktor fiqop
wurde dort fur das Wildtyp-NtrC-Protein aus Gelretardationsexperimenten zu 20 + 6
bestimmt. Er ist definiert as
Kdiss,l
froop = Koo (5.1)
mit Kgiss1 und Kgiss2 as der mikroskopischen Bindungsdissoziationskonstante fur die
Bindung des ersten bzw. zweiten Proteins. Da aus den hier vorgenommenen Messungen dieser
K ooperativitétsfaktor nicht hervorging, ist ein quantitativer Vergleich mit diesen Literaturdaten
nicht moglich. Der Vergleich ware auch nur eingeschréankt durchfiihrbar, weil dort andere
lonenstarken und eine hohere Temperatur vorgelegen haben (siehe dazu auch die Besprechung
der Kooperativitdt von NtrCS160F),
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Aus der Theorie der Anisotropie erscheint es durchaus wahrscheinlich, dald die Spezies mit
einen Dimer einen groReren Anisotropieanstieg aufweist als dann der Ubergang zur
Endspezies. Die Massenzunahme ist bei der Bindung des zweiten Dimeres wesentlich geringer.
Bel der Bindung des ersten Dimeres kommt man von 40 kD (DNA) zu 150 kD, ein weiteres
Protein ergibt dann eine Gesamtmasse von 260 kD, aso nur noch weniger als ene
Verdopplung der Masse im Gegensatz zu einer vorherigen Verdreifachung. Der Wert der
Anisotropie andert sich aber in erster Naherung mit dem Volumen, also proportional zur Masse.
Unter den genannten Voraussetzungen kann man aso den beobachteten Verlauf der
Titrationskurve wie folgt deuten: da die Kooperativitét gering ist, bildet sich bei der Zugabe von
etwas Protein zundchst bevorzugt der Komplex, der nur ein Protein pro DNA aufweist. Der
relativ grofe Anisotropieunterschied zwischen der freien DNA und der Spezies mit ener
Bindungsstelle fuhrt zu einem relativ steilen Angtieg zu Beginn der Titration. Bel einer Zugabe
von 2 Aquivalenten Protein sollte dann die intermedidre Spezies wieder verschwunden sein und
die Anisotropie erreicht den Wert fir den terngren Komplex aus DNA und 2zwei
Proteinmolekilen. Im Einklang mit dieser Interpretation steht auch, dald die Anpassung von
Geraden an die anfangliche Steigung schlechter ist als die bei den stéchiometrischen Titrationen
mit einer Bindungsstelle (etwa 20% Fehler fur den Aquivalenzpunkt verglichen mit 10% Fehler,
jeweils auf die Auswertung einer einzelnen Messung bezogen). Denn diesen Anstieg enthdt ja
auch die langsame Bildung der Spezies mit zwei Bindungen. Weitere Untersuchungen kénnten
die vorgenommene Interpretation absichern. So kdnnte man ein Oligonukleotid mit gleicher
Lange aber nur einer NtrC-Bindungsstelle synthetisieren und durch Titrationen die Anisotropie
der Spezies mit nur einem gebundenen Protein bestimmen.

Fur die Mutante NtrCS80F findet man einen dhnlichen Verlauf der Kurve wie bei der Bindung
an eine Bindungsstelle. Man kann die Kurve in zwel Bereiche unterteilen, von denen im ersten
die quantitative Bindung zweier Dimere angenommen wird und im zweiten eine Bindungskurve
fur die Bindung weiterer Proteine. Damit erhdt man den Aquivalenzpunkt fir den ersten
Bereich nach einer Zugabe von 2 Agquivalenten Protein, in Ubereinstimmung mit den
Erwartungen. Diese Analyse ist nur bei hoher Kooperativitét moglich. Von Porter (Porter et al.,
1993) wurde die K ooperativitatskonstante fir die NtrCS160F-Mutante zu 52+20 bestimmt. Dies
wrde bedeuten, dal3 die Kooperativitét nur 2.6+1.3 mal hoher ist als die von Wildtyp-NtrC. Es
|&% sich aber abschétzen, dal? der bel uns gefundene Unterschied der Kooperativitét deutlich
grolRer sein mul3, sonst kénnten die beiden Kurven sich nicht so stark unterscheiden. Dies
konnte an den etwas unterschiedlichen MefZbedingungen (lonenstarke, Temperatur) liegen, oder
auch ein systematischer Unterschied zwischen den beiden Methoden sein.

Wie auch bei der Titration mit einem Dimer lassen sich keine Ruckschliisse auf die Zahl der im
zweiten Bereich der Titrationskurve gebundenen Proteine ziehen. Es wird kein Plateau fur die
Anisotropiewerte erreicht bis zu einer Zugabe von 10 Aquivaenten Proteindimer. Aufgrund der
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Rasterkraftmikroskopuntersuchungen der Komplexe aus NtrCS160F, RNA-Polymerase-6>* und
einer die Enhancerbindungsstelle enthaltenden DNA wirde man Komplexe von 4 oder maximal
8 Dimeren NtrC an der Enhancerbindungsstelle erwarten (Rippe et al., 1997). Fir diese beiden
Féalle soll der Kurvenverlauf noch etwas weiter analysiert werden:

Unter der Annahme, dal vier Dimere gebunden werden, zeigt die gemessene Titrationskurve
sicher keine stochiometrischen Bindung, denn sie steigt bis zur Zugabe von acht Aquivalenten
noch deutlich an. Sollten acht Dimere gebunden werden, kénnte hier noch eine stéchiometrische
Bindung von zuerst zwel und dann sechs Dimeren vorliegen. Die Anisotropie des
Gesamtkomplexes wére dann alerdings nur 0.218+0.001. Dies ergibt sich aus der
Extrapolation des anfanglichen linearen Anstieges im zweiten Tell der Bindungskurve zum
Aquivalenzpunkt bei 8: 1.

Ausdem Verlauf der Titrationskurven fir die Enhancerbindungsstelle und das NtrCS160F kann
geschlossen werden, dal? insgesamt mehr as zwei Dimere Protein gebunden werden und dal
diese Oligomeriserung in  zwei Schritten abléuft. Die Bindung der ersten zwei Dimere ist
wesentlich stérker als die Bindung weiterer Dimere.

Dies legt folgenden Mechanismus fir den Aktivierungsprozess der Transkription nahe: Durch
die Phosphorylierung werden die Protein-Protein-Wechselwirkungen zwischen den NtrC-
Dimeren verstérkt. Dadurch bilden sich auf3er den zwei-Dimer-Komplexen noch grélere
Multimere an der Enhancerbindungsstelle und nur diese kénnen die Aktivierung der RNA-
Polymerase ausfihren. Um die Stochiometrie der Oligomerisierung aufzukléren, sollten weitere
Titrationen durchgefihrt werden. Die Verwendung hoherer DNA-Konzentrationen und/oder
niedrigerer Salzkonzentrationen konnten dabei zur Schaffung von Reaktionsbedingungen
eingesetzt werden, die quantitative Bindung auch fir die erst nach Abséitigung der DNA
gebundenen Proteine ergibt.

54 Bindung von RNA-Polymerase

Die Bindung des Holoenzyms RNA-Polymerase-c>* an seine Promotor-Bindungssequenz
wurde auf die methodisch gleiche Weise mit Hilfe von Fluoreszenzanisotroipiemessungen
untersucht wie die Bindung des NtrC-Proteins an die Enhancer-Bindungssequenz. Eine
Quantifizierung der Aktivitét des Enzyms mit Hilfe der FA wurde nicht vorgenommen, da dazu
die vorhandenen Mengen nicht ausreichten. Stattdessen wurde fir die Konzentration
ndherungsweise der Wert aus der Absorption der Proteinlésung bel 280 nm verwendet. Dieser
Wert entspricht der hochstmdgliche Aktivitét des Proteins. Daher wurden bel der Anpassung
der Mefdaten verschiedene Aktivitdten an Protein angenommen, sinnvolle Anpassungen erhielt
man nur foar Aktivitdten zwischen 50 und 100 %. Eine weitere Unsicherheit fur die
Interpretation der Daten ergab sich aus dem Kurvenverlauf, der Gber einige Mel3punkte hinweg
stark abzuflachen schien (die Mef3punkte bildeten also ein "Plateau”) und dann wieder stérker
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anstieg. Dies konnte ein Indiz sein, dald die Mel¥kurve die Bindung erst eines und dann
eventuell eines weiteren RNA-Polymerase-Molekiles zeigte. Fur die verschiedenen diskutierten
Moglichkeiten wurden Anpassungen an die Mef3daten durchgefiihrt. Insgesamt ergab sich aus
alen Anpassungen eine Bindungsdissoziationskonstante im Bereich von (5 - 45) nM. Dieser
Wert liegt in der selben Grélzenordnung wie eine Untersuchung dieser Bindung mit Hilfe von
Footprinting-Experimenten  (Cannon e a., 1993). Dort wurden 15 nM fur die
Bindungsdissoziationskonstante abgeschétzt.

Damit wurde an einem weiteren DNA-Protein-System die Anwendbarkeit der FA-Messungen
zur Bestimmung von Bindungskonstanten demonstriert.

Mit FA-Messungen wurde auch die Bindung der RNA-Polymerase an einen Komplex aus der
Enhancer-Bindungssequenz ES und zwel Dimeren NtrCS160F peobachtet. Der Anstieg der
Anisotropie durch die Zugabe der Polymerase wurde unter der Annahme der Bildung eines 1:1
Komplexes analysiert. Neben der nicht genau bekannten Konzentration der RNA-Polymerase
war eine weitere Unsicherheit bei der Anpassung der Mef3daten, dal3 sich nie ale Punkte durch
eine Anpassung gut beschreiben lief3en. Dies zeigten auch die berechneten Fehler fir die
Anpassungen, dieimmer Uber 100 % lagen. Aus der geringen Zahl der Mef3punkte konnte nicht
darauf geschlossen werden, welche Mefl3werte eventuell Ausreiler sein konnten. Das
Weglassen einzelner etwas "exotisch”" erscheinenderer Punkte bei der Anpassung ergab ene
weitere Unsicherheit fir die Bindungsstarke. Unter Einbeziehung dieser Fehlermdglichkeiten
ergab sich insgesamt K gjss zu ca. (30 - 90) nM fiir die Bindung von RNA-Polymerase-6>4 an
einen Komplex aus DNA mit zwei gebundenen NtrCS160F-Dimeren.

Diese Bindung wurde bisher in der Literatur nur qualitativ durch Elektronenmikroskopie und
Rasterkraftmikroskopie beschrieben. Mit diesen Methoden ist auch keine thermodynamische
Anayse der Bindung moglich. Die Protein-Protein-Wechselwirkung von RNA-Poly-
merase-6% und NtrC-Multimeren i am Ubergang vom geschlossenen in den offenen
Promotorkomplex beteiligt. Daher kdnnte eine Quantifizierung dieser Wechselwirkung mit Hilfe
der Anisotropie das Versténdnis dieses Schrittes verbessern.

Mit den hier vorgenommenen Messungen wurde die Bindungsdissoziationskonstante dieser
Wechsalwirkung erstmals im  thermodynamischen Gleichgewicht bestimmt. Wenn die
Bedingungen fir die quantitative Bildung verschieden grof3er Enhancer-Komplexe von NtrC-
Dimeren bekannt sind, kénnte man die Bindungsstdrke dieser verschiedenen Spezies
vergleichen. Interessant wére auch ein Vergleich der verschiedenen NtrC-Spezies bzw.
Mutanten.
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55 Vergleich der FA- und FCS-Messungen

FA- und FCS-Messungen haben sich als geeignet erwiesen, um das von uns gewdhlte
Mel3system aus einem kurzen markierten Oligonukleotidfragment und einem daran bindenden
Protein zu bestimmen. Die Genauigkeit der Bestimmung des Bindungsgrades war bel der
Anisotropie etwa um den Faktor 2 grofRer. Dabe dirfte der geringe Unterschied der
Diffusionszeiten der untersuchten Spezies eine Rolle gespielt haben. Die quantitative
Unterscheidung zweier Spezies mit solch geringem Unterschied in der Diffusionszeit war nur
durch separate Bestimmung der Einzeldiffusionszeiten der in der Losung vorliegenden Spezies
maoglich. Fir eine Analyse der Anisotropieverlaufe ist ebenfalls die Kenntnis der Anisotropie
beider Komponenten notig. Daher war der bendtigte Aufwand zur Bestimmung von
Bindungsgraden bei beiden Methoden vergleichbar. Die Anfangs- und Endwerte der Titrationen
mufdten mit Hilfe stéchiometrischer Titrationen separat bestimmt werden.

Bel der Anisotropie ist eine Vorhersage der Anisotropien der verschiedenen Komponenten
schwierig. So wurde die Anisotropie des kurzen DNA-Fragmentes zu 0.180 * 0.002
gefunden. Sie ist grof3er ist als die des langen DNA-Fragmentes, die zu 0.1700 + 0.0012
bestimmt wurde. Dieser Befund ist mit bisherigen Erkenntnissen Uber die Eigenschaften
fluoreszenzmarkierter Oligonukleotide in Einklang zu bringen. Der Cg-Linker erlaubt dem
Rhodamin Kontakte mit den 5 - 6 benachbarten DNA-Basenpaaren. Eine verschieden starke
Bindung des Farbstoffes an diese Basensequenzen und/oder eine Anderung der Fluores-
zenzlebensdauer durch die Wechselwirkung mit der DNA kdnnen die oben gefundenen Werte
plausibel machen.

Fir unsere Untersuchungen von Bindungsgleichgewichten des NtrC-Proteins bedeutet dies
keine Einschrénkung der Interpretation, da fir die Einzelspezies die Anisotropien experimentell
emittelt werden konnten. Bel Messungen, bei denen dies nicht mdglich war (RNA-
Polymerase, Andyse der stochiometrischen Titration des DNA-Fragmentes ES mit NtrC-
Wildtyp) war die Interpretation der Daten aber mit wesentlich mehr Unsicherheit behaftet.

In der FCS spielen diese Farbstoffeigenschaften keine Rolle, da die Messung auf der Z&hlung
von Tellchen beruht. Eine grobe Abschézung der Diffusionszeiten verschiedener Spezies ist
hier leichter mdglich und wurde auch vorgenommen.

Die Untersuchung der Bindung weiterer Dimere nach der Abséttigung der DNA mit Hilfe der
FCS erscheint wenig sinnvoll. Fur die dann zu unterscheidenden Teilchen wirden sich noch
kleinere Diffusionszeitunterschiede ergeben, als sie bei der einfachen Bindung vorliegen und die
Mel3genauigkeit dirfte daher eher geringer sein als bei den bisherigen Messungen. Auf3erdem
mussen bel den komplizierteren Bindungsgleichgewichten mehr as zwei Komponenten zur
Anpassung beriicksichtigt werden.
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5.6 Ausblick

Die Anisotropiemessungen zur Untersuchungen der Stochiometrie des NtrC-Multimers an der
Enhancer-Bindungsstelle haben gezeigt, dal3 von der Mutante NtrCS160F Komplexe gebildet
werden, die mehr als zwei Dimere enthalten. Die Grof3e des dabel aufgetretenen Effektes &3
erwarten, dald weitere Messungen mit etwas variierten Reaktionsbedingungen die Stéchiometrie
aufklaren konnen.

Aus ersten Untersuchungen mit RNA-Polymerase-6®4-Holoenzym ergab sich, dal die
Bindung der RNA-Polymerase an den NtrC-Multimerkomplex der Enhancerbindungsstelle mit
Hilfe der Anisotropie verfolgt werden kann. Mit weiteren Messungen sollten sich erstmals
quantitative Untersuchungen dieser Protein-Protein-Wechselwirkung durchfihren lassen, von
der vermutet wird, dal3 ihr for die Bildung des offenen Komplexes an der Promotor-
bindungsstelle zentral e Bedeutung zukommt.
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