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4. ERGEBNISSE

4.1 Thermus flavus 5S rRNA Mutanten

Die Funktion der 5S rRNA als biologisches Makromolekil definiert sich Gber die Struktur.
Aus ihrer intakten Kristallisation und Rontgenstrukturanalyse werden nicht nur Erkenntnisse
zur Rolle der 5S rRNA bei einer Schlisselreaktion des Lebens erwartet; die Struktur wirde
auch einen wertvollen Beitrag zur Veralgemeinerung der RNA-Faltung liefern. Obwohl es
sich bei der 5S rRNA mit einer Lange von ca. 120 Nukleotiden um eine relativ kleine
Ribonukleinsaure handelt, entspricht ihr Molekulargewicht von 40 kDa der Grof3e eines
mittleren Proteins von etwa 350 Aminosauren, was den Anspruch an die Kristallisation und
Strukturlésung unterstreicht. Die molekulare Stabilitéat im Kristall und dessen Diffraktions-
qgualitét korrelieren mit der Veringerung der intrinsischen Flexibilitét. Die Einfuhrung
kristallisationsfordernder Motive und/oder der Austausch beweglicher Molekilbereiche der
5S rRNA sollten zum kompakteren Kristall fuhren. Zwei Schwerpunkte auf diesem Weg
waren die Optimierung der Transkriptionsausbeute, um den hohen Materialbedarf in der
Kristallisation zu befriedigen, und die Prozessierung des heterogenen Transkript-Pools fir die

nachfolgende Kristallisation einer homogenen Spezies.

4.1.1 Design von 5SrRNA-Strukturvarianten

Die externe Verénderung der Kristallisationsbedingungen und die interne Sequenzvariation
stellen zwel generelle Moglichkeiten auf dem Weg zum Kristall dar (Doudna et al., 1993;
Berger et al., 1996; Anderson et al., 1996). Um die intrinsische Flexibilitét der 5S rRNA zu
unterbinden, bietet sich vordergriindig eine molekulare Stabilisierung an. Die Beweglichkeit
des Molekils wird durch die Gelenkverbindungen beidseitig der helikalen Struktur der
Domaéne B verursacht. Der nukleolytische Abbau der flexiblen Doméanen B und C ergab ein
62 nt Fragment der E. coli 5S rRNA, dessen Kristalle bis 3,0 A diffraktierten (Correll et al.,
1997a). Der rudimentére Charakter dieser 5S rRNA lief3 jedoch keine biologische Funktion
erwarten. Ausgehend von diesem Ansatz wurde im folgenden nur die Doméne C deletiert und
die bewegliche Gelenkstruktur zwischen den Doméanen B und C durch einen stabilen
Tetraloop ersetzt. Dieses spezielle Konstrukt, kurz als C-Del bezeichnet, wurde nach
Klonierung und in-vitro Transkription erhalten (Abb. 4.1b).
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Abb. 4.1 Sekundarstrukturmodelle von Thermus flavus 5S rRNA Varianten.

FerréD'Amaré et al. entwickelten 1998 ein neues, algemeines Modul fur die RNA-
Kristallisation, das ausschliefdlich intermolekulare oder kristalline Kontakte fordert. Die Idee
ist eine Veranderung der gleichmaldigen, negativ geladenen RNA-Oberfléche, so dal3
stereospezifische Wechselwirkungen benachbarter Molekile moglich werden. Diese Kontakte
werden in Form eines zweiteiligen Moduls — bestehend aus 11 nt eines Tetral oop-Rezeptors in
beliebiger Orientierung (TR) und einem 5 -GAAA-3 —Tetraloop (TL) — in das Zielmolekl
eingefuhrt (Abb. 4.1c). Beim Konstrukt-Design ist der Erhalt der biochemischen Aktivitét zu
beriicksichtigen. Durch die geringe Nukleotidzahl der 5S rRNA und ihre potentielle Funktion
als Strukturmolekdl im Ribosom waren die Einbaumoglichkeiten fur das Modul stark
eingeschrankt. Unter Ausschlul® der proteinbindenden Domanen (siehe 4.2) und des Tetra
loops der Domane E, der mit der 23S rRNA verbunden ist (Sergiev et al., 1998), wurden die
13 nt des C-Loops durch den o. g. Tetraloop ersetzt. Fir den Tetraloop-Rezeptor mit seiner
singuldren Bulge-Struktur bot sich ein korrespondierender Bereich innerhalb der Doméne B

an, wodurch nur eine minimal e Sequenzanderung von 3 bp plus Bulge-Nukleotid auftrat.

Neben der partiellen Deletion flexibler Molekilbereiche sowie der Insertion des o. g.
Kristallisationsmoduls ist das Zelix engineering eine dritte Alternative zur gezielten Sequenz-
variation, auf das unter Berticksichtigung der nachfolgenden Erkenntnisse zurtickgegriffen
wurde. Die Doppelhelix ist ein Grundelement der RNA-Struktur. Insbesondere die Duplex-
Enden sind aufgrund von Stapel effekten in molekulare Kontakte im Kristall involviert, so dal3
deren geeignete Wahl hilfreich fur die Kristallisation sein kann. Limmer er al. (1993) zeigten



Ergebnisse 58

den Zusammenhang zwischen Stabilitédt und Basenstapelung bei einer schrittweisen Addition
ungepaarter Nukleotide an das 3'-Ende der “#%RNA. Obgleich ein einzelnes, ungepaartes
Adenosin den grofdten Beitrag zur helikalen Stabilitét lieferte, verringerten noch weitere drei
Nukleotide die Beweglichkeit der Konformation mefibar, was mit einem hoheren Ordnungs-
grad der Stapelung einherging.

Lorenz et al. (2000) beschrieben den empirisch ermittelten Einflul® verschiedener 3'-Enden
auf das Kristallisationsverhalten der Th. flavus 5SrRNA.

4.1.2 Klonierung von 5SrDNA-Templates

Drei Ur-Konstrukte der 5S rRNA wurden Kloniert: der 7h. flavus 5S rRNA Wildtyp, die
C-Déetionsmutante (C-Del) und die TL/TR-5S rRNA. Alle anderen Varianten der 5S rRNA
in dieser Arbeit sind durch in-vitro Vektormutagenesen aus diesen Konstrukten abgel eitet.

10 pg genomische DNA aus Th. flavus wurden mit BamH | verdaut. Nach der gelelektro-
phoretischen Auftrennung des Restriktionsansatzes erfolgte die Isolation und Aufreinigung
eines 3,2 kb-Fragments, welches das 2355S rDNA Operon tragt (Hartmann et al., 1987). Die
5S rRNA wurde mit den phosphorylierten Primern 1b-5S-T7 und 2-5S-runoff amplifiziert
(Sequenzen im Anhang). Durch Uberhangende Primerbereiche konnten der T7-Promotor am
5'-Ende sowie Restriktionsschnittstellen fur die run-off Transkription am 3'-Ende eingefihrt
werden. Das PCR-Produkt wurde in den Sma |-geschnittenen, dephosphorylierten Vektor
pUC18 ligiert und das Plasmid in E. coli IM109-Zellen transformiert. Durch Sequenzierung
konnte die Orientierung des Inserts in lacZ’ -Richtung festgestellt werden. Die Linearisierung
des Plasmids fur ein natives 3'-Ende der 5S rRNA erfolgte mit EcoR V.

Als Template fur die 0. g. Mutanten dienten synthetische DNA-Oligonukleotide. Die RNA-
Sequenzen sind in Abb. 4.1 dargestellt, die mit den entsprechenden DNA-Oligonukleotid-
Templates fur die PCR korrespondieren. Die TL/TR-5S rRNA wurde analog dem Wildtyp
kloniert. Fur die PCR von C-Del fanden die Primer 3a-CDel-T7 und 4-CDel-runoff
Verwendung (Abb. 4.2).

Primer 4-CDéel-runoff L Sma l
3’ TCTCATCCAGCCACGCCCCCAGGGCCC 5
5S rDNA- Tenpl ate 5 GGACCCCCGTGCCCATAGOGGC. . . AGAGTAGGTCGGTGCGGEGEGGTCCC 3
3’ CCTGGGGGECACGGGTATCGOCG. . . TCTCATCCAGCCACGCCCCCAGGGECCC 5
5 TAATACGACTCACTATAGGACCCCCGT GCCCATAGCGGEC 3’

T7-Promotor Primer 3a-CDdl-T7

Abb. 42 Amplifikation der 5 S rDNA C-Deetionsmutante (C-Del) inklusive T7-
Promotor und Sma | -Restriktionsschnittstelle.



Ergebnisse 59

Im 1. Zyklus hybridisierte nur der Primer 4-CDel-runoff, und der komplementére 5S rDNA-
Strang wurde synthetisiert. Im 2. Zyklus entstanden zwei Produkte mit 5 -Uberhang. Erst
nach dem 3. Zyklus waren die Primer vollstandig ins Template integriert, so dal3 ab Zyklus 4
die exponentielle Amplifikation begann. Die Ligation erfolgte in pUC18/Hinc 11/CIP

entgegen der lacZ’ -Orientierung. Linearisiert wurde mit Sma |.

4.1.3 Mutageneseeffizienz

Ausgehend von den beschriebenen drel Ur-Konstrukten konnten durch PCR gezielt
Mutationen ins Insert eingefihrt werden. Die gewiinschten Basensubstitutionen, Insertionen
und/oder Deletionen waren in den Primern enthalten. Im Ergebnis der vollstandigen
Amplifikation der komplementéren Strange wurde ein linearisiertes, modifiziertes Plasmid
erhalten, das direkt (QuikChangell) oder nach Ligation (ExSitel]) transformiert werden
konnte (Abb. 4.3). Die durch in-vitro Vektormutagenesen generierten Konstrukte beinhalteten
Variationen der Initiations- und Terminationssequenzen fir die in-vitro Transkription, deren
Einflufd auf die RNA-Ausbeute untersucht wurde. Die Klonierung von Precursorsequenzen an
das 3'-Ende der 5S rRNA hatte die Prozessierung der Endheterogenitdt zum Ziel. In Tab. 4.1
sind einige Beispiele der Vektormutagenesen zusammengefaldt. Das QuikChangell-Prinzip
erwies sich mit einer 100 %-igen Effizienz in 7 von 11 Beispielen und einer erfolgreichen
Mutagenese in alen Fallen als bedeutend geeigneter gegentber der ExSitel1-Methode.
Generdll war festzustellen, dal3 ein optimales Primerdesign, die Art des Mismatches sowie die

Qualitét des Plasmid-Templates die M utageneseeffizienz entscheidend beeinfluf3ten.

- 3’ OGCOOCCAGS COCGA! ASCTCCTAGEGEE 5 Primer 7
Plasmid 5 GAGTAGGTCGGTGOGGEGGGT CCCGEECTCTAGAGGATCOCCGEGTACCGAGCTC 3
C-Del 3 CTCATCCAGCCACGCCCCCAGGGOCCGAGATCTCCTAGGGGECCCATGECTCGAG 5
Primer 8 5 GOGGGGGTCCACGECTATGGAGGATCCCCG 3 -

3’ CCCTCTCATCCAGCCACGCCCCCTA 5 Primer 9
Plasmid 5 CTGGGAGAGTAGGT CGGT GCGEGEGGATATCAGGTCCTGGAATTCCGGGGATCCT 3
TL/TR 3° GACCCTCTCATCCAGCCACGCCCCCTATAGTCCAGGACCTTAAGGCCCCTAGGA 5°

Primer 10 5 CACAAATATGACAAGAGACCATCAGGTCCTGGAATTCCGGEGEATC 3’

Abb. 4.3 Prinzip der in-vitro Mutagenesen nach QuikChanged am Beispiel von C-Del
fur die Kreation einer Msl I-Schnittstelle (oben) sowie nach ExSited fur die Insertion
einer Precursorsequenzin die TL/TR-5SrRNA (unten).
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Tab. 4.1 Effizienz der in-vitro Vektormutagenese fir zwe verschiedene methodische Ansétze. In den Plasmidbezeichnungen beziehen sich
GRORBUCHSTABEN auf das terminale 3'-Ende des Transkripts, Kursivschrift auf die Restriktionsschnittstelle fur die run-off Transkription und
Zahlen auf die Nummer des Klons. Erlauterungen zur Sequenz der resultierenden Transkripte finden sich im Anhang.

Die 2-teilige Tabelle ist nach absteigender M utageneseeffizienz der beiden Methoden geordnet.

Elternplasmid Art der Mutation Plasmid Basenzahl Klone Klone Effizienz Prinzip
puUC18 mutiert mutiert gepickt positiv  [%]  QuikChange ™ /ExSite ™
Wildtyp_224prec Deletion & Punktmutationen QWildtyp_CuUU3 10&2 4 4 100 QuikChange
precB_2G3 Punktmutationen precB_Bbs 4 5 4 4 100 QuikChange
QWildtyp_CuUU3 Substitution CAT zu GTC QWildtyp_CUU3a 3 3 3 100 QuikChange
C-Del Punktmutationen C-Del_Msl 2 4 3 3 100 QuikChange
TL/TR-5S rRNA Deletion & Pyrimidin-Transition QPfl_2 2&1 4 4 100 QuikChange
precB_1 Purin-Transition QprecB_GG1 2 2 2 100 QuikChange
QWildtyp_CUU3 Punktmutation C zu A QWildtyp_AUU1 1 3 3 100 QuikChange
QPfl_2 Pyrimidin-Transition & Insertion & Punktmutation QPfl_2b 1&2&1 3 2 67 QuikChange
precB_1 Punktmutation & Insertion & Punktmutation precB_4U03 1&15&1 3 2 67 QuikChange
precB_1 Punktdeletion A precB_A2 1 2 1 50 QuikChange
precB_1 Purin-Transition precB_2G3 1 5 1 20 QuikChange
TL/TR-5S rRNA Insertion Precursorsequenz precB_1 20 4 2 50 ExSite
QPfl_2 Deletion & Insertion Promotorsequenz QPfl_3TP 16 & 36 4 1 25 ExSite
Wildtyp 5S rRNA Insertion Precursorsequenz Wildtyp_224prec 20 9 1 11 ExSite
Wildtyp_224prec Deletion & Insertion Ziel: QWildtyp_CUUXx 13&3 5 0 <17 ExSite
C-Del Insertion Precursorsequenz Ziel: C-Del_precx 18 7 0 <13 ExSite
precB_1 Insertion multipler Schnittstellen Ziel: QPfl_2b 16 8 0 <12 ExSite
TL/TR-5S rRNA Deletion & Insertion Ziel: QPfl_x 3&1 10 0 <10 ExSite
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4.1.4 Optimierung der run-off Transkription

Fur das Screening biologischer Makromolekiile auf Kristalle sind hohe Ausbeuten homogener
Produkte erforderlich. Im Fall von RNA ist die in-vitro Transkription gegentiber der nativen
Isolierung aufgrund von Syntheserate, Einzelprodukt-Aufreinigung und guter Beeinflussung
des kunstlichen Systems pradestiniert. Zur Erhohung der Transkriptausbeute wurde einerseits
das Reaktionssystem variiert und andererseits die interne Ebene der Priméar- und Sekundér-
struktur des DNA-Templates bzw. RNA-Transkripts optimiert. Als Mal3 fur die quantitative
Gute der Transkription wurde ein Transkriptionsfaktor TF definiert:

h Transkript 4 Anzah lNukleotide

100

TF = (4-1)

n Template

Den Einflu3 der Nukleotidkomposition und der Reaktionszeit auf TF in verschiedenen
Transkriptionssystemen verdeutlicht Abb. 4.4. Die RiboMAX[-Synthese von precB_1/Msl |
ergab einen 22-fach hoheren Transkriptionsfaktor im Vergleich zum Riboprobe™-System
(Promega). Bereits nach einer Transkriptionsdauer von 3 h waren etwa 30 % Produkt
synthetisiert, aber erst nach 13 bis 15 h kam die Synthese zum Stillstand. Der theoretisch
berechnete maximale Transkriptionsfaktor wurde nur zu < 53 % erreicht. Dieser geringe Wert
ist mit der schrittweisen Hydrolyse der Nukleotidedukte und dem Verlust der Enzymaktivitét
zu erkléren. Beiden Phanomenen kann durch eine Fed-Batch-Reaktionsfihrung entgegen-

gewirkt werden.

2000 3000

& precB_1/Msl |, Riboprobe

M precB_1/Msl |, RiboMAX

L precB_1/Msl |, RiboMAX, angepafite NTP
1500 + | ® C-Del/Sma |, RiboMAX, angepal3te NTP

+ 2000

TF maximal

+ 1000

500 +

Zeit [h]

Abb. 4.4 Transkriptionsfaktor-Zeit-Diagramm. Die reproduzierten Verlaufe sind mit
einem relativ grofden Fehler behaftet, der vor alem durch Qualitétsunterschiede der Enzym-
chargen und deren Alterung nach mehrmaligem Auftauen bedingt ist.
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Der leichte Rickgang des Transkriptionsfaktors im weiteren Zeitverlauf ist auf ene
beginnende Produktdegradation zurtckzuf Ghren.

Der thermophile Charakter der 5S rRNA zeigt sich in einer ungleichmaiigen Nukleotid-
haufigkeit: G >> C >> A = U. Be einem extremen G:A-Verhdltnis von 4.1, wie es in
C-Dé/Sma | auftritt, bewirken identische Nukleotid-Molaritéten im Edukt-Mix eine theore-
tische Verringerung des maximalen Transkriptionsfaktors um 75 %. Die transkriptspezifische
Anpassung der Nukleotidkomposition beschleunigte nicht nur die anfangliche

Transkriptionsrate (40 % RNA nach 3 h), sondern verdoppelte auch die Gesamtausbeute.

Fur die template- und transkriptabhéngige Optimierung der Ausbeute wurde zunéchst die
Promotorstérke untersucht. Gangig fur die in-vitro RNA-Synthese sind die Bakteriophagen-
Promotoren T3, T7 und SP6. Letzterer kam hier nicht in Frage, da er aufgrund der partiellen
Ubereinstimmung von Promotor- und Initiationssequenz fir den Erhalt eines nativen
Transkripts ungeeignet ist (Milligan et al., 1987). Ein Test des T3- bzw. T7-Promotors
anhand von C-Del fiel mit ca. 6-facher Stérke zugunsten des T7-Promotors aus (Tab. 4.2).
Eine thermophile Transkription mit dem prokaryotischem Th. thermophilus Promotor
(Hartmann et al., 1987) ergab nicht nur minimale Ausbeuten und Endheterogenitét; die
Thermus RNA-Polymerase erkannte auch die E. coli Promotoren im Vektor pUC18.

Auf die Notwendigkeit der
Initiation mit Guanosin wurde
bereits im  Abschnitt 3.2.6
hingewiesen. Im folgenden soll

exemplarisch die Bedeutung des

2. und 3. Initiationsnukleotids

analysiert werden. In Betracht

Transkriptionsfaktor

kamen nur Transkripte vergleich-

barer Lange mit 122 + 7 nt sowie

Initiation

einem (homogenen) 3'-Uberhang

Abb. 4.5 Initiationssequenz und multiple Plasmid- it < 7 nt. PrecB 2G3/Bsa | mit

Restriktion beeinflussen die Transkriptausbeute.
+12 nt am 3'-Ende sowie die

kirzeren C-Dé-Transkripte
bildeten klonierungstechnische Ausnahmen. Die Gite der Initiationssequenzen war
GGA > GGU > GAU. Da eine Vielzahl an Plasmid-Fragmenten den Diffusions- und
Erkennungsprozess der RNA-Polymerase verlangsamte, wurde die Anzahl der Schnittstellen

des verwendeten Restriktionsenzyms als weitere Initiationsgrof3e in Abb. 4.5 aufgenommen.
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Tab. 4.2 Wichtige Synthese- und Strukturdaten der 5SrRNA-Transkripte. Die RNAswurden im RiboMAX[I-T7 unter
Standardbedingungen hergestellt und auf der HPLC analysiert. Die tabellarische Anordnung erfolgte in Blocken ahnlicher 3'-
Sequenz und mit steigendem 3'-Uberhang fir eine Erklérung der Endheterogenitét (vergleiche Abschnitt 4.1.6).

Transkript GrofRe 5'-Ende Restriktion 3'-Ende Uberhang TF Heterogenitat
5S rRNA [nt] Enzym Artghgen Fragmente 3'-Ende
T3_C-Del 93 5" GGAC- Sma | glatt 2 - GGAJCCC 3' +1 77 n
T7_C-Del 93 5' GGAC- Sma | glatt 2 - Geaucee 3 +1 408 n
precB_4U3 120 5' GAUC- Bbv | kohasiv 13 - GGGAUCAACCC 3' +5 99 n
precB_403 122 5 GAUC- Smal  glatt 2 - GGGAUCAACCCCC 3" +7 285 n
Wildtyp 5SrRNA 53 5 GAUC- Msl | glatt 4 - ACACGG 3' 0 256 n, n+1
T3_C-Del 95 5' GGAC- Ava | kohasiv 2 - GGEUCCCEG 3! +3 67 n
T7_C-Del 96 5' GGAC- Msl | glatt 4 - GGGUCCACGG 3 +4 289 n
QprecB_GG1 119 5 GAUC- Msl | glatt 4 - GGGAUCACGG 3! +4 87 n
precB_403 124 5' GAUC- Ava | kohasiv 2 - GGGAUCAACCCCCGG 3' +9 183 n, n+1
precB_403 129 5 GAUC- NgoMIV kohasiv 1 - GGGAUCAACCCCCEEECCEE 3 +14 256 n, n+1
Wildtyp 5S rRNA 123 5'GAUC- EcoRV glatt 1 - GGGAU 3' -1 330 n, n+1, n+2
QWildtyp_AuUU1 126 5'GAUC- Bsa | kohasiv 2 - GGGAUAW 3’ +2 132 n
QWildtyp_CUU3 126 5' GAUC- Bsa | kohasiv 2 - GGGAUCW 3 +2 209 n
QWildtyp_CUU3 127 5 GAUC- Dde | kohasiv 7 - GGGAUCUUA 3' +3 415 (UN) n
WildtypU_5 129 5 GGUC- Asp 7181 kohasiv 1 - GGGACCGGRUAC 3 +5 381 n
QPfl_2 128 5 GAUC- EcoR | kohasiv 2 - GGGACCAGGEUCCUGGAAWL 3! +13 191 n, n+1
T7_C-Del 108 5'GGAC- BamH | kohasiv 1 - GGEUCCCGGECTCTAGAGGAUC 3' +16 386 n, n+1
QPfl_2 116 5 GAUC- PfIF I kohasiv 1 - GGGACCA 3’ +1 266 n, n+1
precB_Bbs 4 117 5 GGUC- Bbs I  kohasiv 1 - GGGAUCAA 3 +2 237 n
precB_A2 118 5'GAUC- Msl | glatt 4 - GGGAUCACAA 3' +4 108 n
precB_1 119 5' GAUC- Msl | glatt 4 - GGGAUCACAA 3! +4 123 n
precB_2G3 119 5'GGUC- Msl | glatt 4 - GGGAUCACAA 3! +4 223 n
precB_1 127 5' GAUC- Bsa | kohasiv 2 - GGGAUCACAAAUAUGACA 3! +12 195 n, n+1
precB_2G3 127 5'GGUC- Bsa | kohasiv 2 - GGGAUCACAAAUAUGACA 3' +12 251 n, n+1
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Auch die Art der Restriktion spielte eine Rolle. Plasmid-Templates mit glatten Enden
erzielten hohere RNA-Ausbeuten als solche mit kohasiven Enden (T3_C-Dél/Sma | & [4va |
sowie precB_4U3/Sma | & [Ava | in Tab. 4.2). Dariiber hinaus konnte fiir die Terminations-
struktur weder primér (Sequenz oder Endheterogenitdt) noch sekundéar (Lange des 3'-RNA-

Uberhangs) ein Zusammenhang zur Transkriptionsausbeute festgestel It werden.

4.1.5 Posttranskriptionale Prozessierung

Bakteriophagen-RNA-Polymerasen besitzen eine template-unabhangige Transferaseaktivitét,
die bel in-vitro Transkriptionen zur Addition ein- bis mehrerer Nukleotide an das 3'-Ende des
Transkripts fuhrt (Milligan et al., 1987). Obwohl mit groRerer Kettenlange die Bedeutung der
Endheterogenitét auf das Kristallisationsverhalten sinkt, bleibt ein unginstiger Effekt der
(Uberhéngenden) 3 -Vielfalt auf die intermolekulare Kristallpackung wahrscheinlich. Deshalb
wurden hohe Anforderungen an die Reinheit einer homogenen Transkript-Spezies gestellt.
Eine gelelektrophoretische Trennung des n vom n+1-Transkript und die Isolation aus dem Gel
gestaltete sich durch die limitierende RNA-Lé&nge (< 130 nt) und den hohen Material bedarf
schwierig. Anknipfend an die Selbstspaltung eines Transkripts, das zwei Hammerhead-
Ribozyme enthielt (Wyszko et al., 1998), werden im folgenden weitere Moglichkeiten der
posttranskriptionalen Prozessierung aufgezeigt.

4.1.5.1 Precur sor spaltung mit RNasen

Als erstes wurde eine Prozessierung mit jenen RNasen untersucht, die in-vivo die Reifung der
5S rRNA aus dem Primartranskript bewirken. Hierfur waren zunéchst die benachbarten DNA-
Bereiche der Thermus flavus 5S rDNA zu charakteriseren, um Uber Homologien zu
Spacerregionen in anderen Mikroorganismen auf analoge Prozessierungsschemata zu
schliefRen.

5Sprec_23S RNA Primer 23S —5S rDNA Spacer
5 GTCCGAGGTICTTGACCCCTC [CATCCGCACTCATCCCATCCCACCCCAGCTGCCCCCTACCCCCC
5SrDNA

CGCAGCGCGGGATTTTGAAAACCCAAAACACCAG [TAATCCCCCGT GCCCATAGCGGECGT GGAACC
ACCCGT TCCCATTCCGAACACGGAAGT GAAACGCGCCAGCGCCGAT GGT ACT GBGECGEEECGACCG

5SrDNA — “YtDNA Spacer  “™tDNA
CCTGGGAGAGTAGGTCAGTGCGGGEGEAT [TTTCCCTTTC [GCGGGAGTAGCTCAGT

CGGTAGAGCACGACCT TGCCAAGGT CGEEGT CECGEEGT TCAAGT CCCGT CTCCCGCTCCA 3

Abb. 4.6 Partielle Sequenz des Thermus flavus 23S/ 5SrRNA / ©YtRNA Operons
inklusive der Spacerregionen.
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Aus dem BamH I-Fragment der genomischen Th. flavus DNA wurde mit den Primern
5Sprec_23S RNA und 5Sprec_®YtRNA (vergleiche Anhang) die primére 5S rDNA inklusive
ihrer Spacersequenzen amplifiziert (Annealing bel 69°C), das PCR-Produkt ins Plasmid
pCR"2.1-TOPO kloniert und das Insert sequenziert (Abb. 4.6).

Eine bemerkenswerte Randerscheinung ist die nur 85,5 %-ige Homologie der ®tRNAs aus
Th. thermophilus und Th. flavus.

Beim Vergleich der 23S-5S rDNA-Spacerregionen aus E. coli bzw. B. subtilis mit Th. flavus
waren weder auf der Ebene der Primér- noch der Sekundérstruktur signifikante Homologien
festzustellen (Sogin et al., 1977; Brosius et al., 1981). Da unter Auschlul3 der 0. g. ungin-
stigen Initiationssequenzen ein homogener 5'-Terminus des in-vitro Transkripts zu erwarten
war, lag der Schwerpunkt auf dem 3'-Ende. Der 5S rRNA—°YtRNA-Spacer wies nur eine sehr
geringe Lange von 10 nt auf. Ein Homologievergleich mit dem 5S rRNA—"tRNA-Spacer
(52 nt) im E. coli rrnC- bzw. rrnF-Operon (Young, 1979), dem 5S rRNA—""tRNA-Spacer
(12 nt) im rrnD-Operon (Ray et al., 1982) oder mit den 43 nt des B. subtilis Precursors p5a
(Sogin et al., 1977) ergab keine Ubereinstimmung. Aus der Aktivitat der RNase P am 5'-Ende
der Th. flavus ®™tRNA wird ein 5S rRNA-Precursor resultieren, dessen weitere
3’ -Prozessierung sehr spekulativ ist. Aufgrund der fehlenden Rotationssymmetrie in
Sekundéarstrukturanalysen ist eine RNase Mb5-analoge Spaltung unwahrscheinlich. In
Anlehnung an die Prozessierung der 7S RNA waére eine Reifung durch RNase Il denkbar,
sofern der dsRNA-Stamm der Doméane A vom Enzym erkannt wirde (Szeberenyi et al.,
1984). Vorzugsweise ist jedoch eine Kombination von endonukleolytischer RNase E- und
exonukleolytischer RNase T-Aktivitdt anzunehmen. Die Idee war folglich die in-vitro
Prozessierung eines 5S rRNA-Precursors mit diesen beiden Enzymen. Da eine kommerzielle
Verfugbarkeit nicht gegeben ist, wurde auf einen S100-Zellextrakt aus E. coli zurlick-
gegriffen. Die Klonierung einer E. coli Precursorsequenz (5 CACAAI AUAUGACA 3) an
den 3'-Terminus der Th. flavus 5S rRNA und die Konservierung ihrer 3D-Struktur sollten
eine hinreichende Substraterkennung gewahrleisten (Horne & Erdmann, 1972; Szeberenyi
et al., 1984; Apirion & Miczak, 1993).

Abb. 4.7 Uberwindung der Endheter ogenitat durch RNasen.
Spur 1: Wildtyp_224prec (136 nt);
Spur 2: Wildtyp_224precsigo (133 nt);
Spur 3: WildtypU_IV/5 (129 nt)
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Sowohl der heterogene Wildtyp (Abb. 4.7) as auch die Th. flavus 5S rRNA Mutante mit
TL/TR-Modul konnten erfolgreich prozessiert werden (Tab. 4.3). Voraussetzung war eine
intakte Precursorsequenz. Eine Vorinkubation des Substrats hatte keinen Einflul? auf die
Reaktion, die innerhalb von 20 min abgeschlossen war. Erstaunlich blieb die Tatsache, dal3
anstatt der erwarteten 11 nt nur 3 nt abgespalten wurden. Die Homogenitét der Produktbande
lalt entweder auf eine gezielte endonukleolytische Enzymaktivitdt schlief3en oder auf eine
unspezifische Exonuklease, fur die — bedingt durch die 5S rRNA-Tertiarstruktur — nur 3 nt
zuganglich sind. Da die Positivkontrolle, der E. coli 5S rRNA Wildtyp mit verklrztem

Precursor, nicht prozessiert wurde, war die RNase T nicht beteiligt.

Tab. 4.3 in-vitro Prozessierung der Th. flavus 5SrRNA im E. coli S100-Extr akt.

5S rRNA-Substrat 3'-Uberhang Vorinkubation Reaktion Prozessierung
Wildtyp_224prec/Bsa | -ACAAAUAUGACA 3' 1 mM MgCl,, 80°C | 20 min n-3
Wildtyp_224prec/Bsa | -ACAAAUAUGACA 3' - 20-75 min n-3
precB_1/Bsa | -ACAAAUAUGACA 3' - 20 min n-3

E. coli 5S rRNA -UCAA 3 1 mM MgCl,, 80°C ¢ 20 min -
precB_1/Msl | -ACAA 3' 1 mM MgCl,, 80°C | 20 min -
precB_1/Msl | -ACAA 3' - 20 min -

4.1.5.2 RNA-Abbau mit Phosphodiesterase |

Sekundarstrukturen verhindern exonukleolytische Reaktionen, indem sie als physikalische
Barrieren einen RNA-Abbau begrenzen. Auf dieser Grundlage prozessiert die RNase T
einzelstrangige 3'-Termini verschiedenster RNA-Molekiile, wie es am Beispiel der 5S rRNA-
Reifung im Kapitel 1.2 dargestellt ist (Zhongwei et al., 1998). Im folgenden wurde die
schrittweise, exonukleolytische Hydrolyse des 3’ -Uberhangs der 5S rRNA mit kommerzieller
Schlangengift-Phosphodiesterase | aus Crotalus adamanteus getestet (Tab. 4.4).

Tab. 4.4 in-vitro Prozessierung der Th. flavus 5SrRNA mit Phosphodiesterasel.

5SrRNA-Substrat  Molekulargewicht 3'-Uberhang Mgpsyar MeNgeg,,ym Zeit Spez. Aktivitat Produkt
[g/mol] [ug] [Units] [h]  [U*h/umol]

precB 43/ Msl | 33000 -ACAA 3 1,8 0,005 1 100 n

precB_43/Msl | 33000 -ACAA 3 18 0,007 1 125 n,n-1, n-4

precB 43/ Msl | 33000 -ACAA 3 1,8 0,008 1 150 n,n-1, n-4

precB_43/Msl | 33000 -ACAA 3 1,8 0,011 1 200 n, n-1, n-4, Degradation

precB_43/Msl | 33000 -ACAA 3 1,8 0,014 1 251 n, n-1, n-4, Degradation

precB_43/Msl | 33000 -ACAA 3 18 0,016 1 301 n-4, Degradation

precB_43/Msl | 33000 -ACAA 3 18 0,019 1 345 Degradation
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Das Ergebnis war unbefriedigend, da kein definiertes, homogenes Produkt entstand. Zum
einen setzte der RNA-Abbau erst bei sehr hohen spezifischen Aktivitaten ein, die beim 10™
fachen der Herstellerangaben — bezogen auf das chemische Substrat p-Nitrophenyl-Thymidin-
5’-Phosphat — lagen. Zum zweiten hatte das Enzym nur in einem schmalen Konzentrations-
bereich die erwartete Aktivitét, bevor es zu einer vollstandigen Substrat-Degradation kam.
Eine mdgliche Erklarung ware, dal3 die Tertidrstruktur der 5S rRNA einen enzymatischen
Angriff am 3'-Ende verhindert. Sollte der 3’ -Terminus zugénglich sein, kénnte ein Uberhang
von nur 4 nt as Erkennungssignal fur das Enzym zu dicht an der Helix A liegen. Da langere
3’-Uberhange fur die Kristallisation nicht erwiinscht waren, wurde auf eine tiefere Analyse
verzichtet. Die bei hohen Enzymkonzentrationen beobachtete RNA-Degradation konnte auf
ein gewadtsames Auflésen der helikalen Sekundérstruktur mit nachfolgendem
exonukleolytischen Abbau hindeuten oder in einer Kontamination mit Endonukleasen bzw.
einer endonukleolytische Aktivitét des Enzyms selbst begriindet sein — wie sie von Richards
et al. (1965) beschrieben wurde.

4.1.5.3 DNA-Enzym katalysierte RNA-Spaltung

Eine weitere Moglichkeit der Transkript-Prozessierung stellt die Anwendung eines DNA-
Enzyms zur Abspaltung heterogener 3'-Termini dar. Das bereits im Abschnitt 3.2.7.3
erlauterte Reaktionsprinzip verdeutlicht schematisch Abb. 4.8.

C(%\ Abb. 48 Angriff des
3 DNA-Enzyms QPfl_cut2
s‘ DNA-Enzym auf die Th. flawus 5S

GG rRNA Variante QPfl_2b.

‘ Die konservierte Loop-

GGGGGAUCGJA UCQJGGAAUU 3 struktur mit dem kataly-

< oS TRIA &:&&:UMB 5 tischen Zentrum ist rot

gezeichnet (Kreis); die
variablen Arme sind blau

_ dargestelIt (K asten).

Im allgemeinen bedarf es einer Lange der Substraterkennungsarme von 7 bis 9 nt, um die
optimale Hybridisierung des DNA-Enzyms an die RNA zu gewdhrleisten. Aufgrund der
helikalen Sekundéarstruktur der Doméane A, deren Strange aus dem 5- und 3'-Terminus
bestehen, hétte die Bildung einer idealen Hybrid-Duplex einen minimalen 3'-Uberhang der
5S rRNA von 8 nt nach dem Schnitt zur Folge. Um eine RNA-Spaltung in unmittelbarer Néhe
der Helix zu erreichen, wurde im ersten Versuch die hohere Struktur der 5S rRNA-Variante
QPfl_2a bel 90°C denaturiert und anschlief?end das DNA-Enzym QPfl_cutl im 10-fachen



Ergebnisse 68

molaren UberschuR an die RNA hybridisiert. Es sollte eine Hybrid-Duplex mit der Option
einer partiellen Hybrid-Triplex entstehen. Wie der unvollstdndige RNase H-Verdau
verifizierte, erfolgte nur eine suboptimale Anlagerung des DNA-Enzyms durch die Bevor-
zugung der nativen RNA-Struktur (Tab. 4.5). Innerhalb des 3'-Arms des DNA-Enzyms war
keine RNase H-Spaltung zu verzeichnen, was eine einzelstrangige Form bzw. die erwéhnte

Triplex bestétigte. Dem entsprechend wurde auch keine DNA-Enzymaktivitét beobachtet.

Tab. 4.5 in-vitro Prozessierung der Th. flavus 5S rRNA mit dem DNA-Enzym 10-23.
Alle 3'-Enden wurden durch Plasmid-Restriktion mit EcoR | definiert.

5S rRNA-Substrat QPfl 2a QWildtyp CUU3a QWildtyp CUU3b QPfl 2b
DNA-Enzym QPfl_cutl QWT _cut2 QWT _cutl QPfl_cut2
Faltungsenergiepnaenzym -1,6 keal/mol -1,7 keal/mol -0,4 kcal/mol 0,1 kcal/mol
Sekundarstrukturpya.gnzym 4 bp Helix/ 17 nt Loop 4 bp Helix/ 17 nt Loop 3 bp Helix/ 5 nt Loop 3 bp Helix/ 5 nt Loop
Armléangen 9&9nt 9&9nt 9&9nt 10&4nt
DNA-RNA-Bindung 7 bp Hybrid-Triplex Hybrid-Duplex Hybrid-Duplex Hybrid-Duplex
3-Uberhangach spatung +3 +15 +15 +5
Spaltungpa gnzym 0% <20% 100 % >90 %
Spaltunggnase v <50 % (+5; +7) <35%(+10; +12) 100 % (+10; +11; +12) >90 % (+5)

Die Verschiebung der Spaltstelle stromabwérts im 5S rRNA QWildtyp CUU3a bewirkte
dagegen einen Schnitt. Dessen geringe Frequenz wies auf ein zweites Problem, das Potential
des DNA-Enzyms zur Sekundéarstrukturausbildung, hin. Mit steigender struktureller Stabilitét,
ausgedriickt durch den Wert der negativen Faltungsenergie, sank die Hybridisierungsfahigkeit
des Oligonukleotids und damit verbunden seine Spaltungseffizienz. Das Design des DNA-
Enzyms QWT_cutl mit einem deutlich erhohten Energiewert resultierte in einer vollstandigen
Spaltung des Transkripts QWildtyp CUU3b. Unter Beibehaltung dieser , DNA-Struktur”
wurde ein neues DNA-Enzym mit ungleichméaliigen Armen (und leicht verringerter Anzahl
komplementérer Basen zum Zielmolekil) entworfen, um die Spaltstelle der endstéandigen 5S
rRNA-Helix anzunghern. Die Spaltungseffizienz von QPfl_cut2 lag bel tber 90 % (Abb. 4.9).

Abb. 4.9 DNA-Enzymaktivitat am terminalen
3'-Endevon 5SrRNA-Transkripten.

Spur 1: QPfl 2b/ -/ -

Spur 2: QPf1_2b/ QPfl_cut2/ -

Spur 3: QPfI_2b/ QPfl_cut2 / RNase H

Spur 4: QWildtyp_ CUU3b/ -/ -

Spur 5: QWildtyp CUU3b/ QWT cutl/ -

Spur 6: QWildtyp CUU3b/ QWT _cutl/ RNase H
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4.1.6 in-vitro Synthese homogener Transkripte

Im Zuge der gelelektrophoretischen Qualitatskontrolle wurde entdeckt, dald die Transkripte
C-Dél/Sma | und C-Déel/Ava | keine Endheterogenitédt aufweisen. Um die Ursache fir dieses
Uberraschende Phanomen naher zu charakterisieren und eine Ubertragung auf andere Trans-
kripte zu prufen, wurden weitere Konstrukte hergestellt, die in ihrer Priméar-, Sekundar-
und/oder Tertiarstruktur variierten (Tab. 4.2).

Auf der Ebene der Primarstruktur war ein Einfluld der 3'-terminalen Sequenz auf die
Dissoziation der RNA-Polymerase vom Template denkbar. Die Restriktionsenzyme Sma |
und Ava | erzeugten die Enden —-GTCCC-3' bzw. —-CCCGG-3', so dal3 auf eine Konsensus-
sequenz -NNC(X)2-3' geschlossen wurde. Tatséchlich bestétigte sich diese Vermutung auch
fur die Termini ~AAUCUU-3 (QWildtyp CUU3/Bsa 1), —-AUCAA-3 (precB_Bbs4) und
—CACAA-3 (precB_1/Msl 1). Die Substitution von Cytosin gegen Adenin an der Position n-2
resultierte jedoch ebenso in einem homogenen Produkt (QWildtyp_ AUU1L) wie die terminalen
Sequenzen —UCUUA-3' (QWildtyp_CUU3/Dde I) und —GGUAC-3' (WildtypU_5). Damit
schied die Priméarstruktur des Transkripts als Parameter der Endheterogenitét aus.

Die Sekundarstruktur der 5S rRNA zeigt im relevanten Bereich der Doméne A eine ideale
Helix, die fur alle Transkripte dieser Arbeit identisch ist. Sofern ein sekundérer Einflufd auf
die Endheterogenitéat besteht, kdnnte sich dieser nur im Fal einer verzogerten 5S rRNA-
Fatung aulern. Eine isolierte Analyse der letzten 23 bis 28 nt homogener Transkripte
bezuglich ihrer Sekundarstruktur (http:/Mwww.mfold2.wustl.edd) ergab eine Stem-Loop-

Struktur mit einer Mismatch-Basenpaarung bzw. einem einzelnen Bulge-Nukleotid. Diese

Konformation trat dagegen nicht bei heterogenen Transkripten, wie der Wildtyp 5S rRNA
oder QPfl_2/PfIF |, auf. Trotzdem hatte auch die Deletion des Bulge-Adenylats (entspricht
nt 104, Abb. 4.1) in precB_A2/Msl | ein homogenes Transkript als Ergebnis.

Als tertizres Terminationsmerkmal wurde die Lange des 3’ -Uberhangs betrachtet. Zu diesem
Zweck muBte ein Konstrukt precB_4U3 mit multiplen Restriktionsschnittstellen kloniert
werden, das die Generierung eines 3'-Uberhangs mit +5 (Bbv 1), +7 (Sma 1), +9 (4va 1) und
+14 (NgoM 1V) —Nukleotiden ermdglichte. Wahrend die beiden Transkripte mit weniger als
acht ungepaarten Nukleotiden am 3'-Terminus homogen waren, kam es bei gréf3eren Langen
zur Endheterogenitét (Tab. 4.2). Das Resultat korrespondierte — unter der V oraussetzung eines
multiplen Nukleotidiberhangs — mit sdmtlichen Transkripten, so dal3 folgende Verall-
gemeinerung postuliert werden kann:

+ 3-Uberhang mit2nt < homogenes 5SrRNA Transkript < 7 nt im 3'-Uberhang


http://www.mfold2.wustl.edu/

Ergebnisse 70

Dieses Phanomen kénnte in der terminalen Helixstruktur der Doméne A begriindet sein. Die
angestrebte Hybridisierung der 5S rRNA 5- und 3'-Termini bedingt einen mechanischen
Druck des freien 5'-Endes auf die RNA-Polymerase, der ihre Verdrangung vom RNA-Strang
bewirkt. Infolge dieser beschleunigten Dissoziation unterbleibt eine template-unabhéngige
Nukleotidaddition. Mit zunehmender Lange des 3'-Uberhangs reduzieren sich die sterische
Behinderung der RNA-Hybridisierung durch die RNA-Polymerase und die Schubkraft auf das
Enzym, so dal’3 wieder eine Endheterogenitét erscheint. Diese Verdrangungshypothese ist
5S rRNA-spezifisch bzw. auf léangere terminale Helices beschrankt (= 12 bp), da beispiels-
weise tRNAs mit +4 nt im 3'-Uberhang eine deutliche 3'-Transkriptvielfalt besitzen
(personliche Mitteilung: Michael Gerrits, RINA GmbH, Berlin).

4.1.7 Kristallisation der 5SrRNA

Fur die Kristallisation wurden die beiden Thermus flavus 5S rRNA Varianten C-Déel/Sma |
und precB_1/Ms/ | verwendet. Die optimierte Transkription im 1 ml Mal3stab mit 100 pg
linearisertem Plasmid ergab maximal 3,9 mg RNA. Durch die Anpassung des Edukt-Mixes an
die Nukleotidkomposition der RNA-Mutanten konnte eine deutliche Verringerung der Zahl an
Abbruchfragmenten und eine bessere Ausnutzung der Nukleotidbausteine erzielt werden. Die
verbliebene Menge an Nukleotidedukten von ca. 50 % bedingte eine partielle Verunreinigung
des Transkripts auch nach der Gelfiltration. Aus diesem Grund schlof3 sich eine HPLC-
Reinigung an (Abb. 4.10).
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Abb. 4.10 Analytische HPL C-Chromatogramme des 5S rRNA-Transkripts C-Del/Sma |
nach der Gefiltration (unten) und nach dem préaparativen HPL C-L auf (oben).
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Die 5S rRNA wurde sowohl direkt als auch nach einer Vorinkubation im Temperatur-
gradienten von 80°C auf RT in Gegenwart von 5 mM MQgCl, zur Kristallisation im
Hangenden Tropfen angesetzt. Um die Loslichkeit und das Préazipitationsverhalten zu testen,
kamen verschiedene kommerzielle Screens der Firma Hampton Research sowie die Matrix
nach Dounda et al. (1993) zum Einsatz. Die Kristallisationstemperaturen betrugen 4°C, 18°C
und 32°C. Die Eingangskonzentration am unteren Rand des Séttigungsbereichs wurde mit
1,5 mg/ml RNA ermittelt.

Die wenigen geziichteten Kristalle zeigten im Vergleich mit dem 5S rRNA Wildtyp eine
Morphologie von geringerer GrofRe und Regelmaligkeit. Kein Kristall diffraktierte im
Rontgenstrahl. Weder eine Optimierung der jeweiligen Kristallisationsbedingung noch ein
Seeding fuhrten zu einer Verbesserung des Kristallwachstums. Bedingt durch die Sequenz-
variation der 5S rRNA Mutanten erzielte auch der bereits fir den Wildtyp optimierte Puffer
keinen Erfolg (Lorenz et al., 2000). Dieses Resultat unterstreicht die Schwierigkeit der
Kristallisation einer nackten RNA. Fur die Th. flavus 5S rRNA Mutanten konnte kein
geeignetes Kristallisationsfenster gefunden werden.
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4.2 Charakterisierung thermophiler 5SrRNA Bindungsproteine

Im Unterschied zu tRNAS, die ihre Funktion in der Zelle alsisolierte, strukturell determinierte
Moleklle erfullen (Perona et al., 1991), liegt die 5S rRNA im Ribosom assoziiert mit
Proteinen vor. lhre hypothetische Aufgabe ist nicht-katalytischer Natur und beschrankt sich
auf den korrekten Zusammenbau der groféen ribosomalen Untereinheit, was den Einflufl3 von
Bindungspartnern auf ihre Struktur unterstreicht (Khaitovich & Mankin, 1999; Ban et al.,
2000). Die beobachtete intrinsische Flexibilitét der einzelnen 5S rRNA im Kristall kénnte
folglich durch eine Fixierung beweglicher Molekilbereiche mit Proteinen aus der
ribosomalen Umgebung umgangen werden. In Prokaryoten wurden drel Bindungsproteine
gefunden, die im Bakterium E. coli mit EcoL5, EcoL18 und EcolL25 bezeichnet werden
(Horne & Erdmann, 1972). Von besonderer Bedeutung fur die Komplexkristallisation ist das
Protein L18, da die interne , Atmung" des 5S rRNA-Gelenkarms der Doménen B und C als
Ursache fur das unzureichende Kristallisations- und Diffraktionsverhalten angesehen wird.
Wahrend die ribosomalen Bindungsproteine TfIL5 aus 7h. flavus (Jahn et al., 1991) und TL5
aus Th. thermophilus (Gryaznova et al., 1996) bereits kloniert wurden, lag zu Beginn dieser
Arbeit nur eine N-terminale Sequenzinformation fur das Th. flavus Protein TfIL18 vor. Die
folgenden Abschnitte befassen sich im Einzelnen mit dem , Fischen® von TfIL18 auf DNA-
Ebene und der Charakterisierung seiner Primarstruktur, der in-vivo und in-vitro EXpression
sowie mit Bindungsstudien vor der abschlief3enden Komplexkristallisation.

4.2.1 Wachstumskurven von Thermus flavus

Das extrem thermophile Eubakterium Thermus flavus wurde Anfang der siebziger Jahre aus
heif3en Quellen in Japan isoliert (Saiki et al., 1972). Die optimale Wachstumstemperatur liegt
zwischen 70°C und 75°C, die zugleich die Anzucht einer Monokultur gewahrleistet. Das
Bakterium wéachst obligat aerob bel einer chemo-hetero-organotrophen Erndhrungsweise. Die
Anforderungen an das Medium beinhalten eine C- und N-Quelle, wobei hohe Konzentra-
tionen an organischem Material nicht toleriert werden. Der Zusatz einer Reihe von Spuren-
elementen in Anlehnung an die nativen Umweltbedingungen fordert die Zellteilung. Die
Wachstumskurven im Minimal- und salzhaltigen Komplexmedium zeigt Abb. 4.11.
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Abb. 4.11 Wachstumskurven von Th. flavus be 75°C in verschiedenen Medien.
0,1 ODgoo entsprechen rund 0,96 mg Nalzellen bzw. 6,2 10° Zellen/ml.

Nach ener Adaptationszeit von etwa 3 h gingen die Zellen in die logarithmische

Wachstumsphase Uber, die durch die mathematische Gleichung:

ax
hanial * X 4-2
5 Ha (4-2)

beschrieben wird. Die maximale spezifische Wachstumsrate pUma Wurde durch Regressions-
analyse mit 0,543 h* (Verdopplungszeit: 1,28 h) im Komplexmedium 630 und 0,47 h*
(Verdopplungszeit: 1,47 h) im Minimalmedium 74 bestimmt. Die komplexe Spurenelemente-
[6sung 630 beschleunigte die Teilungsrate und fuhrte zu einer um etwa 5 h verkirzten Log-
Phase; die maximal erreichte Zelldichte blieb jedoch anndhernd gleich. Der weitere Anstieg
der optischen Dichte in der Absterbephase ist auf die Zelllyse und die Freisetzung von

Zellbestandtellen zurtckzufihren.

4.2.2 Fischen genomischer DNA-Sequenzen von TfIL18 und TfIL25

Die Anzucht der Th. flavus Z€ellen erfolgte im salzhaltigen Komplexmedium 630 bis zu einer
optischen Dichte von ca. 1,0. Die Zdllen in der logarithmischen Wachstumsphase wurden
geerntet und die genomische DNA isoliert.

Fur die PCR wurden im ersten Ansatz degenerierte Primer synthetisiert, deren Design sich an

der bevorzugten Codonverwendung von Th. thermophilus (Jahn et al., 1991; Gryaznovaet al.,
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1996) sowie der bekannten DNA-Sequenz von BstL18 aus Bacillus stearothermophilus —
einer ebenfalls thermophilen Spezies — orientierte (Ramakrishnan & Gerchman, 1991). In
vorangegangenen Experimenten hatten Erdmann et al. (1993) ribosomale Bindungsproteine
aus Th. flavus Uber eine 5S rRNA-Affinitatsmatrix isoliert und N-terminal ansequenziert.
Homologievergleiche mit dem Programm BLAST Search (http://www.ncbi.nlm.nih.gov)
ermoglichten u. a. die Identifizierung von TfIL18. Die Aminosauresequenz bildete die Grund-
lage fur den 5'-Primer am N-Terminus. Fir den Entwurf des 3’ -Primers war der hohe Grad
der Konservierung des C-Terminus von L18 vorteilhaft (Setterquist ez al., 1996). Als Positiv-
kontrolle der PCR-Methodik dienten zwei Primer fur TfIL5 (Jahn et al., 1991). ES konnte
jedoch weder eine diskrete PCR-Bande von TfIL18 erhalten werden, noch ergab die
Gelelution und Klonierung (TOPO TA Cloning” Invitrogen) eine Sequenzhomologie. Eine
Ursache dirfte in den 288 Primerkombinationen liegen, die aufgrund der Wobble-Basen
moglich waren (Abb. 4.12).

Erst die Publikation der Sequenz des spc-Operons von Th. thermophilus, das die TL18-
Sequenz beinhaltet, gestattete eine exakte Primersynthese (Vysotskaya et al., 1997). Die
Homol ogie zu den degenerierten Primern betrug lediglich 84,6 %, was a's weitere wesentliche
Ursache fir das 0. g. negative Ergebnis anzusehen ist.

N-Terminus C-Terminus
5" ... GCCCGSCTBACCGCCTACGARCGSCG ... CCGECCCGSGAGECCEECCTBGARTTC. .. 3
5" ATGGCACGITTGACCGCTTACGAGCGEC. . ... .. GCCCGCEGAAGGCGECCTCGAGITCTAA 3

Abb. 4.12 Vergleich der degenerierten (oben) und nativen Primer sequenzen (unten) far
TfIL 18. Fett gedruckte Nukleotide verdeutlichen Mismatches. B: CIG/IT; R: AlG; S. C/G.

Die Primer fiur TfIL25 korrespondierten mit der TL5-Sequenz aus Th. thermophilus
(Gryaznova et al., 1996). Der Ablauf der PCR entsprach dem fur TfIL18 (siehe 3.2.4) mit
Ausnahme einer Annealing-Temperatur von 59°C und einer Elongationszeit von 50 s. Zur
Unterdriickung von Sekundéarstrukturen in GC-reichen (thermophilen) Sequenzen wurde mit
dem Advantage™-GC Genomic PCR System (Clontech) gearbeitet. Firr die direkte Zwischen-
klonierung ins pCR”2.1-TOPO-Plasmid erfolgte mit der KienTag DNA-Polymerase die
Addition eines einzelnen Adenylat an das 3'-Ende (1 pl Enzym, 72°C, 30 min). Die erhal-
tenen DNA- und Proteinsequenzen sind auf der nachsten Seite wiedergegeben (Abb. 4.13).
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Abb. 4.13 Sequenzen ribosomaler 5S rRNA Bindungsproteine aus Thermus flavus.
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EcoL18 M - - - DKKSA- Rl RRATRARRKLQ ELGATRLWHRTPRH YAQVI APNGSEVLY 49
BstL18 M TKVDRN- AVRKKRHARI RKKI FGTTERPRLSVFRSNKHI YAQ | DDTKSATIV 54
TthL18 M - - - ARLTAY- ERRKFRVRNRI KR- TGRLRLSVFRSLKHI YAQ | DDEKGVTLY 49
TfIL18 M --- ARLTAY- ERRKFRVRNRI KR- TGRLRLSVFRSLKHI YAQ | DDEKGVTLY 49
EcoL18 AASTVE- KAl AEQLKYTGNKDAAAAVGKAVAERALEKG KDVSFDRSGFQYHGRV 103
Bst L18 SASTLD- KEFG - LDSTNNI EAAKKVGEL VAKRALEKG KQUWFDRGGYLYHGRV 106
TthL18 SASSLALKAQG - - - ATR- RGVARQVGRALAEKALALG KQVAFDRGPYKYHGRV 99
TF1L18 SASSLALKLKGN- - K- T- - - EVARQVGRALAEKALALG KQVAFDRGPYKYHGRV 98
EcoL18 QALADAAREAGLQF 117
BstL18 KALADAAREAGLEF 120
TthL18 KALAEGAREGGLEF 113
TfIL18 KALAEGAREGGLEF 112
EcoL25 M FTI NAEVRKEQGKGASRRLRAAGKFPAI | YGGKEAPLATELDHDKVMNMQAK 53
BsuCTC M ATLTAKERTDFTRSSLRNI RTSGHVPG | YGKDTGNKPVSLDSVELI KTLRD 53
TL5 MEYRLKAYYREGEKPSALRR: - - AGKLPGLMYNRHL - NRKVYVDLVEFDKVFRQ 50
TFIL25 MEYRLKAYYREGEKPSALRR: - - AGKLPGVMYNRHL- NRKVYVDLVEFDKVFRQ 50
EcoL25 AEFYSEVLTI W- DGKEl KVKAQDVQRHPYKPKLQHI DFVRA 94
BsuCTC EGK- NAVI TLEV- SGEKHSVMVTDLQTDPLKNEI THADFQUWWNVBEDI EVEVPI 105
TL5 AS| - HHVI VLEL PDGQSL PTLVRQVNL DKRRRRPEHVDFFVLS- DEPVEMYVPL 102
TfIL25 ASI - HHVI VLELPDGQSL PTLVRQVNL DKRRRRPEHVDFFVLS- DEPVEMYVPL 102
BsuCTC HLTGEAI GVKNGGVLQQPL YALTVKAKPKAI PQTI EADI SSLDVNEVLTI ADLP 159
TL5 RFVGTPAGVRAGGVLQEl HRDI LVKVSPRNI PEFI EVDVSGLEI GDSLHASDLK 156
Tf1L25 RFVGTPAGVRAGGVLQEI HRDI LVKVSPRNI PEFI EVDVSGLEI GDSLHASVLK 156
BsuCTC AGGDYSFNHESDEWASI LPPQQQE- - - - - - AAEVDEEESADAQPEGENEQ 204
TL5 LPPGVELAVSPEETI AAVWPPEDVEKLAEEAAAEVAEPEVI KKGKEEEEE 206
TfI L25 LPPGVELAVSPEETI AAVWPPEDVEKL AEEAAAEVAEPEVI KKGKEEEEE 206

Abb. 4.14 Vergleich der Proteinsequenzen von L18 und L 25 aus ver schiedenen Mikro-
organismen. Die Sequenzdaten stammen aus Setterquist er al. (1996), Vysotskaya et al.
(1997) und Stoldt et al. (1998). Fett gedruckte Aminosduren sind konserviert; unter-

strichene Aminosduren sind in den Thermus sp. unterschiedlich. Die eingefUhrten Leerstellen
dienen der Optimierung des Sequenzvergleichs. Zur Abklrzung der Mikroorganismen siehe

Tab. 5.1.
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TfIL18 besteht aus 112 Aminosauren mit einem Molekulargewicht von 12,6 kDa. Das Protein
hat einen isoelektrischen Punkt von 11,1. Die haufigsten Aminoséuren sind Arginin (13,4 %),
Alanin (12,5 %) und Leucin (11,6 %). Der GC-Gehalt der DNA-Sequenz betrégt 66,7 %.

Das 23,2 kDa grole Protein TfIL25 setzt sich aus 206 Aminosauren zusammen. Valin
(13,6 %) und Glutaminsaure (13,1 %) treten am haufigsten auf; der isoelektrische Punkt ist
5,3. Der genomische GC-Gehalt entspricht mit 67,2 % dem von TfIL18.

Fir die Analyse der Primérstruktur wurden die homologen Proteinsequenzen aus einigen
Mikroorganismen verschiedener Thermophilie Uberlagert (Abb. 4.14). Obwohl die
Thermus sp. eine erwartungsgema hohe Homologie zeigen, erstaunt insbesondere die
erhebliche Sequenzvariation der Aminosauren 58 bis 65 im nicht-RNA-bindenden Bereich
von TfIL18. Die Daten werden in Abhéngigkeit von der optimalen Wachstumstemperatur des
Mikroorganismus und den Erkennungssequenzen der 5S rRNA fir die Proteinwechsel-
wirkung im Abschnitt 5.5 diskutiert.

4.2.3 Uberexpression von TfIL 18 in-vivo und in-vitro

Im Hinblick auf die Kristallisation einer moglichst nativen Proteinsequenz wurde die Expres-
sion von TfIL18 als Fusionsprotein gewahlt. Im Gegensatz zu His-Tag oder Strep-Tag, die am
Zielprotein verbleiben und dessen Struktur bzw. Funktion beeinflussen koénnen, wird das
fusionierte Affinitétsprotein abgespalten. Das IMPACT[-System von NEB ermdglicht nicht
nur eine Ein-Schritt-Aufreinigung des Zielproteins, sondern auch ein proteasefreies Arbeiten
durch eine Thiol-induzierte Spaltung. Da nicht vorherzusagen ist, welchen Einfluf3 die Fusion
auf die Expression und Struktur des Fusionsproteins hat, mufite TflL18 sowohl C- als auch
N-terminal ins Expressionsplasmid kloniert werden. Aus dem Vektor pCR™2.1-TOPO wurde
ein TfIL18 enthaltenes Nco I/ Xho |-Fragment in pTYB4 (C-terminale Fusion) bzw. ein
Nde 1/Xho |-Fragment in pTYB12 (N-terminale Fusion) umkloniert. Die N-terminalen
Schnittstellen waren Uber in-vitro Vektormutagenen eingefihrt worden (QuikChangell-
Prinzip). Zur Transformation fanden ultrakompetente XL10-Gold-Zellen (Stratagene)
Anwendung. Aufgrund der geringen Klonierungseffizienz erwies sich die Kolonie-PCR als
geeignete, schnelle Screening-Methode. Die positiven Klone wurden angeimpft, die Plasmide
isoliert und sequenziert. Die Transformation der fertigen Expressionsplasmide erfolgte in die
Expressionsstdmme E. coli B ER2566 und Epicurian Coli” BL21-CodonPlusl (DE3)-RP.
Letzterer enthélt Extrakopien der tRNA-Gene argU (AGA, AGG) und proL (CCC), da
andernfalls die Trandation des heterologen Proteins TfIL18 in E. coli limitiert werden konnte.
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Die C-terminae Sequenz des rekombinanten C-TfIL18 lautet —GLEPG; zusétzlich ist die
N-terminale Sequenz des rekombinanten N-TfIL18 um drei Aminosdurereste verlangert:
AGHMA.-. Die Veranderungen in der Sequenz sind jeweils fett gedruckt.

Die Optimierung der Expression und Proteinaufreinigung erfolgte durch Variation einer
Vielzahl von Parametern. Die Proteinexpression wurde durch IPTG im Konzentrationsbereich
von 0,4 bis 0,5 mM induziert. Dem schlof3 sich der Test von drei verschiedenen Expressions-
temperaturen und —zeiten mit E. coli B ER2566 Zellen an: 16°C UN, 24°C 6 h sowie 30°C
3 h. Im Ergebnis lieferten die ersten beiden Ansétze bessere Ausbeuten, die durch die Ver-
wendung des Expressionsstamms Epicurian Coli® BL21-CodonPlusC (DE3)-RP weiter ge-
steigert werden konnten. Der Zellaufschlufd wurde zum einen mit Lysozym (10 ug/ml Enzym,
4°C, 1 h; anschlief?end DNase I-Verdau: 10 pg/ml Enzym in 5 mM MgCl,, 4°C, 10 min) und
zum anderen mit Ultraschall durchgefihrt. Die biochemische Variante war zunéchst schonen-
der fUr die Z€elproteine, flhrte aber zu einer Kontamination der Proteinprobe mit der Protease
und einem mdglichen Abbau des Zielproteins (Abb. 4.15). Dagegen war der mechanische
Zellaufschlul® sehr effektiv; er ging jedoch mit einer starken Erwdrmung der Suspension
einher, die eine partielle Denaturierung und Degradation von Proteinen hervorrufen kann. Die
Inteinsplei3ung auf der Affinitatssaule erfolgte mit 50 bis 70 mM DTT zwischen 16 und 23°C
innerhalb von 16 bis 44 h. Die jeweils hochsten Werte ergaben die beste Abspaltung von
TfIL18.

Q<o
& é
&
D]
97 kDa - wi® . .
67 kDa - - Fusionsprotein
- Precursor
45 kDa - '
29 kDa -

— -21 kDa

- - TfIL18

Abb. 4.15 in-vivo Uberexpression von N-TflIL18. Die Bedingungen sind in Tab. 4.7 und
Abschnitt 3.2.8.2 angegeben. Der Zellaufschlufd erfolgte im Beispiel-Gel durch Lysozym
(Nebenbande bei der Elution).
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Parallel wurde TfIL18 im in-vitro System des Proteinbioreaktors synthetisiert. Ein Nco 1/
Pst |I-Fragment wurde aus pTYB4 (mit TfIL18-Intein-CBD) in den Vektor pHMFA3xSRTR
kloniert und in E. coli JM109-Zellen transformiert. Die Insertion lief3 sich Uber die
Fragmentzahl und —grofRe nach einer BamH |-Restriktion nachweisen. Die Proteinsynthese
erfolgte unter Kontrolle des T7-Promotors innerhalb von 90 min. Das Fusionsprotein umfalite
630 Aminosduren (davon 62 x Leucin) mit einem Molekulargewicht von 70,1 kDa. Die
Ausbeute war im Bereich von 0,2 bis 2 nM Plasmid template-unabhéangig und betrug
170 + 7 pg/ml. Der Rohextrakt wurde Uber eine Gelfiltrationssaule (Nick[]) umgepuffert und
TfIL18 anschlieffend wie oben beschrieben aufgereinigt.

In Tab. 4.6 sind die optimierten Bedingungen zusammengefalét und die verschiedenen Wege
im Hinblick auf die Proteinausbeute verglichen. Die Expressionsrate des N-terminal
fusionierten N-TflL18-Konstrukts lag beim drei- bis finffachen von C-TfIL18-Intein-CBD.
Darliber hinaus besal3 die chitinbindende Doméane des N-terminalen Fusionsproteins einen
hervorragenden Zugang zur Affinitatsmatrix. Jedoch blockierte seine 3D-Fatung die
Spleif3stelle. Im Endergebnis blieb eine zwei- bis dreifach hohere Ausbeute von N-TfIL18
gegenuber C-TfIL18, die im Vergleich zu Referenzproteinen im unteren Bereich einzuordnen
war (IMPACTO-Manual NEB).

Tab. 4.6 Synthese und Aufreinigung von TfIL18 in Abhéngigkeit vom Konstrukt und
Expressionssystem. Mit Ausnahme der Ausbeute sowie der in-vitro Expressionsrate wurden
die Parameter Uber die Intensitét der Gelbanden quantifiziert.

in-vivo Uberexpression von TfIL18 in-vitro Synthese von TfIL18
N-terminal fusioniert C-terminal fusioniert C-terminal fusioniert
Expressionsrate 4,2-6,3 pg/(ml*h) 0,8-1,9 pg/(ml*h) 109-118 pg/(mi*h)
des Fusionsproteins (BL21-CodonPlus (DE3)-RP, 24°C, 5 h) (37°C, 1.5 h)
Saulenaffinitat >95 % <50 % <50 %
Spaltungntein <15% <66 % <66 %
(70 mM DTT, 23°C, 44 h) (70 MM DTT, 23°C, 44 h)
Ausbeute TflL18 1,2-2,6 mg/l 0,4-1,1 mg/l < 20,5 mg/l”

*) Interpolation

Deutlich besser schnitt die in-vitro Synthese im Proteinbioreaktor ab, dessen Syntheserate und
Ausbeute die 20- bis 60-fachen Werte im Vergleich zur in-vivo Uberexpression erreichten.
Die Herstellung der fur die Kristallisation erforderlichen Mengen setzt aber ene
VergrofRerung des Synthesemal3stabs und eine kontinuierliche Reaktionsfihrung voraus.
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4.2.4 Bindungsstudien

Das Bindungsvermogen des rekombinanten Proteins TfIL18 an die ribosomale 5S RNA
wurde in Gel-Shift-Experimenten untersucht (siehe 3.2.2.4). Die Komplexierung erfolgte in
1 x TMK-Puffer mit zusétzlichen 30 mM Tris-HCI. Eine Verringerung der Pufferkonzen-
tration bis 0,4 x TMK hatte keinen Effekt auf die RNA-Bindung. Getestet wurden der 7%.
flavus 5S rRNA Wildtyp und verschiedene Mutanten. Als Negativkontrolle diente “"®"tRNA.

Komplex -

SSTRNA A -
5STrRNA B -

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

ADbb. 4.16 Bindungsassay von N-TfIL18 an die 5S rRNA. Die Proben wurden in
einem nativen 12 %-igen Poylacrylamidgel getrennt und die RNA mittels Ethidium-
bromid sichtbar gemacht.

Obwohl die erste Spur eine reine Proteinprobe beinhaltete, ist eine leicht Bande in Hohe der
5S rRNA zu erkennen (Abb. 4.16). Hierbel durfte es sich um die E. coli 5S rRNA handeln,
die auch wahrend der stringenten Aufreinigung an das Uberexprimierte TfIL18 gebunden
blieb. Der transkribierte Wildtyp der Th. flavus 5S rRNA (mit Asp718 1-Uberhang am
3'-Ende) trat in den schon anderweitig beschriebenen Formen A und B auf (Lorenz et al.,
1991). Ausschlieffdlich die A-Form besal’3 ein Bindungsvermogen an das Protein TflL18
(Spur 3). Die modifizierte 5S rRNA precB1l enthielt in den Domanen C und B das
kristallisationsfordernde Tetraloop/Tetraloop-Rezeptor-Modul. Die Sequenzveranderung,
insbesondere die Substitution von A66 gegen U17.1 im essentiellen L18-Bindungsbereich
(Egebjerg et al., 1989), verschlechterte die Proteinbindung (Spuren 6 & 7). Das Fehlen der
Loopverbindung b zwischen den Doménen B und C in der C-Deletionsmutante sowie im
Fragment ABD (siehe Anhang) flhrte zu einem vollstandigen Verlust der Bindung
(Spuren 4 & 5 sowie 8 & 9). Das Fragment ABD war auf3erdem in der Lage zu dimerisieren.
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Das Gleichgewicht lag auf Seite des Monomers mit einem molaren Monomer:Dimer-
Verhdltnis von ca. 4:1. Weder das Monomer noch das Dimer banden an TfIL18. Im Gel-

ausschnitt ist nur die Dimerbande zu sehen.

4.2.5 Komplexkristallisation
Aufgrund der eingeschrénkten Bindung der 5S rRNA Mutanten an TfIL18 war es
zweckmaldig, die Ansdtze der Komplexkristallisation nur mit dem Wildtyp durchzufihren.
Das Protein TfIL18 und die Th. flavus 5S rRNA wurden im aquimolaren Verhdtnis in
1 x TMK-Puffer — mit zusétzlichen 30 mM TrissHCI (pH 8.0) — gemischt. Die End-
konzentration des Komplexes betrug 35 puM. Der Komplex wurde 30 min bei 37°C inkubiert,
bevor die Kristallisation im Héngenden Tropfen
unter Anwendung verschiedener Screens und
Temperaturen erfolgte. Nach 1 bis 4 Monaten bei
4°C konnten in 0,1 M Citronensaure (pH 4.3) und
0,8 bis 1,6 M (NH,4)»SO, (Reservoirkonzentration)
Kristalle erhaten werden (Abb. 4.17). Die
Eingangsprazipitantenkonzentration und die Zeit

des  Kristallwachstums  waren umgekehrt

proportional. Die relativ lange Zeitspanne

verzogerte die Reproduzierbarkeit, so daR keine Abb. 4.17 Kristall des Komplexes
. . . , - aus Th. flavus 5S rRNA Wildtyp
Aussage Uber die Diffraktionsqualitdt der 4 rekombinantem N-TfIL 18.

morphologisch ansprechenden Kristalle getroffen Der sechseckige Kristall wuchs
. . innerhalb von 3,5 Monaten zu einer

werden kann. Durch Ansdtze im Temperatur- s spevon 0.09 X 0.25 X 0.25 mm.

gradienten ist eine  Beschleunigung des

Kristallwachstums denkbar.

In weiteren Versuchen wurden Mikrokristalle in 50 mM Natriumcacodylat (pH 6.0),

1 M Li»SO4 und 10 mM M(CI, (Reservoirkonzentration) bei 4°C geziichtet.

Zur weitergehenden Optimierung der Komplexkristalle werden Kristallisationsexperimente
unter den Bedingungen der Schwerelosigkeit angesetzt, die in Kooperation mit der US-
Weltraumbehdrde NASA zwischen April und August 2001 auf der International Space Station
(ISS-6A // STS-100/105) stattfinden.
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4.3 Strukturaufklarung von Thermus flavus 5SrRNA Domanen

Die Kristallisation kleiner RNA-Molekile ist in der Literatur als unkompliziert beschrieben,
und diese Kristalle diffraktieren zugleich in hohe Auflésungsbereiche (Ott er al., 1996;
Forster et al., 1999). Ausgehend von ihrem Sekundéarstrukturmodell wurde die Th. flavus
5S rRNA in funf Doménen A bis E unterteilt (Specht et al., 1990), die aus verschiedenen
Helices, helikalen Bereichen mit Bulge-Strukturen oder Loops bestehen (Abb. 4.18). Die
Kristallisation und Rontgenstrukturanalyse der 5S rRNA-Fragmente dient nicht nur einer
schrittweisen Anndherung an die 5S rRNA-Struktur, sondern wird wesentlich zum
Verstandnis spezieller struktureller RNA-Motive beitragen.

Anknupfend an die Kristallstrukturen der 7h. flavus 5S rRNA Doméne A (Betzel et al., 1994)
—einer 12 bp Helix mit den Nukleotiden O bis 11 und 109 bis 120 — sowie der Stem-Loop-
Domaéne E (Nukleotide 79-97; Perbandt et al., 1998) wurden in der vorliegenden Arbeit zum
einen die helikalen Bereiche der Domanen B und C kristallisiert. Durch die Optimierung der
Auflésung konnten zum anderen tiefere Einblicke in die helikale Struktur der Doméne E
gewonnen werden. Die Doméane D wurde nicht in Betracht gezogen, da sie aufgrund fehlender

Basenpaarungen einer Kristallisation al's Einzeldoméne nicht zugéanglich ist.
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Abb. 4.18 Sekundérstrukturmodel
der Thermus flavus 5S rRNA. Dieim
Rahmen dieser Arbeit kristallisierten
Bereiche der Doméanen B, C und E sind
grau hinterlegt. Invertiert dargestellte
Nukleotide wurden zur Verbesserung
des Kristallisationsverhaltens substi-
tuiert. Die exakten Kristalisations-
sequenzen sind Tab. 4.7 zu entnehmen.
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4.3.1 Synthese von RNA-Oligonukleotiden

Die chemische Phosphoramidit-Festphasensynthese ermdglicht die Darstellung von
Oligoribonukleatiden in grofden Ausbeuten und in hoher Reinheit sowie die Einfihrung von
Modifikationen fir strukturelle und funktionelle Studien. Beispielsweise kann durch die
Verwendung schweratom-modifizierter Synthone ein konventionelles Soaking vermieden

werden, das die Kristalle oft zerstort.
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Abb. 4.19 Chemischer Synthesezyklusvon Oligoribonukleotiden fur die Kristallisation.
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Wie im Fal der Doméne A erwdhnt, setzen sich die zu kristallisierenden Bereiche der
Doménen B, C und E aus jeweils zwei komplementéren Einzelstrangen zusammen, die
hybridisiert eine Helix ergeben. Die Oligomere mit Langen von 7 bis 10 nt wurden einzeln im
1,0 umol Mal3stab synthetisiert; der Synthesezyklusist in Abbildung 4.19 dargestellt.

Der Zyklus startete mit der sauren Abspaltung der Dimethoxytritylgruppe (DMTr) des am
CPG Uber Succinylaminopropyl immobilisierten Nukleosids. Der 2. Schritt war die
Aktivierung des zu koppelnden Amidits durch Tetrazol auf der Synthesesaule. Dadurch wurde
ein nukleophiler Angriff der 5 -Hydroxylgruppe des tragergebundenen Nukleosids bzw. der
wachsenden Polymerkette auf den aktivierten Phosphor eingeleitet. Unter Abspaltung von
Diisoproylamin erfolgte als 3. Schritt die Kopplung. Die Acetylierung im 4. Syntheseschritt
inaktivierte nicht umgesetzte 5-Hydroxylgruppen. Der erhaltene Phosphittriester wurde
anschlief3end mit Jod zum stabilen Phosphattriester oxidiert, bevor mit der Abspaltung der
DMTr-Schutzgruppe ein neuer Zyklus begann. Aus der Intensitét der abgespaltenen Trityl-
Gruppe konnte auf die Kopplungsausbeute geschlossen werden, die hier Gber 98 % lag.

Nach der Synthese wurde die Esterbindung zwischen der 3'-OH-Gruppe des endstandigen
Nukleotides und CPG mit Ammoniak/Ethanol (3:1, v/v) hydrolisiert. Die Entfernung der
Benzoyl- und Isobutyrylschutzgruppen an den Basen sowie der Methylschutzgruppen an den
Phosphatresten erfolgte im akalischen Milieu. Die Triisopropylsilylschutzgruppen wurden
mit Tetrabutylammoniumfluorid abgespalten.

Die Wahrscheinlichkeit des Kristallisationserfolgs korreliert mit der Reinheit der Probe. Des-
halb muidten alle RNA-Strange mit der rpHPLC aufgereinigt und einer intensiven Qualitéts-
kontrolle unterworfen werden, um storende Interaktionen im Kristallisationstropfen
auszuschlief3en sowie die Kristallisation der richtigen Sequenz zu garantieren. Die Qualitat
der chemisch synthetisierten D-Oligoribonukleotide beziiglich kompletter Entschitzung,
Fehlen von Nukleosidmodifikationen oder unerwinschter 2°,5 -V erknipfungen wurde durch
Nukleosidanalyse Uberprift. Oligoribonukleotide, die partiell 2',5 -Esterbriicken enthalten,
konnten sich aufgrund der chemischen Ahnlichkeit in den wachsenden Kristall einlagern,
wurden aber die gleichmadige Packung stéren und die Diffraktionseigenschaften negativ
beeinflussen. Die Totalhydrolyse mit RNase T,, die ausschliefdlich 3,5 -Phosphodiester-
bindungen spaltet, und die nachfolgende Dephosphorylierung mit Alkalischer Phosphatase
sollte in vier diskreten Nukleosid-Peaks auf der rpHPLC resultieren. Die Integration der
Peakflachen unter Einbeziehung der spezifischen Extinktionskoeffizienten der Nukleoside
liefd Ruckschltsse auf die Zusammensetzung des Oligomers zu (Abb. 4.20).
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Im vorliegenden Beispiel wurde experimentell die folgende Zusammensetzung ermittelt:
C=505(),U=103(1),G=0,97 (1) und A = 0,95 (1); die Werte in Klammern geben die
gerundeten Mengen an.

3 100
1,2 T C

104
08+

+ 50

A260

06

Gradient [%0]

04+

024

0’0 1 N N : 1 1 1 1 : 1 1 1 1 : 1 1 1 1 : 1 1 : 0
0 10 20 30 40 50 60

Retentionszeit [min]

Abb. 4.20 HPL C-Chromatogramme des RNA-Oligonukleotids C3 27-34 nach
chemischer Synthese & Entschiitzung (unten) sowie Nukleosidanalyse (oben).

4.3.2 Bestimmung von spezifischen Extinktionskoeffizienten
Fir die Hybridisierung der komplementdren RNA-Strange im aquimolaren Verhdlitnis ist die
Kenntnis der exakten Konzentration essentiell. Sie 18/ sich nach einer Extinktionsmessung
bei 260 nm mit Hilfe des Lambert-Beerschen Gesetzes berechnen:
_E
c pu
e*d

(4-3)

Voraussetzung ist die Bestimmung des spezifischen Extinktionskoeffizienten €. Infolge der
Hypochromie ist die Absorption eines Oligonukleotides im Vergleich zur Summe der
Einzelabsorptionen seiner Nukleotidbausteine verringert. Dieser Effekt ist sequenzabhéngig,
da sich benachbarte Basen unterschiedlich beeinflussen. Die Methode nach TINOKO
versucht, diese gegenseitige Beeinflussung durch theoretische Zerlegung des
Oligonukleotides in Dinukleotide zu erfassen. Wie aus Tab. 4.7 ersichtlich ist, waren diese
berechneten spezifischen Extinktionskoeffizienten mit grof3en Abweichungen behaftet.
Deshalb wurde eine experimentelle Bestimmungsmethode bevorzugt. Die Oligoribonukleo-

tide wurden im Alkalischen dguimolar zu 2’ - bzw. 3’ -Nukleosidmonophosphaten hydrolisiert.
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Die spezifischen Extinktionskoeffizienten der vier bindren 2'/3'-NMP-Gemische waren nach
aguimolarer Einwaage und einer Exg-Messung ermittelt worden. Die Summe der spezifischen
Extinktionskoeffizienten der bindren Spaltprodukte unter Berlcksichtigung der Basen-
zusammensetzung des Oligoribonukleotids ergab den spezifischen Extinktionskoeffizienten g,

flr ein quarternéres Gemisch:
£, =N;*,+N *€. +N *¢ 6 + N, *¢, (4-4)

Ni: Anzahl des Nukleotidsim Oligomer G:2/3-GMP C:2/3-CMP  A:2/3-AMP U:2/3-UMP

Die Absorptionen der Oligoribonukleotide wurden vor und nach der alkalischen Hydrolyse
gemessen. Aus dem Epgo-Verhdltnis und dem spezifischen Extinktionskoeffizienten €, konnte
nach folgender Formel der spezifische Extinktionskoeffizient & des RNA-Oligonukleotids
berechnet werden:

E,
g = E—’* g, it intakt h: hydrolisiert (4-5)
h

Die Konzentration des hydrolisierten Oligoribonukleotids entsprach nach dem Gesetz der

Massenerhaltung der Konzentration des intakten Oligoribonukleotids.

Tab. 4.7 Spezifische Extinktionskoeffizienten von Oligoribonukleotiden.

OIigoribonukIeotid Sequenz Ei Alkalische Hydrolyse Ei TINOKO si Solver
[I/(mol*cm)] [I/(mol*cm)] [l/(mol*cm)]
B1_16-22 5" GCGGCGU 3 56685 67420 55690
B1_61-68 (A 66) 5' GCGCCGC 3 52579 60620 54563
B2_61-68 5" GCGCCAGC 3 67861 73420 68647
B3_14-21 (C14, C15) 5" CCGCGGCG 3 65028 71720 65143
B3_62-70 (G70) 5" CGCCAGCGG 3 78955 84520 79227
B4_14-22 (G15, BrU22) 5" UGGCGGCGU 3 - 86760 68230
B4_62-71 (C69, A70, ®'U71) 5' CGCCAGCCAU 3' - 92760 79817
B8_16-23 5" GCGGCGUG 3 62272 78010 66270
B8_60-68 (A 66) 5' CGCGCCGC 3 64528 67240 60269
C1 28-34 5" CACCCGU 3 48688 63160 49448
C1_48-56 (A 52, 53) 5" ACGGGUG 3 68097 74270 64068
C2_48-56 5" ACGGAAGUG 3 92809 99450 92236
C3_27-34 5" CCACCCGU 3 54831 70600 55154
C3_48-57 (G57) 5" ACGGAAGUGG 3 96450 110150 102816
C8_48-57 (G57,A52,53) 5' ACGGGUGG 3 79923 84970 74648
E1l 79-85 5' CUGGGCG 3 54030 66130 55690
E1_91-97 5' CGCCUGG 3 49920 62870 50817
E2_80-86 5" UGGGCGG 3 61563 70300 60564
E2_90-96 5" CCGCCUG 3 46111 59610 45943
E3_79-86 5' CUGGGCGG 3 62167 76830 66270
E3_90-97 5' CCGCCUGG 3 60171 70310 56523
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Um die Schritte zu rationalisieren, wurde die Datenmaske ALKABRID unter Excel
programmiert. Ein typischer Computerausdruck ist im Anhang beigefigt. ALKABRID erfordert
die Eingabe der Sequenzen, Absorptionswerte, Endkonzentration und des Endvolumen im
Hybridisierungsansatz. Im Ergebnis der Berechnung erhét man die spezifischen Extinktions-
koeffizienten, Oligoribonukleotid-Konzentrationen und Volumina fir die Hybridisierung.

In Tab. 4.7 sind die ermittelten spezifischen Extinktionskoeffizienten der RNA-Oligo-
nukleotide zusammengefaldt. Die theoretischen Werte nach TINOKO liegen erheblich tber
den experimentellen Ergebnissen einer Doppelbestimmung; die Abweichungen betragen bis
zu 30 %. Die theoretische Berechnung, deren Ergebnisse in der letzten Spalte aufgelistet sind,
legt die Annahme zugrunde, dal3 durch die gleichméfdige Verteilung jeglicher Basenabfolgen
Uber das Oligonukleotid der hypochrome Effekt sequenzunabhéangig wird. In diesem Fall ist
die Absorption der vier Nukleotide im Oligomer jeweils um einen konstanten basenspezifi-
schen Betrag gegentiber der Absorption des ungebundenen Nukleotids verringert. Zur Bestim-
mung der spezifischen Extinktionskoeffizienten der vier gebundenen Ribonukleotide war ein
Gleichungssystem mit vier Unbekannten unter Anwendung des Solvers von Excel zu |6sen:

= % * * % -
ElAlkal[scheHydrolyse - NlG EG + NlC eC + NlA eA + NlU eU (4 6)

—_ %k % *k %k -
EZAlkalischeHydrolyse - NZG eG + NZC EC + N2A EA + NZU eU (4 7)

— * % % % -
SnAlkulischeHydrolyse - NnG £G + NnC £C + NnA SA + NnU £U (4 8)

G: Guanylat C: Cytidylat A: Adenylat U: Uridylat

n

Die Nebenbedingungen lauteten: ¢ Z( E ptkatischertyarotyse — Eisover ). — Minimum (4-9)
i=1
giAlkalischeHydrolyse _giSOIver * ]00% . 0 (4_10)
1

iAlkalischeHydrolyse

Das nebenstehende Ergebnis des Solvers fur gebundene Nu- EGehundencs Nukleotid:
kleotide im RNA-Oligonukleotid wurde mit einem Fehler von £ = 10580 I/(mol* cm)
+ 6,6 % berechnet. Da der Wert nur wenig Uber dem Pipettier- gc= 5706 I/(mol*cm)
fehler liegt, kann anstelle der akalischen Hydrolyse auf diese £x = 14084 1/(mol* cm)

Methode zurlickgegriffen werden. Tests der Konzentrations- e,= 1960 l/(mol*cm)

bestimmung mit einem VR1-mRNA-Oligonukleotid bzw. der

Hybridisierung und Kristallisation anhand der Helices B1 und E3 verliefen erfolgreich.
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4.3.3 Kristallisationsanalyse im erweiterten RNA-M PD-Screen

16 Fragmente der ribosomalen 5S RNA aus Thermus flavus wurden auf ihr
Kristallisationsverhalten getestet: B1, B2 (hybridisiert mit B1_16-22), B3, B4, B8, C1, C2
(hybridisiert mit C1_28-34) , C3, C35™* (mit 5-Br-U34), C8, E1, E2, E2®™" (mit 5-Br-C91),
E3, E3*™ (mit 5-Br-C79), E3*™ (mit 5-Br-C84). Alle Fragmente bestanden aus zwei
hybridisierten Einzelstréngen, deren Sequenzen in Tab. 4.7 angegeben sind.

Berger et al. beschrieben 1996 eine effiziente Matrix mit 24 Bedingungen fur die
Kristallisation von Nukleinsauren, welche die Grundlage fir den Nucleic Acid Mini Screenl]
(NUC-MPD-Screen) der Firma Hampton Research ist. Fir eine systematische Analyse der
Kristallisation von kleinen RNA-Molekilen wurde die unvollstandige Matrix um 36 neue
Bedingungen erweitert. Die Weiterentwicklung des Screens erfolgte so, dal3 jede Kombina-
tion von zwei Additiven bzw. von Additiv und pH-Wert des Puffers wenigstens einmal
auftrat. Die Additivpaare wurden in Excel nach dem Zufallsprinzip zu vollstandigen
Kristallisationsbedingungen zusammengefaldt. Der Screen basiert auf einer MPD-Prazipitation
und enthalt neben dem Fallungsmittel zwei Polyamine, vier monovaente und funf divalente

lonen. Im Natriumcacodylat-Puffer waren drei verschiedene pH-Werte eingestellt.

Anzahl Kristalle

24 28 32

RNA-Screen
Bedingung

Fig. 4.21 Kristallwachstum im erweiterten RNA-M PD-Screen.

Eine Ubersicht zur Zusammensetzung der einzelnen Losungen befindet sich im Anhang dieser
Arbeit. Deren Effizienz fur die Kristallisation der 16 RNA-Fragmente ist in Abb. 4.21
wiedergegeben. Wahrend in einigen Bedingungen bis zu 50 % der getesteten Molekile

kristallisierten, erwiesen sich die Kompositionen 22, 36, 55, 59 und 60 als ungeeignet.
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Die priméare Haufigkeitsverteilung der RNA-Kristalle innerhalb der verschiedenen Einfluf3-
grofden zeigt Abb. 4.22. Aufgrund der htheren Stabilitdt von RNA im sauren Milieu wuchsen
erwartungsgemald mehr Kristalle im pH-Bereich von 5.5 bis 6.0. Das Polyamin Kobalt-
hexaminchlorid war gegentiber Spermintetrachlorid (SpCl,) etwas besser geeignet. Natrium-

und Magnesium-lonen fanden sich am haufigsten in jenen Bedingungen, die zu Kristallen

fUhrten.
530
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Abb. 4.22 Primare Haufigkeitsverteilung des Kristallwachstums im erweiterten RNA-
M PD-Screen. Die Zahlen sind entsprechend dem Vorkommen des einzelnen Parameters im
Screen gewichtet. Gleiche Saulenschattierungen sollen keinerlei Verbindung implizieren.

Da der Screen eine komplette zweidimensionale Matrix abdeckte, konnten in einem zweiten
Schritt die bevorzugten Additiv-Zusammensetzungen ermittelt werden. Zu diesem Zweck
wurden je zwe relevante EinflulgroRen gegen ihren erzielten Kristalisationserfolg
aufgetragen. Die sechs Kombinationsmdglichkeiten sind in Abb. 4.23 dargestellt. Die 20 %
der Additivpaare mit den meisten Kristallen wurden ausgewahlt und zu neuen Bedingungen
zusammengefaldt, von denen angenommen werden konnte, dal3 sie die Kristallisation kleiner
RNA-Fragmente optimal unterstiitzen (Abb. 4.24). Alle Lésungen hatten einen sauren
pH-Wert. Neben Natrium- und Magnesium-lonen traten weitere lonen auf, die die
Kristallisation Uberwiegend selektiv (wie Lithium) oder kooperativ (wie im Fall von
Strontium) forderten. Die abgeleiteten Bedingungen sollten in Zukunft fir das Vorscreenen
genutzt werden. 12 Fragmente der 5S rRNA kristalisierten unter diesen Bedingungen
mindestens einmal. Der RNA-MPD-Screen diente nachfolgend der weiteren Optimierung des
Kristallwachstums kleiner RNA-Molektle (vergleiche Tab. 4.8).
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Kristallausbeute [%)]
Kristallausbeut

Co(NH3)6CI3
SpCl4

Polyamin

Kristallausbeute [%]
Kristallausbeute [%)]

Kristallausbeute [%]

" ohne
CoCI2

CaCl2 CaCl2
SrCl2 S

Kristallausbeute [%]

Mg2+ Divalentes lon
/ BaCl2

H 7.0 Monovalentes lon
P

Abb. 4.23 Kristallausbeute flir verschiedene Additiv-pH-Kombinationen (1-3) bzw.
Additiv-Additiv-Kombinationen (4-6). Neben den variablen Zusdtzen (bzw. pH-Werten)
enthalten ale Kristallisationsddsungen 10 % MPD und 40 mM Natriumcacodylat. Die
Haufigkeitsverteilung berticksichtigt die unterschiedliche Anzahl der einzelnen Paare im
Screen. Die Kristallausbeute bezeichnet den prozentualen Anteil an Kristallen, die in einer
bestimmten Additiv-Variante gewachsen sind. Bezugsgrofie ist die gewichtete Gesamtzahl der
erhaltenen Kristalleim Screen.
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(1) pH 5.5
CO(NH 3)6C| 3
-
pH 5.5
@ NaCl

) pH 5.5

MgCl,

NaCl LiCl
O  Co(NH2)Cl2 Co(NH2)eCls

_
(5) MgCl, BaCl, ohne
Co(NH2)Cla 4  Co(NHa)Cla 4 Co(NH2)Cl5
_ _ |

(6) ohne

BaCl,

pH 5.5 pH 5.5 pH 5.5 pH 5.5 pH 6.0
20 MM Co(NH23)Cls | 20 mM Co(NH3)eClz | 20 mM Co(NH3)Clz | 20 mM Co(NH3)Cls | 12mM SpCl,

80 mM NaCl ohne 40 mM LiCl 80 mM KCI 40 mM KCI
20 mM MgCl, 20 mM BaCl, ohne ohne 80 mM SrCl,

Abb. 4.24 Ableitung optimaler Kristallisationsbedingungen fur kleine RNA-Molekle.

4.3.4 Mathematische Modellierung der Dampfdiffusion
Der StoffUbergang im geschlossenen System des Hangenden Tropfens besteht aus drei
Schritten: 1. Stofffluld von Wasser aus der Flussigphase des ideal durchmischten
Kristallisationstropfens in die Gasphase an der Phasengrenzflache,

2. Transport von Wasserdampf durch die Gasphase,

3. Absorption von Wasserdampf ins Reservair.
Aufgrund einer vergleichsweise grof3en Volumendifferenz zwischen Tropfen und Reservoir
bleibt der walrige Partialdruck der Dampfphase beim Ubergang weniger Wassermolekiile
konstant. Der Transport- und Absorptionswiderstand im 2. und 3. Schritt sind nicht
limitierend. Zu Beginn des Diffusionsprozesses (Schritt 1) handelt es folglich um eine
einsaitige Stephandiffusion,

mW —_D*MW*(@W)* )4 (4_11)
A*t T*R &d p-py

die durch kontinuierlichen Gradientenausgleich in die &gquimolare Diffusion Ubergeht.
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Es gilt das Ficksche Gesetz: my _ DM, , (de ) (4-12)
A* ¢ T*R o

Da der waldrige Partialdruck im Tropfen nicht gegen null, sondern gegen den konstanten

waldrigen Partialdruck des Reservoirs strebt, muf3 ein Korrekturterm eingeftihrt werden:

my, =_D*MW *(Gp

vy« P (4-13)
A¥t  T*R 0" ppytpe

Als Differentialquotient geschrieben, lautet die Gleichung:

A*D*M -
de - _ " W % (pW pR)* p (4_14)
dt T*R 0y P~ Pyt Dr

Um die Volumenanderung im Kristallisationstropfen Uber die Zeit zu erfassen, wurde der
Partialdruck pw durch das wél¥ige Tropfenvolumen V\y ersetzt. Zwischen beiden Grofen
besteht eine exponentielle Abhangigkeit:

v

fUV)=py =p°(A-x*e ) (4-15)
Fir einen 5 pl Kristalisationstropfen im MPD-System, der bei 20°C &aquilibriert wurde,

nahmen die Konstanten die Werte x; = 0,692 und x, = 8,910 m? an. Die Funktions-

gleichung wurde nach der Methode der kleinsten quadratischen Abweichung optimiert
(R? = 0,945). Die Grundlage der Berechnung bildeten die Wasser-Aktivitétswerte von Mikol
et al. (1990).

» Masse und Volumen sind physikalisch tber die Dichte verknipft. Es gilt:

dm, _d(3,*V, dv,
W= ( w W) — 7-9W * " w (4_16)
dt dt dt

* Einsetzen von (4-16) in (4-14) ergibt:

dav, A*D* M -
w - _ - ~ W*(pW pR)* p (4_17)
dt 3, *T*R dy p=fVy)+ pe
—_ + A*D*M *
o Umformen: MdVW =- v P g (4-18)
Pw ~ Pr 7'9W*T*R*ay
Vi t * * *
. ) p _ A*D*M,*p
* Integrationsgrenzen: -NdV, =(- dt 4-19
egrationsy J( )av, _([ 9 *T*R*dy (4-19)

Pw ~ Pr

VW(]
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¢ Durch Einsetzen von Gleichung (4-15) in (4-19) erhalt man:

Vi

Vi t *
P ! Ide I—A bM,"p , (4-20)
; _I)/TW *T*R*0dy
pU-x"e ")—pR

Vi

* Die Integration nach Bronstein & Semendjajew (1958) des Integral-Typs Nr. 454 fihrte zu:

VW
Op*y, * - A*D* M
Dp A A *ln(po_pR_po*xl*e Xz)gy _VW|VW =7 v p*t (4-21)

B’ -rx P’ Ps Mo 9y *T*R*0y

 Zur Vereinfachung wurden die folgenden Ausdriicke zu Konstanten zusammengefalit:

K, =—72 (4-22)
2
* * *

=AD" My " p (4-23)
3, *T* R*dy

_ VWO

K, :VW0 _Kl*VWO _Kl*xz*ln(po ~ Pr _po*xl*e =) (4-24)

* Gleichung (4-21) laft sich dann wie folgt schreiben:

w
Ki*(VW -K.*V, —Kl*x2*|n[p0—pR _po*xl*e XZ]_Ks):t (4'25)

2

Das Moddl in der Form (4-25) bericksichtigt als wesentliche Einfluf3grofRen der
Dampfdiffusionskinetik die Prazipitantenkonzentrationen im Tropfen und im Reservoir (Uber
Vwo, p° und pg), die TropfengréRe (iiber Vo und A) und die Kristallisationstemperatur (T;
tber p° und pg). Beispiele fiir deren Auswirkung auf die Kinetik zeigt Abb. 4.25. Sowohl ein
grofRerer Konzentrationsgradient als auch eine Erhdhung der Temperatur beschleunigen die
Volumenreduktion. Die Temperaturabhdngigkeit der RNA-L6dlichkeit wird hierbel als
bedeutend kleiner im Vergleich zur Temperaturabhéngigkeit der Dampfdiffusionskinetik
vorausgesetzt. Dagegen sinkt die Diffusionsrate mit steigender Tropfengrofde im Ansatz. Die
einzige Unbekannte fur die Berechnung ist der Diffusionskoeffizient D, der fur das jeweilige
Préziptantensystem experimentell bestimmt werden muf3. Die Probe hat keinen Einfluf3 auf
die Aquilibrierungsgeschwindigkeit (Mikol ef al., 1990). Bei Kristallisationen unter schwere-

losen Bedingungen war aufgrund der Standzeiten zwischen Befillung, Shuttle-Start und
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Aktivierung der Reaktoren im Weltraum eine Verlangsamung des Kristallisationsprozesses

erwinscht. Dieses theoretische Modéll

Beeinflussung der Kristallisationsgeschwindigkeit.

—\£& 54; T=18°C, c=30%MPD
B \E& 54; T=18°C, c=30%MPD
\=15u; T=18°C, c=30%MPD
\= 54; T=32°C, c=30%MPD
—-\£ 5|; T=18°C, c=25%NMPD

Proz. Tropfenvolumen [%]

bot hier praktische Anhaltspunkte fir

die
Atiapkugs = 1,68410° m2
CwvPD =30 %
D =1,910% /s
Mw =0,018 kg/mol
p =101300 kg/(m*sd)
pT) =21480 kg/(m*s?)
PR =17473 kg/(m*s?)
R =8314  kg*m?/(s*mol*K)
Sw =1000 kg/m?
T =291,15 K
V1 =5,00110° m3
Vw =4,7510° m3
y =510 m

Abb. 4.25 Volumen-Zeit-Diagramm des Hangenden Tropfens. p(T) wurde nach Mikol ez
al. (1990) und pr nach Gleichung (4-15) berechnet; alle weiteren Werte sind Stoffkonstanten
oder werden durch den Prozess definiert. Die 2. Kurve v. |. représentiert reale Mel3werte mit

der E3-Helix im MPD-System.

4.3.5Kristallisation der 5SrRNA Doménen B, C und E

Die Mehrzahl der erhaltenen Kristalle wuchs innerhalb
weniger Tage bei 18°C in mehreren Bedingungen des
RNA-MPD-Screens. Tab. 4.8 gibt eine Ubersicht.

Von der Doméne B der Thermus flavus 5S rRNA konnte
ausschliefdlich ein 7 bp Fragment (B1) ohne Adenylat in
der Bulge-Position kristallisiert werden (Abb. 4.26). Weder
die native Sequenz B2, noch strukturstabilisierende
Variationen fuhrten im RNA-MPD- oder einem anderen
Screen (vergleiche Abschnitt 3.1.5) zu Kristallen. Die Idee
der B3-Sequenz war es, eine Stabilisierung der RNA-Helix
durch vier G:C-Basenpaare beidseitig des ungepaarten
Adenylats zu erreichen, wahrend in der B4-Sequenz je ein
inter-

Uberhdngendes 5-Bromo-Uridin  am  3'-Ende

Tab. 4.8 Z Kristalle.

RNA Ergebnis
B1 26 A
B2 keine Kristalle
B3 keine Kristalle
B4 keine Kristalle
B8 35A
C1 22 A
Cc2 keine Kristalle
C3 25A
c3Br4 in Messung
C8 Mikrokristalle
El 30A
E2 28A
E25!  keine Diffraktion
E3 1,5 A
E3®  keine Diffraktion
E3P® 1,6 A




Ergebnisse 95

molekulare Wechselwirkungen (,,stacking ) fordern sollte (Cruse et al., 1994; Anderson

et al., 1996). Beide Ansétze konnten die strukturelle Verzerrung nicht kompensieren.

Abb. 4.26 Kristallphotosder Thermusflavus 5SrRNA Fragmente B1, C1und C3 (v. l.).

In der Doméne C kristallisierte ebenfalls das 7 bp Fragment C1, nicht jedoch die native C2-
Sequenz mit zwei Adenylaten im Bulge. Im Unterschied zur Doméane B fihrte die Addition
eines weiteren G:C-Basenpaares an die Helix zum Erfolg (Abb. 4.26). Die Optimierung der
C3-Kristallisationsbedingungen ist in Abb. 4.27 dargestellt. Alle Screen-Bedingungen, in
denen suboptimale Kristalle gewachsen waren, wurden in ihre Einzelkomponenten
aufgespalten und auf vier Ringen fur Polyamin, Puffer-pH, monovalentes und divalentes lon
angeordnet (von innen nach auf3en). Durch Drehen der Ringe konnten beliebige neue
Kombinationen erzeugt werden, die auf

ihre Eignung firr die C3-Kristallisation Optimum

getestet wurden. Das Optimum ist
markiert; die exakte Zusammensetzung
gibt Tab. 4.9 wieder.

Der bei 32°C gewachsene C3-Kristall
war sehr sensitiv gegentiber Umweltver-
anderungen, wie Temperaturschwankun-
gen, der Cryo-Konservierung oder dem
Zusatz von Schweratomen in der
Mutterlésung. Aufgrund einer hohen
Mosaizitdt des Cl-Kristalls konnte

dessen Struktur nicht gelost werden,

Abb. 4.27 Kristallisationsfenster
s0o dal3 auch kein Suchmodell zur der C3-Hdlix.
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Anwendung der Methode des molekularen Ersatzes am C3-Kristall zur Verfligung stand.
Dartber hinaus war fraglich, ob die C3-Kristallstruktur durch die bulge-bedingte
Strukturanderung der Helix Uberhaupt einer Losung tber den molekularen Ersatz zugénglich
ist. Aus diesem Grund wurde die Modifikation mit Schweratomen fir den isomorphen Ersatz
notwendig. Da weder das herkémmliche noch das neue Cryo-Soaking (Dauter et al., 2000)
stabile Kristallderivate ergaben, wurde ein 5-Bromo-Uridin wahrend der Synthese am
3'-Ende eingebaut. Die Reproduktion des modifizierten Kristalls (RNA-MPD-Screen Nr. 59,
18°C, 6 Monate, 0.06 x 0.06 x 0.2 mm) hétte den zeitlichen Rahmen dieser Arbeit gesprengt.

Die 7 bp Fragmente E1 und E2 sowie das 8 bp Fragment E3, die sich jeweils nur durch ein
G:C Basenpaar unterschieden, kristallisierten im RNA-MPD-Screen in verschiedenen Grofen
und Morphologien (Abb. 4.28).

Abb. 4.28 Kristallphotosder Thermusflavus 5SrRNA Fragmente E1, E2 und E3 (v. I.).

Der E3-Kristall wuchs nicht nur bis zu einer Lange von fast 1 mm UN, sondern erzielte auch
eine hohe Auflésung von 1,5 A. Das steht in Kontrast zu den 8 bp Helices der Doménen B
und C. Die Helix B8 diffraktierte mit 3,5 A deutlich schlechter as das 7 bp Fragment B1
(2,6 A); die Mikrokristalle des C8-Fragments waren fiir eine Réntgenmessung nicht geeignet.
Zur Kontrolle der Strukturl6sung des 8 bp Fragments wurde eine Schweratomderivatisierung
durchgefuhrt. Im ersten Ansatz wurden sowohl die Einzelstrange as auch die hybridisierte
Helix mit Quecksilber(ll)-acetat chemisch modifiziert. Kristalle analoger Morphologie der
nativen E3-Helix konnten nur fir die préahybridierte Helix erhalten werden. Jedoch zeigten
sie im Rontgenbild erhebliche Alterungserscheinungen. Im zweiten Ansatz wurde deshalb ein
anderes Schweratom wahrend der chemischen Synthese eingebaut. Die kovalente Kopplung
eines Bromatoms an die C5-Position von Uracil oder Cytosin stellte die Methode der Wahl

dar.
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Tab. 4.9 Kristallisationsdaten.

RNA-Fragment 7 bp Helix B1 7 bp Helix C1 8 bp Helix C3 7 bp Helix E1 7 bp Helix E2 8 bp Helix E3 8 bp Helix E3
Datensatz mit Bulge mit 5-Br-C84
Sequenz 5' GOGECAU 3! 5' CACccau 3’ 5' CCAC- - cCcau3' 5' CUGGECG3! 5' UGGECGEG3! 5' CUGGECEG3! 5' CUGGG” CGG3'

NRRRRN NRRRRN FEEE T NRRRRN HRRRRN LTI FEEEE T
3' CGCCECG5! 3' GUGGGCAS! 3' GAUGAAGGCAS! 3' GaUCCECs! 3' @ucceees! 3' GaUcceees! 3' GaUCC GCes!
RNA-Konzentration 0.5 mM 0.5mM 0.2 mM 0.5 mM 0.5mM 0.25 mM 0.25 mM
Kristallisationslésung
pH 7.2 55 6.0 55 7.0 6.0 7.0
Puffer 40 mM Natrium- 40 mM Natrium- 40 mM Natrium- 40 mM Natrium- 40 mM Natrium- 40 mM Natrium- 40 mM Natrium-
cacodylat cacodylat cacodylat cacodylat cacodylat cacodylat cacodylat
Prazipitant 10 % (v/v) MPD 10 % (v/v) MPD 10 % (v/v) MPD 10 % (v/v) MPD 10 % (v/v) MPD 10 % (v/v) MPD 10 % (v/v) MPD
Polyamin 100 mM SpCl, 20 mM Co(NH;)eCl; 50 mM Co(NH;)eCl; 20 mM Co(NH;)sCls 12 mM SpCl, 12 mM SpCl, 12 mM SpCl,
Monovalentes lon 80 mM NacCl 80 mM NacCl 80 mM NacCl 60 mM KCI - 80 mM KCI 80 mM NacCl
Divalentes lon - 20 mM MgCl, 20 mM MgCl, 40 mM MgCl, 20 mM MgCl, 20 mM BaCl, 20 mM BacCl,
& 80 mM SrCl,
Reservoir
pH 7.0 7.0 7.0 7.0 7.0 7.0 7.0
Prazipitant 30 % (v/v) MPD 30 % (v/v) MPD 30 % (v/v) MPD 30 % (v/v) MPD 30 % (v/v) MPD 30 % (v/v) MPD 30 % (v/v) MPD

Kristalleigenschaften

TKristallisation 18°C
Wachstumszeit [d] 2-3
KristallgréBe [mm] 0.1x0.1x0.02

& Gestalt Hexagonale Plattchen

18°C

2-3
0.07 x0.07 x 0.3
Dicke Stabchen

32°C
3-4
0.09x0.09x0.4

Konische Stabchen

18°C
7

0.08 x0.08 x 0.14

Pyramiden

18°C
1
0.04x0.04 x0.2
Dinne Nadeln

18°C
1
0.05x0.05x 0.8
Lange Stabchen

18°C
30
0.06 x 0.06 x 0.14
Kurze Stabchen
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Tab. 4.10 Rontgendiffraktionsdaten.

RNA-Fragment 7 bp Helix B1 7 bp Helix C1 8 bp Helix C3 7bp Helix E1L 7 bp Helix E2 8 bp Helix E3 8 bp Helix E3 8 bp Helix E3
Datensatz mit Bulge mit 5-Br-C84
Zellaxen a= 35.1A a=481A a=359A a=428A a=4232A a= 42.70 A a= 41.94 A a=39.805 A
b= 351A b=48.1A b=359A b=39.8A b=4232A b= 4270 A b= 4194 A b =39.805 A
c=1412A c=31.7A c=713A c=29.4A c=28.87A c=12753A ¢=127.09A c=35578 A
Zellwinkel a= 90.0° a= 90.0° a= 90.0° a = 90.0° a= 90.0° a= 90.0° a= 90.0° a = 90.0°
B = 90.0° B= 94.4° B = 90.0° B= 955° B= 95.6° B = 90.0° B = 90.0° B = 90.0°
y=120.0° y=90.0° y=90.0° y=90.0° y=90.0° y=120.0° y=120.0° y=120.0°
Raumgruppe P3;21 Cc2 P4, Cc2 Cc2 R32 R32 P3
Volumenginneitszelle 173959.8 A3 73341.4 A3 91892.2 A3 50081.1 As 51705.7 A3 232524.2 As 223546.7 Az 48818.9 A
Vy-Wert 3.0 A3/ Da 2.2 A3/ Da 2.1A3/Da 2.8 A3/ Da 2.72 A3/ Da 2.35 A3/ Da 2.35 A3/ Da 2.68 A /Da
Duplexgna je 2 2 2 1 1 1 1 1
asymmetrische Einheit
Strahlungsquelle ESRF /D2 ESRF /D2 DESY / X11 ESRF /D2 DESY / X31 DESY / X31 Elettra/5.2R  Elettra/5.2R
Wellenlange 1.000 A 1.000 A 0.9090 A 1.000 A 1.000 A 1.000 A 1.000 A 1.000 A
Detektor IP 180 mm IP180 mm  MAR 345180 mm  IP 180 mm IP 180 mm IP 180 mm IP 180 mm MAR 345 mm
Temperatur 100 K 100 K 100 K 100 K 100 K 100 K 100 K 100 K
Max. Auflésung 2.6 A 22A 25A 3.0A 2.8A 2.7A 1.5A 1.6 A
AufldsuUNg patensatz 25-3.0A 25-3.1A 30-26A 20-2.4A 30.0-29A 30.0-2.8A 30.0-16A 300-16A
Gesamtzahl Reflexe 52632 9733 29993 17176 7677 8907 43171 2735
Einzelne Reflexe 2362 1433 2814 1782 1207 1249 5994 624
Rsymm 11.3 % 10.7 % 5.4 % 9.5 % 8.7 % 7.4 % 6.6 % 4.9 %
Reymm letzte Schale 24.7 % 35.8 % 17.1 % 31.0% 23.4% 38.7 % 29.2 % 14.2 %
Vollstandigkeit 97.8 % 93.0 % 99.9 % 89.4 % 99.3 % 97.2 % 96.1 % 97.8 %
Vollstandigkeit g re schale 99.6 % 84.1 % 100% 90.5 % 93.0 % 95.1 % 89.1 % 98.0 %
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Die Anordnung des Bromatoms innerhalb der grofen
Furche kann die Konformation und Kristallpackung
positiv andern und zu einer Steigerung der Datenqualitét
fihren (Anderson et al, 1996). Die Kristallisations
bedingungen der derivatisierten Helices stimmten partiell
mit denen der nativen Fragmente Uberein. Weder die
E25_ noch die E3®—Kristalle zeigten eine Diffrak-
tion. Dafirr erreichte die Helix E3®®* mit 1,6 A eine der Abb. 429 Kristallphoto E™.

nativen Sequenz E3 analoge Auflosung (Abb. 4.29). Das  Nukleotid 84 der 8 bp Helix ist
5-Bromo-Cytidin.

unterstreicht den Einflul3 der Schweratomlage auf die
Kristallpackung: Der réumliche Effekt einer zentralen Bromderivatiserung kann besser
innerhalb der Helix kompensiert werden als in endstandiger Position.

Die optimalen Kristallisationsbedingungen und die statistischen Daten der Rontgendiffraktion
sind in den Tab. 4.9 und 4.10 zusammengestellt. Entscheidend fir die vorliegenden Kristalli-
sationen waren die Additive, die auf interne Faktoren, wie Oligolange, Basenzusammen-
setzung oder 3D-Struktur reagierten. Ein allgemeiner Zusammenhang bestand zwischen der
KristallgrofRe und dem Diffraktionsverhaten. Je lénger der Kristall, desto besser war die
Auflésung. Auch die Qualitdt der Beamline hatte einen grof3en Einflul? auf die Auflésung, wie
eine exemplarische Vergleichsmessung des 8 bp Fragments E3 am DESY (2,7 A) bzw. am
ELETTRA (1,5 A) bestétigte.

4.3.6 Kristallisation unter Mikrogravitationsbedingungen

Um die Auflosung der 5S rRNA Doménen in atomare Bereiche zu steigern, wurden im
Rahmen des NASA-Shuttle-Fluges STS-95 Kristallisationsexperimente unter Bedingungen
der Schwerelosigkeit durchgefihrt. Fir diese Experimente wurden 14 HD8-Reaktoren
(Hanging Drop, 8 pl) am DESY beflllt. Die Bodenkontrollen verblieben bei 18°C in
Hamburg, wahrend die Ubrigen Reaktoren im deaktivierten Zustand zum Kennedy Space
Center in Florida (USA) geflogen wurden. Die Kristallisationszeit nach der Aktivierung im
Weltraum betrug 7,5 Tage. Vor der Shuttle-Landung erfolgte die erneute Deaktivierung der
Reaktoren. Die Kristalle wurden in Mutterlésung (mit 25 % MPD) geerntet und in flissigem
Stickstoff fur den Rucktransport tiefgekuhlt.

Fir die 7 bp Helix B1 konnte eine Vielzahl kleiner hexagonaler Pléttchen erhalten werden;
von der 8 bp Helix E3 waren einige diinne Kristalle gewachsen. (Tab. 4.11). Aufgrund der zu
geringen Grofe und Dicke waren die E3-Kristale fur die Rontgendiffraktion nicht geeignet.
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Der beste Kristall der B1-Helix erzielte dagegen eine Auflésung von 3,0 A (Abb. 4.30). Der
Vergleich mit den Kristallen der Bodenkontrolle, die maximal 4,0 A erreichten, unterstrich
den postiven Einfluf3 der Mikrogravitation auf das Kristallwachstum und das Diffraktions-
verhalten.

Tab. 4.11 Kristallisation und Diffraktion von RNA-Helicesbei der STS-95.

RNA Reaktor RNA-MPD-Screen Reservoir Ort Ergebnis

B1 105 Nr.10 ( 5% MPD) 20 % MPD Weltall 3,0A

B1 135 Nr.10 ( 5% MPD) 20 % MPD Boden 40A

B1 120 Nr. 10 (10 % MPD) 30 % MPD Weltall 35A

B1 110 Nr. 10 (10 % MPD) 30 % MPD Boden 50A

B1 144 Nr. 20 (10 % MPD) 30 % MPD Weltall 3,3A

Bl 132 Nr. 20 (10 % MPD) 30 % MPD Boden Keine Kristalle
E3 134 Nr.20( 5% MPD) 20 % MPD Weltall Keine Kristalle
E3 142 Nr.20 ( 5% MPD) 20 % MPD Boden  Keine Diffraktion
E3 164 Nr. 20 (10 % MPD) 30 % MPD Weltall Keine Kristalle
E3 138 Nr. 20 (10 % MPD) 30 % MPD Boden  Keine Diffraktion
E3 149 Nr. 21 (10 % MPD) 30 % MPD Weltall  Keine Diffraktion
E3 245 Nr. 21 (10 % MPD) 30 % MPD Boden  Keine Diffraktion
E3 250 Nr. 10 (10 % MPD) 30 % MPD Weltall  Keine Diffraktion
E3 247 Nr. 10 (10 % MPD) 30 % MPD Boden  Keine Diffraktion

30A

Abb. 4.30 Diffraktionsbild desWeltraumkristalls B1 aus dem Reaktor 105.
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Fiur das schlechtere Ergebnis gegeniber den vorangegangenen Experimenten (2,6 A,
vergleiche Tab. 4.8) kommen verschiedene Ursachen in Betracht. Zum einen differierte die
Intensitét der Strahlungsguellen am ESRF (ID2) bzw. DESY (X11). Zum anderen lief3 die
gelartige Konsistenz der Losung in den Reaktoren auf eine zu grof3e Verringerung des
Tropfenvolumens schlief3en, die nicht mit der theoretischen Kinetik korrelierte. Bei einer
Uberpriifung der Dichtigkeit wiesen selbst die deaktivierten Reaktoren einen Volumenverlust
auf, so dal3 von einem Kriechen der Flussigkeit zwischen Kolben und Glaswand mit

nachfolgend unkontrollierter Diffusion ausgegangen werden mufite (Tab. 4.12).

Tab. 4.12 Volumenverringerung in HD8-Reaktor en.
RNA Reaktor RNA-MPD-Screen Reservoir Status V1 11ag [M]  Vr117age [H]

Bl 135 Nr.10( 5% MPD) 20 % MPD  deaktiviert 7,6 6,5
E3 245 Nr.20( 5% MPD) 20 % MPD aktiviert 6,0 14
Bl 110 Nr. 10 (10 % MPD) 30 % MPD  deaktiviert 7,1 6,1
E3 142 Nr. 10 (10 % MPD) 30 % MPD aktiviert 29 2,6
Bl 132 Nr. 20 (10 % MPD) 30 % MPD  deaktiviert 7,7 7,7
E3 247 Nr. 20 (10 % MPD) 30 % MPD aktiviert 29 2,7

4.3.7 Strukturelle Eigenschaften des 8 bp Fragments der Doméne E

Die Struktur der Helix E3 wurde mit der Methode des molekularen Ersatzes gelost. Als
Suchmodell diente das synthetische Oligoribonukleotid rf[U(UA)sA].. Das Prinzip der
Methode ist die Bestimmung von Rotationss und Trandationsfunktionen, die die
ortsunabhangigen Pattersonrdume von Modell- und Zielstruktur zur Deckung bringen. Der
Pattersonraum reprasentiert einen Vektorraum, der aus den Strukturfaktoramplituden
berechnet wird. Die helikale RNA-Struktur entspricht dem A-Typ. Die wesentlichen
Charakteristika sind ein relativ weiter Helixdurchmesser, die rechtsgangige Verwindung, eine
anti-Konformation der glycosidischen Bindung, 11 bp pro Helixwindung sowie eine 19°-
Neigung der Basenpaare zur Helixachse (Cg-endo-Zuckerkonformation). Daraus resultieren
eine enge & tiefe grof3e Furche und eine breite & flache kleine Furche. Abb. 4.31 zeigt die
kompakte Fullung der Helix E3 mit 47 Wassermolekilen entlang der grof3en Furche.
Insbesondere die Sauerstoffatome der Phosphatgruppen und die 2'-Hydroxylgruppen sind
stark hydratisiert. Die 2'-Hydroxylgruppen bilden direkte und wasservermittelte Kontakte
innerhalb der Helix aus, und sie sind ebenfalls in intermolekulare Wechselwirkungen
involviert. Dieses strukturierte Netz an Wasserstoffbriicken ist fir den Erhalt der

dreidimensionalen RNA-Struktur verantwortlich.
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Abb. 431 Struktur der E3-Helix mit 1,5 A
Auflosung. Die antiparallen RNA-Strange sind
grin und rot dargestellt; die Wassermolekile
erscheinen blau. Innerhalb einer Tasche der
groRen Furche des 8 bp Fragments konnte
auRerdem eine lonenbindungsstelle fiir ein Ba*-
lon aus der Kristallisationslosung lokalisiert
werden (gelb).

Der haufigste und stabilste Mismatch in der ribosomalen 5S RNA ist die Tandemformation
von G:U-Wobble-Basenpaaren (Wu et al., 1995). Durch den Austausch der exozyklischen
4-Aminogruppe des Cytosins gegen ein Sauerstoffatom am Uridin ist das G:U-Basenpaar tber
zwel neue Wasserstoffbriickenbindungen verbunden (GUA N1 — URI O2, GUA O6 — URI
N3). Dieser Mismatch wird durch drel strukturelle Wassermolekiile stabilisiert. Sie stellen ein
Netzwerk an Wasserstoffbriicken zwischen den Basen her, das die fehlende dritte
Wasserstoffbriickenbindung einer G:C-Basenpaarung kompensiert (Abb. 4.32).

GUA 96 ‘f

"‘hu = T

URI 95

GUA 81

Abb. 4.32 G:U-Wobble-Basenpaar e und Wasser molekile (blau) in der RNA-Helix E3.

Sehr gut ist in Abb. 4.32 der sogenannte ,,cross-strand G stack” zu erkennen, d. h. die
Stapelung der beiden Guanine aus den entgegengesetzten Strangen. Dieses Motiv kehrt mit
einer r.m.s.-Abweichung von 0,54 A in der Doméne A der Thermus flavus 5S rRNA wieder
(Perbandt er al., 1999). Des weiteren sind die Strukturen der G:U-Basenpaare in den
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Domaénen E der 5S rRNASs aus Th. flavus und E.coli identisch (Dallas & Moore, 1997). Somit
kann dieses Motiv als strukturell konserviert angesehen werden.

Als weitere Besonderheit enthélt die RNA-Duplex der Doméane E ein ungewohnliches G:C-
Basenpaar in nicht-Watson-Crick-Formation. Anstelle der erwarteten drei Wasserstoffbriicken
(GUA N2 -CYT 02, GUA N1 —-CYT N3, GUA O6 — CYT N4) wurden fur das Basenpaar
GUA92:CYT84 zwe neue Verknupfungen gefunden (GUA N1 — CYT 02, GUA 06 —
CYT NB3), die dem oben beschriebenen G:U-Wobble dhneln. Die Struktur wird zusétzlich
durch benachbarte Wassermolekile (z. B. am CYT N4) oder durch intermolekulare RNA-
RNA-Wechselwirkungen stabilisiert. Eine Wasserstoffbriicke verbindet GUA N2 mit der
2’ -Hydroxylgruppe des benachbarten Guanosins 83 (Abb. 4.33). Diese neue Konformation
lalt sich entweder durch eine Amino-Imino-Tautomerie des Cytosins oder durch eine

zusétzliche Protonierung des CY T N3-Atoms erklaren.

Abb. 4.33 GUA92:CY T84 Basenpaar in wobble-dhnlicher Anordnung.
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