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Zusammenfassung

Der topologische Zustand von DNA ist eines ihrer wesentlichen Merkmale und beeinfluf3t
sowohl den informatorischen Gehalt einzelner Sequenzen auf dem Niveau der Interaktion
zwischen diskreten, kurzen Basenfolgen und daran bindenden Liganden, als auch die
Zuganglichkeit ganzer Chromosomenabschnitte. Im Zellkern liegt DNA topologisch fixiert vor,
die Fixierung kann dabei in Abhangigkeit von ihrer morphologischen oder funktionellen

Charakterisierung unterschiedlich definiert sein.

Torsionsspannung als Bestandteil der physiologischen Eigenschaften wird erst durch
topologische Fixierung der DNA, meist an einer Matrix, méglich. Die Modulation des Gehaltes
an Torsionsspannung, und damit an Konformationsenergie, hat Auswirkungen auf zahlreiche
Aspekte der DNA im Zellkern, u.a. die Fahigkeit zur Initiation der Transkription und die

Ausbildung von alternativen Sekundarstrukturen, wie Z-DNA.

In meiner Arbeit wird ein Modell vorgestellt, welches die Untersuchung von
matrixgebundener, topologisch fixierter DNA durch Bindung kovalent geschlossener,

linearer Molekile an eine Oberflache ermdglicht.

Das System wurde umfangreich durch Bindungsexperimente mit Sekundarform-spezifischen
Antikérpern charakterisiert. Die Bildung von Z-DNA bei viel geringeren Unterwindungsgraden
als im Plasmidsystem wird gezeigt. Die Bindungsspezifitat der bindenden Antikérper sowie

der Z-DNA-bindenden Doméane des RNA ediernden Enzyms dsRAD1 wurde untersucht.

Das System eignet sich zur Untersuchung der Wirkung und Inhibition von Topoisomerasen.
Beispiele fir Experimente mit Topoisomerasen sowie die Bildung von RNA-Schleifen als

Konsequenz der Transkription in gespannter DNA werden gezeigt.
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Summary

The topological state of DNA is one of the defining aspects of this molecule. It has
consequences for its informatoric content both on the level of single sequence:ligand
interactions and the accessibility of entire chromosomal sections at large. Physiologically,
DNA is topologically fixed, the nature of the fixation usually being defined by its morphological

or functional characterization.

Topological fixation, by attachment to the nuclear matrix in eucaryotic cells, is a prerequisite of
the modulation of torsional strain in DNA. This modulation is egivalent to a tuning of the
conformational energy of the molecule. This conformational energy has ramifications for many
aspects of DNA, among them the initiation of transcription and the formation of alternative

secondary structures, such as Z-DNA.

A model is presented here that allows experimentation on matrix-attached, topologically fixed

DNA by binding linear, covalently closed DNA molecules to a surface.

The system was characterized exhaustively using binding experiments with antibodies
specific for secondary structures of DNA. The formation of Z-DNA at specific superhelical
densities much lower than previously reported for the plasmid system is demonstrated.
Binding specificities of different antibody preparations and the Z-DNA-binding domain of the
RNA editing enzyme dsRAD1 were determined.

We show that the system is able to discriminate the activity and inhibition of different
topoisomerases. The formation of RNA-loops as a consequence of transcription in torsionally

strained DNA is also demonstrated.
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Anhang

Abklrzungsverzeichnis

2C10 monoklonaler Antikdrper mit ds-DNA-Spezifitdt; Maus 19G Subtyp 2R
bp Basenpaar, Residuen in DNA-Ketten

BSA  Rinderserumalbumin

DMAE Dimethylaminoethan

DMSO Dimethylsulfoxid

DNA Desoxyribonukleinséure

ds Doppelstrang

EcoRl Restriktionsendonuklease aus Escherichia coli
ELISA enzymgekoppelter Antikdrpernachweis
EtBr  Ethidiumbromid

h(0) Ganghthe der DNA-Helix

HPLC Hochdruckfliissigkeitschromatographie
HSP  heat shock protein

l9G Gamma-Immunoglobulin

IgM Mu-Immunoglobulin

kb Kilobase (1000Basenpaare DNA)

L Linking Number (topologischer Parameter)
LCR  locus control region

M&M  Materialien und Methoden

MAR  matrix attachment region

OD  Optische Dichte

ODN Oligodesoxynukleotid

paZz  polyklonaler anti-Z-Antikdrper aus Ziege
PBS phosphatgepufferte isotonische Kochsalzlésung
pBSKIl Plasmid Blueskript SK Il (Stratagene)

PBST PBS + 0,05% TWEEN®?20 (Roth)

PCR  Polymerase Kettenreaktion

pME  Plasmid von Pulleyblank

POD Peroxidase

RNAP RNA-Polymerase

RT Raumtemperatur (25°C)

o superhelikale Dichte

S. siehe

SAR  scaffold attachment region

scs specialized chromatin structure

SDS  Natriumdodecylsulfat

SK-Z1B Konstrukt aus dem Plasmid SK-Z1 (BamHI verdaut) und dem ODN B2B
sn-RNA small nuclear RNA

SPR Surface Plasmon Resonance

SS Einzelstrang

T Twist (topologischer Parameter)

TMB  Tetramethylbenzidin

Topol Topoisomerase |

Topoll Topoisomerase Il

Tris Tris(Hydroxymethyl)aminomethan
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u.N. Uber Nacht
w Writhe / Verwindung (topologischer Parameter)
222 monoklonaler Antikdrper mit vermuteter Z-DNA-Spezifitadt; Maus 1gG Subtyp 2

Verzeichnis der verwendeten Sequenzen

ODN:

B1B: GATCGGCCGG CCGTTXTCGG CCGGCC X=Bio-dU
B2B: GATCGGCCGG CCGXCTXCGG CCGGCC X=Bio-dU
B1Bloop: Bio-GATCGGCCGG CCGTTTTCGG CCGGCC

B2Bloop: Bio-GATCGGCCGG CCGTCTTCGG CCGGCC

BamT7-14 GATCAGCTAT AGTGAGTCGT TTTTACGACT CACTATAGCT

EcoBio: AATTGGCCGX GCCGXCTXCG GCACGGCC X=Bio-dU
Nhel: CTAGAGCCTA CCGGXTXCCG GTAGGCT X=Bio-dU
SaclB CGCTAAGGCC TGACCXCXCG TCAGGCCTTA GCGAGCT X=Bio-dU
Sk796: TAGTGAGGGT TAATTGCGCG

Sk796Bio: Bio-TAGTGAGGGT TAATTGCGCG
Plasmide:
SK: Plamid Blueskript SKIlI- (Stratagene)

SK-Z1: Plasmid Blueskript mit einklonierter Alu-Sequenz aus c-myc (W6lfl 1990); die Z-
bildende sequenz wurde aus dem von Dr. Wolfl zur Verfligung gestellten Plasmid mit BamH]

und Hindlll ausgeschnitten und in Blueskript kloniert; die Fragmentsequenz lautet

A GCTTGATATC GAATTCCTGC AGCCCCTGCA AACTCAACGG GTAATAACCC ATCTTG
AACAG CGTACATGC TATACACACA CCCCTTTCCC CCGAATTGTT TTCTC TTTTG
GAGGTGGTGG AGGGAGAGAA AAGTTTACTT AAAATGCCTT TGGGTGAGGG ACCAA
GGATG AGAAGAATGT TTTTTGTTTT TCATGCCGTG GAATAACACA AAATA AAAAA
TCCCG AGGGA ATATACATTA TATATTAAAT ATAGATCATT TCAGGGAGCA AACAA
ATCAT GTGTGGGGCT GGGCAACTAG GGGG
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