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5. DISKUSSION

5.1 RNA-Kristallisation

Aufgrund der Komplexitét biologischer Makromolekile stellt die Rontgenstrukturanalyse die
geeignetste Methode zur Strukturaufkl&rung dar. Unabdingbare Voraussetzung fir die
Anwendung der Methode sind nicht nur Kristalle — sondern Kristalle, die gut diffraktieren. In
den seltensten Féllen fuhrt die Kristallisation im ersten Ansatz zu wohlgestalteten, hoch-
auflosenden Kristallen, die biochemische Einblicke erlauben. Stattdessen sind die folgenden
sieben Phdnomene zu beobachten:

(1) keine Kristalle, (2) Mikrokristalle, (3) kleine Kristalle, (4) Twin-Kristalle, (5) Aggregate,
(6) nicht reproduzierbares Kristallwachstum oder (7) Kristalle mit schlechter Diffraktion.
Diese Phanomene traten auch bei der ribosomalen 5S RNA auf. Die Isolierung und
Kristallisationsanalyse nativer 5S rRNAs aus einer Vielzahl pro- und eukaryotischer
Organismen und die nachfolgende Verbesserung der Kristallisationsbedingungen fur die
Thermus flavus Variante fuhrte zu einem morphologisch ansprechenden, kompakten Kristall.
Die Diffraktion im hochenergetischen Synchrotronstrahl endete jedoch bei einer geringen
Auflésung von 7,4 A (Phanomen 7), die sich aus dem Sekundarstrukturmodell mit einer
intrinsischen Flexibiltét des Molekils erklart. Aufgrund der in Rekonstitutionsexperimenten
nachgewiesenen hohen Konservierung der dreidimensionalen Struktur der 5S rRNA lag die
Vermutung nahe, da3 das mangelnde Diffraktionsverhalten auf ale nativen
5S rRNA-Molekile zutrifft. Eine Verbesserung im Zuge einer ausschliefdlichen Optimierung
des Kristallisationsfensters war damit nicht zu erwarten. Die potentiell geringe Breite des
Kristallisationsfensters unterstreichen Ansétze verschiedener nativer 5S rRNAs pflanzlichen
Ursprungs mit minimalen Sequenzunterschieden von ein bis zwel Nukleotiden, die nur in
einer einzigen Bedingung und fur ausschlieffdlich einen Wildtyp (mung bean) kleine Kristalle
ergaben (personliche Mittellung: Prof. Dr. Jan Barciszewski, Universitét Poznan).

Im Rahmen dieser Arbeit wurde deshalb ein strukturelles Design des 5S rRNA-Molekils
untersucht, dessen Herausforderung in der Erhéhung der Kristallisierbarkeit bei Erhalt der
biochemischen Aktivitdt bestand. Einen neuartigen Ansatz bot ein hochkonserviertes
Tetraloop/Tetraloop-Rezeptor-Motiv aus katalytischen RNAs, das sich durch eine geringe
Grole und eine bestehende Funktionalitét auch aufRerhalb des urspringlichen Kontexts
auszeichnet (Ferré-D’Amaré et al., 1998). Die Anwendung als Kristallisationsmodul stellt
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einen , trial and error” -Prozef3 dar, der dazu dient, jenes Konstrukt zu finden, das durch
intensive, intermolekulare Kontakte zu geordneten Kristallen fuhrt. Die Klonierung mehrerer
Konstrukte, die Tetraloop und Rezeptor in verschiedenen Positionen und Orientierungen
tragen, war fur die 5S rRNA begrenzt. Bereits die kleinste zu realisierende Sequenzvariation,
welche die TL/TR-5S rRNA (Abb. 4.1c) durch die Rezeptor-Insertion im Bereich der
Doméne B verkorperte, ging mit einem partiellen Verlust der RNA-Bindung an das
ribosomale Protein TfIL18 einher. Da biochemische und strukturelle Studien auf die
essentielle Bedeutung der 5S rRNA fir die strukturelle Integritét des Ribosoms hinweisen
(Khaitovich & Mankin, 1999; Ban et al., 2000), ist von einer weitgehenden Abdeckung der
relativ kleinen RNA mit ribosomalen Proteinen auszugehen. RNA-Mutationen fuhren mit
hoher Wahrscheinlichkeit zum Verlust der Bindung eines oder mehrerer Proteine. Die nicht
erfolgte Verbesserung der 5S rRNA-Kristalisation korreliert mit der Statistik des Moduls.
Maxima 50 % der Konstrukte kristallisierten bel Ferré-D’ Amaré et al. (1998), von denen
wiederum nur 8 % eine hinreichende Auflésung von biszu 3,5 A erzielten.

Eine weitere Strukturvariante beinhaltete eine Deletion der Doméne C. Die ldee war, die
Beweglichkeit des Gelenkarms der 5S rRNA zu unterbinden. Die kreiselférmigen Kristale,
die u. a. in der MPD-haltigen Screen-Bedingung Nr. 33 (Scott et al., 1995) innerhalb von funf
Monaten bei 18°C wuchsen, konnten aufgrund des zeitlichen Rahmens nicht reproduziert und
vermessen werden (Phanomen 6). Des weiteren war der erwartete vollstandige Verlust des
TfIL18-Bindungsvermdgens eingetreten.

Auch ein helix engineering an beiden Mutanten, bei dem verschiedene 3'-Enden durch
diverse Restriktionsenzyme und run-off Transkription erzeugt wurden, fihrte zu keinen dem
Wildtyp vergleichbaren Kristallen. Offensichtlich verkorperte die im Verlauf der Evolution
optimierte Struktur des Wildtyps die stabilste Form der nackten 5S rRNA. Deren
Kristallwachstum konnte in mehreren Bedingungen der Sparse Matrix von Scott et al. (1995)
reproduziert und damit ein negativer Effekt der in-vitro Transkription oder Aufreinigung
ausgeschlossen werden.

Die Simulation der natirlichen RNA-Umgebung in der Zelle schlief3t Bindungspartner ein,
deren Interaktionen die RNA-Struktur beeinflussen. Wahrend dieser Einflul® aufgrund ihrer
Transportfunktion bei tRNAs kaum ausgeprégt ist (Perona et al., 1991), wurde ene
kompaktere 5S rRNA-Struktur im Ribosom gegeniiber der ungebundenen Form beobachtet
(Funari et al., 2000). Folgerichtig stabilisierte die Komplexierung der flexiblen Gelenk-
verbindungen der Domane B durch das ribosomale Bindungsprotein TfIL18 den Th. flavus
5S rRNA Wildtyp, so dal3 ein regelméldiger, volumindser Kristall geziichtet wurde. Diese
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Strategie der Kokristallisation erwies sich bereits in anderen Fallen as erfolgreich, wie z. B.
bei einem Komplex aus der RNA-bindenden Doméne des ribosomalen Proteins BstL11 und
einem 58 nt Fragment der E. coli 23S rRNA (Conn et al., 1999) oder im grof3en Rahmen am
gesamten Th. thermophilus Ribosom (Y usupov et al., 2001). Bedingt durch eine wiederum
sehr lange Inkubationszeit von 3,5 Monaten lagen die Reproduzierbarkeit des Wachstums und
die Datensammlung des Komplexkristalls nicht mehr im zeitlichen Rahmen der vorliegenden
Arbeit. Beschleunigende Kristallisationsexperimente im Temperaturgradienten sowie mit
erhdhten Prazipitantenkonzentrationen im Reservoir fuhrten nicht zu Kristallen. In Abhangig-
keit vom Diffraktionsergebnis ist weiterhin ein protein engineering denkbar, das eine
Mutation von nicht-bindenden Seitenketten, die in die Kristallpackung involviert sind, umfaft
(Oubridge et al., 1995).

5.2 Kristallisation von Oligoribonukleotiden

In den vergangenen Jahren ist ein sprunghafter Anstieg publizierter Kristallisationsdaten und
Strukturen von kurzen Oligoribonukleotid-Helices zu verzeichnen (Lorenz et al., 1993; Cruse
et al., 1994; Schindelin et al., 1995; Anderson et al., 1996; Ott et al., 1996; Biswas
et al., 1997; Forster et al., 1999; Muller et al., 1999). Ein wesentlicher Grund durfte in
methodischen Verbesserungen der chemischen RNA-Synthese liegen, die heutzutage die
Produktion von 50-mer Oligoribonukleotiden ermoglicht, die sich durch Homogenitét und
grofRe Ausbeuten auszeichnen. Ein zweiter Grund fir das gestiegene Interesse an kleinen
RNA-Molekilen ergibt sich aus zwei Beobachtungen: Zum einen erhdhen sich mit
abnehmender Kettenlange die Kristallisationswahrscheinlichkeit und die Diffraktionsqualitét
(Berman et al., 1996). Zum anderen war die Struktur der E. coli Doméne E als integraler
Bestandteil der intakten 5S rRNA identisch mit der isolierten Doménenstruktur (Grine et al.,
1996b). Auf diesen Beobachtungen basiert der Ansatz, Uber die Lésung von Partialstrukturen
grof3e Molekllstrukturen zu konstruieren. Voraussetzung ist die Kenntnis der Sekundéar-
struktur fir eine sinnvolle Doméanendefinition.

Diese Strategie wurde auch auf die Th. flavus 5S rRNA angewandt. Anknipfend an viel-
versprechende Ergebnisse bei den Doménen A und E (Betzel et al., 1994; Perbandt et al.,
1998) lagen die Schwerpunkte der vorliegenden Arbeit auf der Kristallisation der Doméanen B
und C sowie auf der Optimierung der Auflésung fur die Doméne E. Dabei konnte auf
verschiedene Sparse Matrix Screens zurtickgegriffen werden, die passend fir die Kristallisa-
tion von Oligonukleotiden entwickelt wurden (Doudna et al., 1993; Scott et al., 1995; Berger
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et al., 1996). Sie erlauben ein schnelles Durchmustern empirisch bewahrter Bedingungen,
beinhalten jedoch aufgrund der Unvollstéandigkeit das Risiko, das Kristallisationsfenster nicht
zu treffen.

Die systematische Analyse der Kristallisation auf MPD-Basis anhand einer Vielzahl von
5S rRNA-Fragmenten unterstrich nicht nur die kristallisationsfordernden Eigenschaften von
Kobalthexaminchlorid, sondern auch die Bedeutung der richtigen lonenkombinationen. Sie
konnten in sechs Bedingungen zusammengefaldt werden, die fur das Vorscreenen kleiner
RNA-Molekile auf ihr Kristallisationspotential geeignet sind (vergleiche Abb. 4.24).
Wahrend der helikale Bereich der Doméne E gegenliber einer Verdnderung der Bedingungen
sehr resistent war und eine Vielzahl morphologisch identischer Kristalle ergab, fuhrten die
Bulge-Nukleotide in der Doméne C zu einer signifikanten Verkleinerung des Kristallisations-
fensters. Erst im Zuge ener Sequenzstabilisierung wurden Twin-Kristalle erhaten
(Phé@nomen 4, siehe Abschnitt 5.1), die durch eine systematische Veranderung der Kristalli-
sationsbedingungen zum isomorphen Einkristall optimiert werden konnten.

Zwei grundsétzliche Moglichkeiten der Sequenzvariation sind repetitive G:C-Basenpaare
beidseitig der Bulge-Struktur, die intramolekular eine Unterbindung der helikalen Aufweitung
und Molekilbeweglichkeit bewirken sollen, sowie 3'-Uberhéange (wie 5-Bromo-Uridin), die
eine intermolekulare Stapelung induzieren kdnnen. Wéahrend beide Strategien fur die C-Helix
erfolgreich verliefen, kristalisierte die B-Helix nicht mit einem singul&ren Bulge-Adenylat
(Phdnomen 1). Fir das Bulge-Nukleotid bestand die Mdglichkeit der Interkalation in die
Helix oder einer Verlagerung nach aul3en. Interkaliert die Base, ist ein Abknicken der Helix
die Folge. Der Krimmungswinkel hangt hierbel von der Art und Anzahl der Basen im Bulge
ab (12,1-15,5° je ADE). Mit der Konformationsanderung ist eine Schwachung benachbarter
Basenpaare und eine flexiblere Struktur verbunden (Lilley, 1995). Eine nach auf3en gewolbte
Base kann zusétzlich in Wechselwirkung mit anderen Molekilen treten. Eine potentielle
Kontaktstelle wére die kleinen Furche, wobel insbesondere die Art der Base (Purin oder
Pyrimidin) fir die Interaktion und die Stabilitét entscheidend ist. Im Fall der B-Helix wurde
die Kristallpackung durch einen dieser beiden Effekte nachhaltig gestort.

Eine weitere Optimierung des Kristallwachstums ausgewahiter RNAs wurde unter Mikro-
gravitationsbedingungen durchgefihrt. Durch Reduktion der Konvektionsstrome sowie der
Sedimentation von Kristallisationskeimen in der Schwerelosigkeit werden ein gleichméafdiger
Kristallaufbau und eine hohere Packungsdichte unterstiitzt (Erdmann et al., 1989).
Morphologisch zeigt sich die fehlende Gravitation in einem gleichméldigen Kristallwachstum
in alen drei Raumrichtungen gegeniber einem linearen Wachstum am Boden, das
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vorzugsweise nadelformige Kristalle ergibt. Obwohl nur 60 % aler NASA-Weltraumproben
diffraktierende Kristalle ergaben, erzielten 37 % eine bessere Auflésung, as sie jemals in
Bodenexperimenten gemessen wurde (http://crystal.nasa.gov). Diese Zahlenwerte
verdeutlichen einerseits das Potential der Kristallisation unter Mikrogravitationsbedingungen,
andererseits die Schwierigkeiten, die richtigen Einstellungen fur die Kristallisation in den
Weltraumreaktoren zu finden. Neben der chemischen Komposition der Kristallisationsldsung
spielen hier insbesondere die veranderten physikalischen Parameter eine Rolle, wie Tropfen-
grofe, Abstand des Tropfens zum Reservoir, Diffusionsprozesse durch das reservoir-
aufnehmende Polymer, Standzeiten zwischen Reaktorbeflllung und Aktivierung oder
mechanische Erschitterungen bei Start und Landung.

Der Vergleich der Weltraumkristalle mit den Bodenkontrollen am Beispiel der B-Helix sprach
mit maximalen Auflésungen von 3,0 A zu 4,0 A fir das Weltraumexperiment. Die nicht
erreichte Steigerung der Datenqualitét, bezogen auf den besten vorherigen Bodenmef3wert von
2,6 A, war auf Hardwareprobleme, unterschiedliche Beamline-Intensitdten und eine u. U.
suboptimale Abstimmung der Kristallisationsbedingungen im HD8-Reaktor zurtickzuf ihren.

5.3 RNA-Strukturmotive

Die Regeln der RNA-Faltung und der RNA-Konformation stellen wichtige Merkmale dar, die
die RNA-Struktur und ihre Funktion definieren. Die feste Kristallpackung des 8 bp Fragments
der Doméane E und ein niedriger Solventanteil von 37 % resultierten in einer ausgezeichneten

Auflésung von 1,5 A, die eine detaillierte Analyse spezieller Strukturmotive erméglichte.

Wie bereits von Betzel et al. (1994) am Beispiel der Th. flavus 5S rRNA Doméne A gezeigt,
besitzen auch in der Doméane E Wassermolekiile eine essentielle Bedeutung fur die RNA-
Struktur. Das Verhdtnis Wassermolekile zu Nukleinsaureatome betragt in der E3-Helix
80 zu 343. Zusétzlich wurde eine stabilsierende Wechselwirkung der RNA-Helix mit einem
Ba’*-lon beobachtet, das eine oktahedrale Koordinationsgeometrie aufweist. Drei von sechs
Koordinationsstellen sind zwel Purine; die verbleibenden drei sind mit Wassermolekilen aus
der groféen Furche belegt (Perbandt et al., 2001).

Die G:U-Wobble-Basenpaare in Tandemformation werden in der E-Helix durch strukturelle
Wassermolekile stabilisiert. Diese Konformation korrespondierte nicht nur mit dem G:U-
Motiv in der Domane A der Th. flavus 5S rRNA (Betzel et al., 1994), sondern ihre hohe
Konservierung wurde auch in Kristallstrukturen der E. coli 5S rRNA Doméne E bestétigt
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(Correll et al., 1997a). Darlber hinaus tritt dieses Hydrationsmuster in anderen RNA-
Strukturen, z. B. von mRNASs, auf (Biswas et al., 1997) und ist sogar dem einzelner G:U-
Basenpaare, wie im Akzeptor-Stamm der ##RNA (Mdiller et al., 1999), vergleichbar. Die
strukturelle Bedeutung eines G:U-Wobble-Basenpaares ist von Musier-Forsyth et al. (1995)
am Beispiel der Aminoacylierung gezeigt worden. Die ungepaarte exozyklische 2-Amino-
gruppe des Guanosins ist essentiell fir die Erkennung der ~'%RNA durch die korrespon-
dierende Aminoacyl-tRNA-Synthetase und die nachfolgende Beladung mit der Aminoséure.
Obwohl im Fall der bakteriellen 5S rRNA Doméne E die G:U-Wobble-Basenpaare
Bestandteil der Konsensussequenz sind (Leontis & Westhof, 1998), konnte keine absolute
Notwendigkeit fir die Wechselwirkung mit dem ribosomalen Bindungsprotein L25
nachgewiesen werden (Stoldt et al., 1999; Lu & Steitz, 2000).

Die E3-Kristallstruktur enthdt das ungewohnliche G92:C84-Basenpaar in einer wobble-
ahnlichen Konformation. Die Existenz von nur zwei, neuartigen Wasserstoffbriicken kann
durch eine Amino-Imino-Tautomerie des Cytosins oder durch die Protonierung des N3-Atoms
begrindet sein. In beiden Fallen wird aufgrund des fehlenden H-Akzeptors die klassische
Watson-Crick-Wasserstoffbriicke GUA N1 — CYT N3 blockiert, was eine Drehung des
Cytosins in die neue Konformation zur Folge hat. Wahrend das Auftreten der Iminoform in
der Literatur als wenig wahrscheinlich eingeschétzt wird (Saenger, 1987), sind protonierte
Cytosine bereits in einem anderen Kontext — bei der Ausbildung von Triple-Helices linearer
DNA-Molekile — beobachtet worden (Leitner et al., 1998). Der leicht saure pH-Wert des
verwendeten Kristallisationspuffers konnte die Protonierung beginstigen. Weltere, eigene
Versuche sollten eine detaillierte Erklérung bringen: Zum einen wurden die Kristallisations-
bedingungen optimiert, um Kristalle htherer Packungsdichten und mit atomaren Aufldsungen
zu ziichten. Das erreichte Maximum, die Aufldsungsgrenze, lag bei 1,5 A. Zum anderen
wurde die E3-Helix mit Brom modifiziert und kristalisiert, um Uber diese strukturelle
Variation und den Ansatz des isomorphen Ersatzes u. U. ein genaueres Strukturbild zu
erhalten. Der derivatisierte Kristall war im neutralen pH-Bereich gewachsen, der ener
externen Protonierung entgegenwirkt. Die maximale Auflésung betrug 1,6 A. In der
Elektronendichtekarte konnte das kovalent gebundene Brom-Atom in der C5-Position des
Cytosins 84 lokalisiert werden. Neue Erkenntnisse werden aus der Strukturverfeinerung
erwartet. Die Antwort, ob es sich bei diesem erstmalig enthiillten G:C*-Basenpaar um ein
neues Faltungs- oder Erkennungsmotiv in RNA handelt oder ob die Konformationsanderung
ausschliefdlich durch intermolekulare Wechselwirkungen in der Kristallpackung induziert
wird, bleibt kiinftigen Forschungen an anderen RNA-Strukturen vorbehalten.
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Ein Vergleich der diskutierten strukturellen Merkmale in den 5S rRNA Helices E von
Th. flavus und H. marismortui (Ban et al., 2000) ist aufgrund einer partiellen
Ubereinstimmung beziiglich Basenpaarung und Sequenz nur bedingt méglich (Abb. 5.1). So
gestaltet sich durch die artspezifische Variabilitdt auch die angedachte Ubertragung der

Ribosomenstruktur von H. marismortui auf E. coli sehr schwierig (Brimacombe, 2000).

5’ [OIIEGC- GG 3
3’ ECECG CC %’

Abb. 5.1 Sequenzen der ribosomalen 5S RNA
5 lelee GUGC 3 Helix E von Thermus flawus (oben) und
Haloarcula marismortui (unten) - entnommen
aus der 5S rRNA-Datenbank (Szymanski et al.,
1999). Die homologen Bereiche sind markiert.

3 [EEYSUC- CG 5

Insbesondere das ungepaarte Uridin innerhalb der H. marismortui Helix E verursacht eine
strukturelle Flexibilitét. Ein dhnlicher, mobiler Effekt konnte bereits in der Th. flavus Doméne
E anhand des Tetral oops beobachtet werden: Die Hairpin-Loops der Molekile A und B in der
asymmetrischen Einheit wurden as hochbeweglich und nicht identisch charakterisiert
(Perbandt et al., 1998). Die direkte Nachbarschaft des Bulge-Nukleotids in H. marismortui
zum ungewohnlichen G:C*-Basenpaar aus Th. flavus bt insbesondere einen Einflul auf
dessen Konformation aus, so dal} die beiden dreidimensionalen Strukturen differieren.
Aufgrund der Datenmenge stehen atomare Auswertungen der Ribosomenstruktur noch aus.

Wassermol ekiile sind den hinterlegten Koordinaten nicht beigeflgt.

Welche Relevanz haben diese Partialstrukturen fir das dreidimensionale Bild der 5S rRNA?
In Kleinwinkelstreuungsexperimenten (SAXS) mit der freien Th. flavus 5S rRNA in Lésung
konnte ihre Gestalt mit einer Auflésung von 13 A erhalten werden (Funari et al., 2000). Das
Modell besteht aus zwei langen Helices, den Domanen B—C sowie D-E, und einer kurzen
Helix, der Domane A, wobei A-D—E eine gekrimmte, zusammenhéngende Helix darstellen.
Diese Struktur kann als Aquivalent einer NMR-Struktur betrachtet werden. Basierend auf der
Beobachtung identischer struktureller Konformationen der Doméane E im isolierten Zustand
und im 5S rRNA-Kontext (Grine et al., 1996b) wurden die bekannten Atommodelle der
5S rRNA Domaénen erfolgreich in die neue SAXS-Gestalt integriert (Funari et al., 2000). Im
Ergebnis entstand ein vorlaufiges Modell der gesamten 5S rRNA. Es zeigt keine tertiare
Interaktion zwischen den Doménen C und E (A-Form der 5S rRNA; Griine et al., 1996b) und
beweist damit die Hypothese der intrinsischen Flexibilitét. Erst die Bindung des ribosomalen
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Proteins L25 fihrte zu einer Anndherung der 0. g. Domanen (B-Form der 5S rRNA) und einer
kompakteren 5S rRNA-Struktur (Svergun & Nierhaus, 2000).

5.4 in-vitro Transkription und RNA-Prozessierung

Aufgrund der Kettenlange der 5S rRNA und dem hohen RNA-Bedarf fir die Kristallisation
kam anstatt einer chemische Synthese die in-vitro Transkription zur Anwendung. Fir die
Maximierung der Transkriptausbeute wurden Bakteriophagen-RNA-Polymerasen sowie die
Th. thermophilus RNA-Polymerase in verschiedenen Reaktionssystemen eingesetzt. Als
prozesslimitierende Schritte waren zu Beginn der Transkription die Reaktion (Initiation) und
mit fortschreitender Zeit infolge Eduktmangels die Diffusion anzusehen. Die biochemische
und verfahrenstechnische Optimierung beider Parameter ergab eine 15-fache Steigerung des
Transkriptionsfaktors, bezogen auf die niedrigste (T7_QprecB_GGL1/Mdl 1) und die hdchste
RNA-Ausbeute (T7_C-Del/Sma I). Im Ergebnis konnten bis zu 1350 5S rRNA-Kopien je
DNA-Template synthetisiert werden, was einer Produktkonzentration von 3,9 mg/ml RNA im
Reaktionsansatz entsprach. Dieser Wert lag im oberen Drittel der Literaturangaben (Promega
Technical Bulletin No. 166).

Ein Problem der in-vitro Transkription mit Bakteriophagen-RNA-Polymerasen ist die
template-unabhéngige Addition eines bis mehrerer Nukleotide an das 3'-Ende des Transkripts
(Milligan et al., 1987). Die daraus resultierende Endheterogenitét kann in ausgewahlten RNA-
Anwendungen stérend wirken, wie bel der in-vitro Beladung von tRNAs mit der
korrespondierenden Aminosdure oder beim homogenen Kristallwachstum. Das ist im Fall der
Kristallisation aber nicht zu verallgemeinern, denn in der Literatur wurden sowohl Beispiele
der fraktionierten Kristallisation beschrieben (Ferré-D’Amaré et al., 1998) als auch die
Notwendigkeit der Aufreinigung einer homogenen Molekllspezies betont, die einen
verzerrungsfreien, gleichmaigen Aufbau des Kristallgitters erlaubt (Doudnaet al., 1993).

Des weiteren werden 5 -Heterogenitaten in ausgewahlten Initiationssequenzen beobachtet:
Zum einen bedingt eine Anhaufung von vier bis funf aufeinanderfolgenden Guanosinen am
Transkriptionsstart die Einflhrung mindestens eines weiteren Guanosins am 5'-Ende (Pleiss
et al., 1998). Zum anderen umgeht die T7 RNA-Polymerase das unvorteilhafte Startnukleotid
Cytidylat durch eine , Sequenzoptimierung” per Addition von Adenylat oder per Verschie-
bung der Initiation, so dal3 die Transkription mit einem Purin beginnt (Helm et al., 1999).

Da mit steigender Reinheit der Probe ein mdglicher Inhibitionsgrund des Kristallwachstums

ausgeschlossen wird, war ein weiteres Ziel der Arbeit, ein homogenes Transkript zu erhalten.
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Drei Methoden der posttranskriptionalen Prozessierung wurden untersucht. Wahrend eine
unspezifische Erkennung von Sekundarstrukturelementen durch die Crotalus adamanteus
Phosphodiesterase | nicht erfolgte, d. h. die 3'-Uberhangende einzelstrangige RNA nicht bis
zur Helix abgebaut wurde, konnte eine spezifische Prozessierung durch RNasen im E. coli
S100-Mix erreicht werden. Unabdingbare Voraussetzung hierfir war eine E. coli Precursor-
sequenz des 9S Primértranskripts. Im Gegensatz zur verminderten Wechselwirkung mit
ribosomalen Proteinen hatten Mutationen im RNA-Konstrukt keinen Einfluld auf die RNase-
Bindung und nachfolgende RNA-Prozessierung. Welche RNasen an der in-vitro als auch der
in-vivo Reifung der Th. flavus 5S rRNA beteiligt sind, ist noch unklar. Die quantitative
Aufreinigung des RNA-Produkts im Gel ist unproblematisch.

Die dritte Methode beinhaltete eine gezielte RNA-Restriktion durch Verwendung des DNA-
Enzyms vom Typ 10-23 (Santoro & Joyce, 1997). Infolge der strikten Trennung des
konservierten aktiven Zentrums im Loop von den variablen Substratbindungsarmen
(Abb. 4.8) ist en fast universdler Einsatz
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5.5 Ribosomale Bindungsproteine der 5SrRNA

Fur die stabilisierende Kokristalisation der ribosomalen Th. flavus 5S RNA war eine
Uberexpression der natiirlichen proteinogenen Bindungspartner von Interesse. Aufgrund der
nicht bekannten Sequenzdaten wurde eine Primérstrukturanalyse aus der genomischen DNA
vorgenommen. Homologien der verschiedenen ribosomalen 5S rRNA Bindungsproteine sind
in Tab. 5.1 dargestellt, wobel die Auswahl der Mikroorganismen exemplarisch nach dem
Grad ihrer Thermophilie erfolgte. Escherichia sp. ist mesophil (37°C), Bacillus sp. wéchst
thermophil (55°C) und Thermus sp. extrem thermophil (70 bis 75°C).
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EcoL5 BstL5 Tthi4 TfILS Tab. 5.1 Prozentuale |dentitét
Ecol5 oo 59,9 58’2 58’2 zwischen ribosomalen  Proteinen.
BstL5 | 59, - 59, 59, Verglichen werden L5, L18 und L25

TthL4 56,5 59,2 - 100

TfiLs | 565 592 100 aus E. coli (Eco), B. stearothermo-

philus (Bst) bzw. B. subtilis (Bsu),

Ecol18 BstL16 Tthi18 TAL18 | Ty thermophilus (Tth) und Th. flavus
EcolL18 - 53,0 44,0 46,0 (Tf|)
BstL18 53,0 - 55,0 58,0 )

TthL18 44,0 55,0 - 93,8
TfIL18 46,0 58,0 93,8 -

EcoL25 BsuCTC TthL5 TfIL25

EcolL25 - 27,7 18,1 17,9
BsuCTC 27,7 - 32,5 32,2

TthL5 18,1 32,5 - 99,0
TfIL25 17,9 32,2 99,0 -

Fur die Interpretation der Proteinhomologien sind die jeweilige Sequenz der proteinbindenden
Domaéne der 5S rRNA und die Thermophilie des Organismus heranzuziehen. Wahrend sich
fir LS und L18 beide Einflisse Uberlagern, mul3 aufgrund vollig identischer 5S rRNA
Domaénen D in E. coli und Th. flavus die mangelnde Homologie von L25 eine Anpassung an
die Thermophilie darstellen. Diese Schluf¥folgerung steht im Einklang mit Lu & Steitz (2000),
die eine Wechsalwirkung der nicht-konservierten Aminosaurereste mit den Basen
beobachteten. Das Protein CTC bleibt hier unberticksichtigt, da es sich um ein Stref3protein
handelt, dessen Nachweis der Bindung an die 5S rRNA aussteht (Gryaznova et al., 1996).

Der N-Terminus von L18 ist argininreich, aber in den verschiedenen Mikroorganismen fir
eine kooperative Bindung mit dem korrespondierenden ribosomalen Protein L5 variabel
gestaltet (Newberry et al., 1978; Huber & Wool, 1984). Dagegen |&3t die hohe Konservierung
des C-Terminus eine Interaktion mit der 5S rRNA vermuten. Bemerkenswert ist die Sequenz-
abweichung im mittleren Bereich der Aminosduren von 57 bis 72, die auch innerhalb der
Thermus sp. mit dhnlicher optimaler Wachstumstemperatur (70°C bel Th. thermophilus
gegenuber 75°C bel Th. flavus) auftritt. Die aus der Primérstrukturvariation resultierende,
andere dreidimensional e Faltung durfte fir die Hitzestabilitdt von TfIL18 entscheidend sein.
Das fir die Bindung an die 5S rRNA essentielle Fragment 1-91 von L25 (Gongadze et al.,
1999) verfugt Uber eine Vielzahl an Argininen, deren postulierte Relevanz fur eine RNA-
Wechselwirkung sich auf die Phosphatgruppen beschrankt (Stoldt et al., 1999). Stattdessen
sind die Aminosauren von EcoL 25, die mit den Basen der 5S rRNA in Kontakt treten, kaum
konserviert (Lu & Steitz, 2000). Dieim Vergleich zu TL5 beobachteten beiden Mutationen in
TfIL25 sind ohne Bedeutung: Vain27 substituiert die ebenfalls hydrophobe Aminosdure
Leucin, und der Austausch von Asparaginsdure gegen Vainl54 erfolgte im nicht-bindenden

Proteinbereich.
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