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1 EINLEITUNG

1.1 Kristallisation und Réntgenstrukturanalyse

Im Jahr 1912 wurden durch Max von Laue, Walter Friedrich und Paul Knipping
erstmalig Streuexperimente mit Rontgenstrahlen an Kristallen durchgefuhrt. Max von
Laue wurde flr diese Experimente und die daraus resultierenden Ergebnisse im Jahr

1914 mit dem Nobelpreis fur Physik ausgezeichnet.

Obwohl bereits im Jahr 1934 das erste Diffraktionsbild eines Proteins aufgenommen
werde konnte, dauerte es bis 1960 bis Max Perutz und John Kendrew die ersten
Proteinstrukturen rontgenkristallographisch aufklarten. Perutz verdffentlichte in
diesem Jahr die dreidimensionale Struktur des Hamoglobins (Perutz et al., 1960) und
Kendrew die des Myoglobins (Kendrew et al., 1960); Proteine, die den
Sauerstofftransport im Blut bzw. im Herz- und Skelettmuskel bei Saugetieren
sicherstellen. Fur ihre Arbeiten erhielten Perutz und Kendrew 1962 den Nobelpreis

fur Chemie.

Auf dem Gebiet der Rontgenkristallographie von Nukleinsduren machten im Jahr
1953 James Watson und Francis Crick die wohl spektakularste Entdeckung. Sie
klarten die dreidimensionale Struktur der DNA-Doppelhelix auf (Watson et al., 1953a)
und leiteten gleichzeitig genetische Implikationen, wie einen Replikations-
mechanismus, daraus ab (Watson et al., 1953b). Beide Forscher wurden ebenfalls im

Jahr 1962 fur ihre Arbeit mit dem Nobelpreis flir Medizin ausgezeichnet.

Mittlerweile sind in der Proteindatenbank (Berman et al., 2000) fast 68.000 Strukturen
hinterlegt. Davon sind ca. 63.000 Proteinstrukturen, 2.200 Nukleinsaurestrukturen
und 2.800 Strukturen von Protein-Nukleinsaurekomplexen. 59.000 Strukturen wurden
mittels  Rontgenstrukturanalyse  aufgeklart und 8.600 durch  Nukleare
Magnetresonanz-spektroskopie. Diese rasante Zunahme von Strukturen biologischer
Makromolekule hat auch das Verstandnis fir die Funktion dieser stark erweitert. So
lassen sich durch das Wissen um die Struktur eines Molekiils bessere Aussagen
Uber dessen Wirkungsweise und Wechselwirkungen mit anderen Biomolekulen oder
Reaktionspartnern treffen. Auf’erdem ist nur durch das Wissen um die rdumliche
Struktur von Molekilen eine rationale Wirkstoffentwicklung moglich (Erdmann et al.,
2008).
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‘1.1.1 Kristallisation und Kristalle

Die Erzeugung von geordneten Einkristallen ist der kritische Schritt der
Rontgenkristallographie. Da nicht vorhersagbar ist unter welchen Bedingungen eine
Substanz kristallisiert, sind aufwendige Testverfahren notwendig, um die optimalen
Bedingungen zur Erzeugung eines Einkristalls herauszufinden. Dazu werden
verschiedene Parameter variiert, die das Kristallwachstum beeinflussen: die
Konzentration der zu kristallisierenden Substanz, die Konzentration des
Fallungsmittels, der pH-Wert, die Temperatur und verschiedene Additive. Auch
weniger offensichtliche Bedingungen Uben einen Einfluss auf das Kristallwachstum
aus; dazu zahlen die Reinheit der Probe, Konvektion, Vibrationen, auch durch

Gerausche, und das Alter der Probe.

Ein Kristall ist eine dreidimensionale Anordnung von Atomen oder Molekilen in
identischer Orientierung, die, abgesehen vom Diamant, durch nicht-kovalente
Interaktionen zusammengehalten werden. Das kleinste Volumenelement eines
Kristalls, das reprasentativ fir den Gesamtkristall ist, stellt die Einheits- oder
Elementarzelle dar. Die Elementarzelle ist durch sechs Parameter, die
Gitterkonstanten, definiert. Es kdnnen sieben verschiedene Achsensysteme definiert
werden, die sich durch die spezifischen Rahmenbedingungen fir die
Gitterkonstanten unterscheiden. Unter Bericksichtigung der verschiedenen
Gitterzentrierungen - primitiv (P), flachenzentriert (A, B, C, F) und innenzentriert (1) -

konnen 14 Bravais-Gitter abgeleitet werden.

Die Elementarzelle kann durch Symmetrieelemente in asymmetrische Einheiten
unterteilt werden, die im einfachsten Fall aus einem Molekil bestehen. Die
Symmetrie einer Elementarzelle ist definiert durch die Raumgruppe. Bereits Ende
des 19. Jahrhunderts konnte gezeigt werden, dass es insgesamt 230 mogliche
Raumgruppen gibt. Allerdings sind durch den enatiomeren Aufbau von
Nukleinsauren bzw. Proteinen keine Spiegelsymmetrien erlaubt, so dass es fir diese
Molekule nur 65 Raumgruppen gibt. Die periodische Anordnung der Elementarzellen
im Kristall fUhrt zu Ebenen, die gleichartig mit Atomen besetzt sind. Diese Netz- oder
Gitterebenen sind mit konstantem Abstand d zueinander angeordnet und werden

durch die Millerschen Indizes h, k und / beschrieben.
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1.1.2 Rontgenstrukturanalyse

Treffen Rontgenstrahlen auf einen Kristall wird ein Teil der Strahlung an der
Elektronenhulle der im Kristall befindlichen Atome bzw. Molekule gestreut. Trifft
Strahlung einer bestimmten Wellenlange A im Winkel 6 auf einen Satz paralleler
Ebenen mit den Indizes hkl und einem Ebenenabstand dnqy und wird im gleichen

Winkel abgestrahlt, entsteht ein diffraktierter Strahl, wenn 6 die Bragg-Gleichung
n-A=2-d,,-smé

erfullt. Es kommt zu konstruktiver Interferenz der reflektierten Wellen
aufeinanderfolgender paralleler Ebenen. Ziel der Roéntgenstrukturanalyse ist es
zunachst die Positionen und Intensitaten der diffraktierten Strahlen, der Reflexe, zu

bestimmen.

Die Fouriertransformation erlaubt eine Fourier-Serie der Reflexe in eine Fourier-Serie
der Elektronendichte zu konvertieren. Ziel ist es, die Funktion der Elektronendichte
p(x,y,z), deren Graph die Elektronendichtekarte des untersuchten Molekuls ist, zu
berechnen. Zunachst werden die Strukturfaktoren kalkuliert. Ein Strukturfaktor Fp
beschreibt einen diffraktierten Rontgenstrahl, der vom Detektor registriert wird und
kann als Fourier-Serie dargestellt werden. Dabei gibt jeder Term den Beitrag eines
einzelnen Atoms zum Reflex hkl/ an. Die folgende Gleichung zeigt einen einzelnen
Term, der als atomarer Strukturfaktor fyy bezeichnet wird, und den Beitrag eines

Atoms j zum Reflex hkl beschreibt:

2k +z))
S = fje R

Da ein diffraktierter Strahl eine dreidimensionale Welle, der Summe der Beitrage aller
Atome der Einheitszelle ist, ist der Strukturfaktor Fnx einer Einheitszelle mit n Atomen
die Summe aller atomaren Strukturfaktoren der einzelnen Atome. Der Strukturfaktor

eines Reflexes wird durch die folgende Gleichung beschrieben:

n
_ 271 (hx; +hy, +iz )
Fou= ije .
=

Die Strukturfaktoren kénnen auch als Summe der Beitrage der Elektronendichte von
Volumenelementen der Einheitszelle beschrieben werden. Die Gleichung fur die
Elektronendichte ist die Fouriertransformation der Strukturfaktoren:
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p(x, ¥, Z) — l ZZZElkle—2ﬂi(hx+ky+lz).
V h k1

Fri ist eine Wellenfunktion, die durch die drei Parameter Frequenz, Amplitude und
Phase definiert ist. Die Intensitat /,x eines Reflexes und die Position hk/ des Reflexes
sind direkt aus dem Diffraktionsmuster mess- oder berechenbar. Die Phase eines
Strukturfaktors kann jedoch nicht direkt bestimmt werden. Dies ist das sogenannte

Phasenproblem der Rontgenstrukturanalyse.

Dieses Problem kann durch den Einsatz von Schwermetallderivaten der nativen
Kristalle gelést werden. Aus der Differenz der Strukturfaktoren von nativem und
derivatisiertem Kiristall, errechnet sich indirekt die Lage der Schweratome aus der
Patterson-Karte und es ist letztlich moglich Aussagen Uber den Phasenterm der
Nukleinsaure oder des Proteins zu machen. Die klassische Methode ist Multipler
Isomorpher Ersatz; dabei sind mindestens zwei Schwermetallderivate notwendig.
Breite Anwendung findet auch die Anomale Dispersion, bei der ausgenutzt wird, dass
bei der Wellenlange, bei der die Schweratome die eingehende Strahlung

absorbieren, Friedels Gesetz aulRer Kraft gesetzt wird.

Eine andere Methode ist die des Molekularen Ersatzes, die zur Strukturaufklarung
wahrend dieser Arbeit eingesetzt wurde. Dabei wird ein strukturell ahnliches Molekul
als Suchmodell eingesetzt, dessen korrekte Position und Orientierung in der
Elementarzelle durch Rotation und Translation bestimmt werden soll. Bei
Ubereinstimmung der berechneten mit den gemessenen Strukturfaktoren werden die
mit Hilfe des Suchmodells gewonnenen Phasen als Startpunkt verwendet, um die

Elektronendichtekarte des zu untersuchenden Moleklils zu berechnen.

1.1.3 Struktureigenschaften von Nukleinsauren

Die Struktur eines Molekils ist definiert durch die raumliche Anordnung seiner
Atome. Diese wird zum einen durch Bindungslangen und Bindungswinkel und zum
anderen durch Rotationen von Atomgruppen um diese Bindungen bestimmt. Der
Furanosering von Nukleinsauren kann 20 verschiedene Konformationen einnehmen,
ohne dass alle Atome in einer Ebene liegen. In Nukleinsauren sind allerdings fast
ausschlieBlich die C3'-endo- oder die C2'-endo-Konformation anzutreffen. Diese
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unterscheiden sich dadurch, dass bei einer Projektion der Zuckeratome C1‘, C4‘ und
O4‘ auf eine Ebene entweder das C2‘-Atom — C2‘-endo — oder das C3‘-Atom — C3'-

endo — oberhalb dieser Ebene liegt.

Weiterhin gibt es sechs Torsionswinkel, die die Konformation des Zucker-Phosphat-
Ruckgrats eines Nukleotids festlegen: a, B, vy, 6, € und ¢. Dazu kommt der Winkel y,
der die Orientierung der Base in Relation zur Ribose beschreibt. Die Winkel werden
in der organischen Chemie und Biochemie in Klassen nach Klyne und Prelog
eingeteilt. Dabei werden die Winkel mit syn, anti, synclinal und anticlinal bezeichnet.
In wissenschaftlichen Veroffentlichungen kristallographischer Ergebnisse werden

aber haufig die Bezeichnungen cis, trans und gauche verwendet (Saenger, 1984).

Daneben lasst sich die relative Bewegung eines Basenpaares in Bezug auf ein
benachbartes Basenpaar durch helikale Parameter beschreiben. Diese sind definiert
als drei Translationsparameter - die Ganghodhe, gleichbedeutend mit der Verschie-
bung entlang der z-Achse, die Verschiebung entlang der x-Achse, die Verschiebung
entlang der y-Achse - und drei Winkel: Torsion, Rollwinkel und Kippwinkel. Eine
Ubersicht zeigt Abbildung 1.1.

A

Torsion Rollwinkel Kippwinkel
(Twist) (Roll) (Tilt)
} I
% %
Ganghdhe y-Verschiebung x-Verschiebung
(Rise) (Slide) (Shift)

Abbildung 1.1: Helikale Parameter von Nukleinsdurestrukturen

Abbildung nach M. Daune (Daune, 1997)
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Aulierdem gibt es finf Rotations- und funf Translationsparameter, die die relative
Bewegung einer Base in Bezug zur zweiten Base eines Basenpaares beschreiben.
Die Rotationsparameter sind: Neigung (tip), Schrage (inclination), Offnung (opening),
helikale  Torsion (propeller twist) und Knicken (buckle). Zu den
Translationsparametern gehoren: Verschiebung entlang der y-Achse (slide),
Verschiebung entlang der x-Achse (shift), Stapelung (stagger), Dehnung (stretch)
und Scherung (shear). Neigung, Schrage, Verschiebung entlang der x-Achse und
Verschiebung entlang der y-Achse sind gleichgerichtete Parameter, d. h. die beiden
Basen eines Basenpaares vollziehen eine Bewegung in die gleiche Richtung.
Offnung, helikale Torsion, Knicken, Stapelung, Dehnung und Scherung sind
entgegengesetzte Parameter, bei denen die Bewegung der beiden Basen

dementsprechend in entgegengesetzte Richtungen verlauft.

1.2 Weltraumkristallisation

Da es wie zuvor beschrieben nicht moglich ist, Vorhersagen Uuber die
Kristallisationsbedingungen einer Substanz zu machen, ist man auf systematisches
Testen verschiedener Bedingungen angewiesen. Eine Moglichkeit die Kristallqualitat
zu verbessern, ist die Kristallisation unter Mikrogravitatsbedingungen im Weltraum.
Das bietet den Vorteil eines raumlich ungerichteten Kristallwachstums, da der Kristall
bei einer 10%-10°-fach geringeren Gravitation als auf der Erdoberflache in alle Raum-
richtungen gleichmafRig wachsen kann. Aufierdem sind im Weltraum Konvektions-
strome innerhalb der Mutterlauge, Kristallsedimentation und ein ,Umherschwimmen®
des Kiristalls verringert, was Stérungen und somit Fehler wahrend der

Kristallwachstums reduziert (Vergara et al., 2005).

Die Vorteile der Kristallisation im Weltraum wurden 1984 bei der Kristallisation von
Lysozymkristallen an Bord eines Raumschiffs erstmalig gezeigt (Littke et al., 1984).
Diese Experimente zogen aufgrund ihrer hohen Kosten und limitierter Flug-
maoglichkeiten schnell Kritik auf sich (Leberman, 1985). Allerdings zeigte sich, dass
Kristallisationsexperimente unter Mikrogravitationsbedingungen einen wichtigen
Beitrag leisten konnte zum besseren Verstandnis des Kristallisationsprozesses und
der Parameter, die die Kristallqualitat bedingen (Vergara et al., 2003). Aul3erdem

machten verschiedene Beispiele deutlich, dass im Weltraum gezlchtete Kristalle
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durchaus einen Mehrwert flr die Strukturbiologie haben (Han et al., 2004; Lorber,

2002; Miele et al., 2003). Diese Vorteile fuhrten zum Einsatz eines supraleitenden

Magneten, der Mikrogravitationsbedingungen fur Kristallisationsexperimente auf der

Erde simuliert (Wakayama et al., 2006). Eine vergleichende Auswahl verschiedener

Molekule, die im Weltraum und auf der Erde kristallisiert wurden zeigt Tabelle 1.1.

Tabelle 1.1: Beispiele fiir Strukturen im Weltraum kristallisierter Molekiile

Molekul Organismus
(Pro-Pro-Gly)1o synthetisch
Lysozym Gallus gallus
Apocrustacyanin Homarus
C1 gammarus
, Thaumatococcus
Thaumatin N
daniellii
Collagenase H{p oderma
ineatum
Proteinase K Tritirachium
album
Aspartyl-tRNA- Thermus
Synthetase thermophilus
: Canavalia
Canavalin . )
ensiformis

Molekular-
gewicht
(kDa)

8

14

20

22

25

45

132

142

Auflésung Auflésung

@) (A)  (ug) (A)

1,8

1,3

2,0

1,7

1,8

1,3

24

2,6

1,3

0,9

1,9

1,2

1,7

1,0

2,0

1,7

PDB-Code

1K6F'

194L, IBWJ,
11EE?

10BQ?®

1KWN?*

2HLC®

11C6°

1LOW’

1DGW?

Quellen: 1: (Berisio et al., 2002), 2: (Dong et al., 1999; Sauter et al., 2001; Vaney et al., 1996),
3: (Habash et al., 2003), 4: (Sauter et al., 2002), 5: (Broutin et al., 2000), 6: (Betzel et al.,
2001), 7: (Ng et al., 2002), 8: (Ko et al., 2001)

g — Gravitation; pg - Mikrogravitation
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Ein gutes Beispiel fur die Verbesserung von Rodntgenkristallstrukturen unter
Mikrogravitationsbedingungen ist die Aspartyl-tRNA-Synthetase aus dem
hyperthermophilen Bakterium Thermus thermophilus. Dabei handelt es sich um ein
Homodimer, dessen Untereinheiten aus je 580 Aminosauren mit einem
Molekulargewicht von M, ~66 kDa bestehen (Poterszman et al., 1993). Die Struktur
des Proteins wurde erstmalig 1994 bis zu einer Auflésung von 2,5 Angstrém
aufgeklart (Delarue et al., 1994).

Die Kristallisation der tRNA-Synthetase im Weltraum fuhrte zu groReren Kristallen als
auf der Erde, die zudem weniger Oberflachendefekte aufwiesen. Aufgrund dieser
Verbesserungen konnte die Aufldsung bis auf 2,0 Angstréom gesteigert werden.
Dadurch wurden wesentlich bessere Ergebnisse im Bereich der Elektronen-
dichtekarte des Ruckgrats und der Seitenketten des Proteins erzielt, was auch mit
einer groReren Anzahl von geordneten Solvensmolekilen einherging (Ng et al.,
2002).

Auch fur Nukleinsauren konnten mit Hilfe von Weltraumkristallisationsversuchen
Fortschritte erzielt werden. So wurden beispielsweise Kristalle der 5S rRNA unter
Mikrogravitaionsbedingungen gezuchtet (Lorenz et al., 2000) und die Struktur eines
Racemates aus D- und L-Nukleinsauren aufgeklart (Rypniewski et al., 2006). Dabei
konnte gezeigt werden, dass die Qualitat der Kiristalle, die unter
Mikrogravitationsbedingen erzeugt wurden, im Vergleich zu Kristallen, die auf der
Erde gewachsen waren, teilweise erheblich verbessert war. Dies zeigte sich in einer
héheren Aufldsung und einem besseren Verhaltnis von Signal zum Hintergrund, die

mit den Weltraumkristallen erzielt werden konnten (Rypniewski et al., 2006).

1.2.1 Nichtkodierende RNA HAR1F

Die nichtkodierende RNA (ncRNA) HAR1F (human accelerated region) aus Mensch
und Schimpanse wird wahrend der frihen Embryonalentwicklung im Neokortex
exprimiert. Dabei handelt es sich um den Teil des Gehirns, der beim Menschen im
Vergleich zu anderen Saugetieren stark vergrof3ert ist und in dem unter anderem die
spezifisch menschlichen geistigen Fahigkeiten lokalisiert sind. Die ncRNA wird durch
ein Gen kodiert, das die 118 Nukleotide (nt) grole Region HAR1 auf dem

menschlichen Chromosom 20 beinhaltet.
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Abbildung 1.2: Sekundarstrukturmodelle der ncRNA HAR1

(A) zeigt die Sekundarstrukturen der veranderten HAR1-Domane nach (Pollard et al., 2006).
Markierte Nukleotide sind Stellen, die zwischen Mensch und Schimpanse Mutationen
aufweisen. (B) zeigt die Sekundarstruktur der gesamten humanen HAR1-RNA nach
(Beniaminov et al., 2008). Markierte Nukleotide stellen Mutationen dar. Die stattdessen in
der HAR1-RNA des Schimpansen auftretenden Nukleotide sind neben der jeweiligen
Markierung bezeichnet.

Diese Region ist in hoheren Wirbeltieren konserviert und hat wahrend der 310
Millionen Jahre dauernden Evolution vom Huhn zum Schimpansen nur zwei
Basensubstitutionen erlebt. Aber seit der evolutionaren Trennung des Menschen
vom Schimpansen kénnen flr den Zeitraum von nur einer Million Jahren 18
Mutationen nachgewiesen werden. Dies entspricht einer 3.000-fach beschleunigten
Evolution. Dadurch kénnte diese ncRNA Teil der Antwort auf die Frage sein, was den

Menschen vom Affen unterscheidet (Pollard et al., 2006).

Die Untersuchung von Pollard und Kollegen (Pollard et al., 2006) resumierte, dass es
eine 44 nt grolle Domane in beiden Molekulen gibt, in der sich durch Mutationen die
grote Veranderung der Struktur ereignete. Eine Sekundarstrukturvorhersage dieser
Domane ist in Abbildung 1.2 (A) gezeigt. In einer nachfolgenden Untersuchung
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wurde vermutet, dass die Domane allein nicht ausreichend ist, um die Unterschiede
zu erklaren. Aullerdem wurde ein Sekundarstrukturmodell fur die gesamte ncRNA
vorgeschlagen (Beniaminov et al., 2008). Dieses ist fur die HAR1-RNA des
Menschen in Abbildung 1.2 (B) dargestellt.

1.3 tRNA-Akzeptorstamm-Mikrohelices

1.3.1 Transfer-Ribonukleinsauren

Transfer-Ribonukleinsauren (tRNAs) sind einzelstrangige Molekuile, welche aus 74
bis 94 Ribonukleotiden bestehen. Sie bilden intramolekulare Doppelstrangbereiche
aus, was in der Sekundarstruktur zur charakteristischen Kleeblattform der Molekiile
fuhrt. Bereits 1955 vermutete Francis Crick in seiner ,Adapter-Hypothese®, dass es
ein Molekll geben muss, das den Vier-Buchstaben-Code der Nukleinsauren mit dem
20-Buchstaben-Alphabet der Aminosauren verbindet (Crick, 1955). Da eine tRNA
das Anticodon enthalt und spezifisch die entsprechende Aminosaure bindet, ist es
das einzige Molekul, das den genetischen Code ,kennt“ und damit zentraler Faktor

der Proteinbiosynthese.

Die dreidimensionale Struktur einer kompletten tRNA konnte 1974 anhand der
tRNAP" gleichzeitig von Alex Rich (Suddath et al., 1974) und Aaron Klug (Robertus
et al., 1974) aufgeklart werden. Die raumliche Struktur von tRNA-Molekulen nimmt
die Form des Buchstaben ,L* ein. Abbildung 1.3 zeigt die Struktur einer tRNA am
Beispiel der Hefe-tRNA"™ (Shi et al., 2000). Dargestellt sind die Lage des
Akzeptorstammes im tRNA-Molekul in direkter Nachbarschaft des CCA-Endes und in
gréltmoglicher Entfernung zum Anticodon, sowie die Sequenzen der wahrend dieser
Arbeit untersuchten Ribonukleinsauren.

Ein wesentliches Element, das die Integritat des Informationsflusses wahrend der
Proteinbiosynthese gewahrleistet, ist die fehlerlose Beladung der tRNAs durch die
entsprechende Aminoacyl-tRNA-Synthetase (aaRS). Die meisten prokaryotischen
Zellen besitzen 20 verschiedene aaRS; ein Enzym fur jede Aminosaure. Nur in
Ausnahmefallen enthalten Zellen zwei Formen einer Synthetase mit gleicher
Aminosaurespezifitat (Leveque et al.,, 1990). Diese zentralen Komponenten des

Translationsapparates zeigen einen hohen Grad an Sequenz-, Struktur- und
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Funktionshomologie uber alle Reiche hinweg (Arnez et al., 1997; Carter, Jr., 1993;
Cusack, 1993; Nagel et al., 1995). Es wird postuliert, dass tRNAs und aaRSs eine
Koevolution durchlaufen haben. Fur die tRNAs wird zudem angenommen, dass sie
von einfachen Strukturen abstammen (Schimmel et al., 1993) und sich ausgehend
von einem einzigen Vorfahren durch Genduplizierung und nachfolgende Mutationen
entwickelt haben (Eigen et al., 1989; Jukes, 1995).

C-G

7G-Ces 7G -Ces
tRNA# tRNAS®
RR-1660 RS-1661

Abbildung 1.3: Struktur einer der Phenyl-tRNA aus Hefe

Der Akzeptorstamm ist rot hervorgehoben, das CCA-Ende ist griin und das Anticodon gelb
dargestellt. Die Struktur hat den PDB-Eintrag: 1EHZ. Dargestellt sind die Sequenzen, die in
dieser Arbeit untersucht wurden.

Durch die Identifizierung von zwei konservierten nicht verwandten Sequenzmotiven
wurde uber Sequenzadhnlichkeiten eine Einteilung der aaRS in zwei Klassen
vorgenommen (Eriani et al., 1990). Roéntgenkristallographische Untersuchungen
unterstutzten die Sicht, dass es praktisch keine strukturellen Gemeinsamkeiten
zwischen den beiden aaRS-Klassen gibt (Cavarelli et al., 1993; Cavarelli et al., 1994;
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Cusack, 1995; Rould et al.,, 1989). So sind sich Synthetasen mit gleicher
Aminosaurespezifitat, unabhangig von ihrem Herkunftsorganismus, immer ahnlicher
als Synthetasen aus dem gleichen Organismus mit unterschiedlicher
Aminosaurespezifitat (Nagel et al., 1991). Davon abgeleitet wurden die tRNA/aaRS-
Systeme in zwei Gruppen unterteilt: Klasse |- und Klasse [I-Systeme (Eriani et al.,
1990).

Klasse |-Systeme zeichnen sich durch komplexe tRNA-Identitatsmerkmale aus, die
uber verschiedene Regionen der tRNA verteilt sind und haufig das Anticodon
beinhalten. Klasse I-Synthetasen katalysieren die Verknlpfung der Aminosaure an
das 2-OH-Ende der endstandigen Ribose der tRNA. Im Gegensatz dazu wird die
Aminosaure im Klasse |I-System an die 3-OH-Gruppe der endstandigen Ribose der
tRNA gebunden. Die Erkennung der tRNA durch die Synthetase funktioniert hier Gber
nur wenige, relativ einfache Identitatsmerkmale, die zumeist im Akzeptorstamm der
tRNA lokalisiert sind (Eriani et al., 1990). Am Beispiel einer Alanyl-tRNA konnte
gezeigt werden, dass im einfachsten Fall fur die korrekte tRNA-Erkennung nur ein

einziges Basenpaar notwendig ist (Hou et al., 1988).

Diese Konzentration der tRNA-Identitatselemente macht tRNA-Akzeptorstamm-
Mikrohelices des Klasse [I-Systems fur hochaufldsende Strukturuntersuchungen
interessant. Dadurch ist es moglich tiefere Einblicke in die Bindung von Liganden und
Wassermolekiilen zu bekommen, als es bei niedriger aufgelésten Strukturen ganzer
tRNAs oder tRNA/aaRS-Komplexe maoglich ist.

71.3.2 Wasser- und lonenbindung durch Nukleinsauren

Wassermolekule sind nicht nur ein integraler Bestandteil von Nukleinsaurestrukturen
(Westhof, 1988), sondern auch Teil von Komplexen zwischen Nukleinsauren und
Proteinen (Shakked et al., 1994) bzw. kleinen Liganden (Wang et al., 1987). Es
wurde auch vorgeschlagen, dass geordnete Wassermolekule eine Rolle bei der
Bestimmung der Identitat von tRNAs haben (Rould et al., 1989).

Die Hydratation von Nukleinsauren ist von entscheidender Bedeutung bei der
Interaktion mit biologischen Makromolekilen, da die Hydrathllle die erste

Kontaktstelle zwischen zwei Molekilen darstellt (Draper, 1999). Gleichzeitig kann die
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Hydrathulle eine stabilisierende Wirkung auf die Konformation von Oligonukleotid-
Doppelhelices ausuben (Sundaralingam et al., 2002). Dabei ist die Bindung von
Wassermolekulen an Nukleinsauren an die Wasserstoffakzeptoren und —donoren der
Basen, Zucker und Phosphatgruppen geknlpft. Unterschiede im Muster dieser
Wasserstoffbriickenakzeptoren und —donoren flhren 2zu unterschiedlichen
Hydratationsmustern, was mit der Beschreibung von 31 verschiedenen
Wasserstoffbrickenbindungsmustern der funf RNA- und DNA-Basen deutlich wird
(Pan et al.,, 1999). Diese werden noch komplexer durch die Moglichkeit von
C-H-Wasserstoffen an C-H---O- (Wahl et al.,, 1996; Wahl et al., 1997) bzw.
C-H---N-Wasserstoffbricken (Mitra et al., 2000) teilzunehmen.

Die Watson-Crick-Basenpaare G-C und A-U sind von jeweils acht Wassermolekuilen
umgeben. Davon befinden sich drei in der kleinen und funf in der grof3en Furche,
wobei die Hydratation von A-U-Basenpaaren diffuser ist (Auffinger et al., 1998).
Besonders die Hydratation in der kleinen Furche unter Einbeziehung der 2‘-OH-
Gruppe ist nahezu immer detektierbar, auch bei Basenfehlpaarungen und in tRNAs
(Westhof et al., 1988).

lonen, insbesondere Magnesiumionen (Mg?*), haben wesentlichen Anteil an Struktur
und Funktion von RNA-Molekllen. Beispielsweise sind sie fur die katalytische
Funktion von Ribozymen essentiell (Cech et al., 1986; Dahm et al., 1991). AuRerdem
sind sie fur die Faltung von RNA-Molekllen in ihre dreidimensionale Struktur von
Bedeutung, da die starke negative Ladung eines RNA-Molekils seiner Faltung in
eine kompakte Struktur entgegenwirkt. Positiv geladene lonen reduzieren die
Abstollung zwischen den negativ geladenen Phosphatgruppen. So wurde bereits vor
Uber 30 Jahren bei Untersuchungen zur Faltung von tRNAs festgestellt, dass
millimolare Konzentrationen von Magnesiumionen einen besonders starken Effekt
auf die Faltung von RNA-Molekulen haben (Cole et al., 1972; Romer et al., 1975;
Stein et al., 1976).

In einer Losung befindliche monovalente lonen sind auch in Anwesenheit
doppelstrangiger DNA hydratisiert (Braunlin, 1995). Diese lonen werden entweder als
,diffuse lonen“ oder als ,lonenatmosphare” bezeichnet. Diffuse lonen tragen durch ihr

Verhalten zur Stabilitat von Nukleinsaurestrukturen bei, indem sie auch Uber groRRere
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Distanzen negative Ladungen des Phosphatrickgrats elektrostatisch kompensieren,

ohne jedoch direkt an die Nukleinsaure gebunden zu sein (Draper, 2004).

Auch Magnesiumionen sind Teil dieser lonenatmosphdare im Umfeld von
Nukleinsauren. Aber im Gegensatz zu monovalenten lonen konnen teilhydratisierte
M92+-Ionen direkt mit doppelstrangiger DNA oder RNA assoziiert sein (Kankia et al.,
1999). Beispielsweise konnten fir die gro3e ribosomale Untereinheit, deren
ribsomale RNAs ~3000 nt umfassen, ~60 direkt gebundene Magnesiumionen
nachgewiesen werden (Klein et al., 2004). Daher stellt sich die Frage inwieweit die
diffusen lonen zur Stabilitat von Nukleinsaurestrukturen, insbesondere zur nativen
Struktur von tRNAs, beitragen oder ob es konkrete Magnesiumbindungsstellen gibt,
die fur die Stabilisierung der tRNA-Tertiarstruktur verantwortlich sind (Schimmel et
al., 1980). Eine Untersuchung am purinbindenen A-Riboswitch zeigte, dass zur
korrekten Faltung der RNA sowohl die Uber groRere Distanzen wirkende
lonenatmosphare als auch die Bindung von Magnesiumionen an konkrete

Bindungstellen beitragen (Leipply et al., 2010).

' 1.3.3 Protein-Nukleinsaure-Komplexe

Obwohl es viele Untersuchungen zu Protein-Protein- und Protein-DNA-Interaktionen
gibt, stecken die Untersuchungen von Protein-RNA-Komplexen noch in den
Anfangen. Dies liegt vor allem daran, dass die Anzahl veroffentlichter
Komplexstrukturen erst seit Beginn des Jahrzehnts stark ansteigt. Dadurch haben die
ersten vergleichenden Studien eine relativ dinne Datengrundlage (Allers et al., 2001;
Cusack, 1999; Draper, 1999; Jones et al., 2001; Treger et al., 2001). Die spateren
Untersuchungen stitzen sich auf grof3ere Datenmengen (Baker et al., 2007; Ellis et
al., 2007; Jeong et al., 2003; Kim et al., 2006; Lejeune et al., 2005; Morozova et al.,
2006), bilden aber noch immer nicht die gesamte Komplexitat von Protein-RNA-

Komplexen in lebenden Organismen ab.

Die Studien zeigen, dass dem Zucker-Phopsphat-Rickgrat und der 2-OH-Gruppe
der Ribose eine besondere Bedeutung bei der Erkennung von RNA durch Proteine
zukommt. Die basenspezifischen Kontakte stellen nur 31% der Protein-RNA-
Wasserstoffbricken dar (Bahadur et al., 2008). Allerdings gibt es nur eine

Untersuchung, die sich auf die Beteiligung der Wassermolekule an der Schnittstelle
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von Protein-RNA-Komplexen bezieht (Sonavane et al., 2009). Diese beschreibt
Hohlen an der Grenzflache zwischen Protein und RNA in Komplexen und den Beitrag

von Wassermolekulen an der Bindung.

Bei Protein-Protein-Interaktionen bilden sich durch Unregelmaligkeiten der
Oberflachenkomplementaritdt oft Hohlen an der Schnittstelle der beiden
interagierenden Molekule (Hubbard et al., 1994a). Hohlen stellen Defekte in der
Proteinstruktur dar (Connolly, 1986; Hubbard et al., 1994b) und sind oft mit
Wassermolekilen ausgefullt (Rashin et al., 1986; Wiliams et al.,, 1994). Die
Wassermolekule haben dabei eine stabilisierende Wirkung, indem sie die
Destabilisierungen kompensieren, die durch verringerte Van-der-Waals-Interaktionen
und verminderte hydrophobe Zusammenlagerungen im Bereich dieser Hohlen
auftreten (Takano et al., 2003).

Die Oberflachenkomplementaritat von Protein-Nukleinsaure-Komplexen ist nur halb
so effizient wie in Protein-Protein-Komplexen (Sonavane et al., 2009). Dies erhoht
die Notwendigkeit der Anwesenheit von Wassermolekulen. Es wurde analysiert, dass
bei Protein-DNA-Komplexen 37% der Wassermolekille in Kontakt sowohl mit der
DNA, als auch mit dem Protein stehen, wahrend 55% der Wassermolekule
Interaktionen mit nur einem der beiden Makromolekule eingehen. Fur RNA-Protein-
Komplexe stehen 16% der Wassermolekile in Kontakt mit beiden Makromolekilen
und 73% interagieren entweder nur mit der RNA oder dem Protein. Die restlichen
Wassermolekule liegen ungeordnet vor und fullen Leerstellen in den Strukturen auf
(Sonavane et al., 2009). Das bedeutet, dass die Mehrheit der in den Schnittstellen
von Protein-Nukleinsaure-Komplexen gebundenen Wassermolekile zur Solva-
tisierung der beteiligten Makromolekule beitragen und nur eine Minderheit direkt am

Bindungsverhalten der Interaktionspartner beteiligt ist.

1.3.4 Bindung der tRNA®®" an die Seryl-tRNA-Synthetase

Die Seryl-tRNA-Synthetase (SerRS) katalysiert in einer Zwei-Schritt-Reaktion die
Bindung der Aminosaure Serin an die endstandige 3'-OH-Gruppe der tRNA. Im
ersten Schritt wird die Aminosaure durch ATP aktiviert. Das dabei entstandene
Aminoacyl-Adenylat wird dann im zweiten Schritt an das CCA-Ende der tRNA

gebunden.
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Die tRNA®® und die zugehorige Seryl-tRNA-Synthetase gehdren zum Klasse II-
System (Eriani et al., 1990; Giege et al., 1998). Die Identitatselemente sind also
vornehmlich im Akzeptorstamm lokalisiert und umfassen die Basenpaare A3-U70,
G2-C71 und das Nukleotid C72. Daneben bendétigt die Synthetase zur fehlerfreien
Erkennung der tRNA auch die Diskriminatorbase G73 und das Basenpaar C11-G24
im D-Stamm (Normanly et al., 1986; Normanly et al., 1992; Schimmel, 1987). Weitere
Untersuchungen zeigten, dass die SerRS an den Positionen 4-69 und 5-68 Purin-
Pyrimidin-Basenpaare praferiert (Saks et al., 1996). DarlUber hinaus ergaben
Footprinting-Analysen, dass die SerRS mit den Basen 67, 68, 69 und 70 des
Akzeptorstammes Kontakte ausbildet (Schatz et al., 1991).

Abbildung 1.4: Struktur der Seryl-tRNA-Synthetase im Komplex mit der tRNA>®"

Die beiden Untereinheiten der Synthetase sind blau und rot dargestellt. Beide
Untereinheiten stehen in Kontakt mit der tRNA. PDB-Eintrag: 1SER. Die tRNA®® (links) bindet
gleichzeitig an beide Untereinheiten des Proteins.

Zu Beginn der 1990er Jahre wurden die dreidimensionalen Strukturen der Seryl-
tRNA-Synthetase aus T. thermophilus (Fujinaga et al., 1993) und E. coli (Cusack et
al., 1990) jeweils bei einer Aufldésung von 2,5 Angstrdm aufgeklart. Die

Primarstrukturen beider Enzyme weisen eine Ahnlichkeit von nur 34% auf. So
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besteht das Enzym aus T. thermophilus aus 421 Aminosauren, wahrend die
Synthetase aus E. coli 430 Bausteine aufweist. Jedoch sind die dreidimensionalen
Strukturen sehr ahnlich (Fujinaga et al., 1993). Die SerRS aus E. coli besteht zu 40%
aus a-Helix- und zu 20% aus B-Faltblattbereichen. Es handelt sich bei dem Protein
um ein a2-Homodimer, welches zwei tRNA-Molekile simultan binden kann (Price et
al., 1993; Yaremchuk et al., 1992). Charakteristische Bestandteile sind der helikale

Arm und die globulare Domane.

Mittels Rontgenstrukturanalyse wurde 1994 erstmalig die Struktur einer Seryl-tRNA-
Synthetase im Komplex mit einer tRNAS®" aus T. thermophilus bei einer Auflésung
von 2,9 Angstrém aufgeklart (Biou et al., 1994). Die Struktur ist in Abbildung 1.4
gezeigt. In weiten Bereichen sind die generellen Eigenschaften der Struktur, wie die

beiden Dimere und die tRNA, gut aufgeklart.

Die tRNA bindet an beide Untereinheiten der Synthetase, wobei der helikale Arm
eine entscheidende Rolle in der Erkennung und Stabilisierung der Bindung spielt.
Dies wurde auch durch eine Reihe biochemischer Experimente gezeigt, in denen
sowohl bei Pro- als auch bei Eukaryoten nachgewiesen wurde, dass die Interaktion
des helikalen Arms der Synthetase mit dem langen variablen Arm der tRNA
entscheidend fiir eine effiziente und spezifische Aminoacylierung der tRNAS® st
(Asahara et al., 1994; Asahara et al., 1993; Hasegawa et al., 1991; Wu et al., 1993).

Das Protein bildet mehr Kontakte mit dem Zuckerphosphatrickgrat der Nukleinsaure
aus, als es Basen-spezifische Interaktionen gibt. Dies muss jedoch im Licht der
Probleme gesehen werden, die die Struktur mit sich bringt. So ist der helikale Arm
der Untereinheit 1, die mit dem Akzeptorstamm der tRNA in Verbindung steht, nicht
sichtbar. Genauso wenig sichtbar ist mehr als ein Drittel der tRNA, wobei auch
Bereiche des Akzeptorstammes fehlen. Daher wurden nur sieben direkte Kontakte
zwischen der Synthetase und dem Akzeptorstamm in der Struktur detektiert. Eine
Ubersicht gibt Abbildung 1.5.

Eine Verbesserung wurde durch die Struktur eines ternaren Komplexes erreicht.
Diese besteht aus der Seryl-tRNA-Synthetase, der tRNA®®" und einem Seryl-
Adenylat-Analogon (Cusack et al., 1996). Die Auflésung betrug 2,7 Angstrém,
allerdings wurden durch die Anwesenheit des Sulfamoyl-Analogs des Seryl-

Adenylats Konformationsanderungen der Synthetase beobachtet, die einen Zustand
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der Synthetase nach der Aktivierung der Aminosaure widerspiegeln (Belrhali et al.,

1994). Die Struktur wurde nicht in der Proteindatenbank veroffentlicht.

Abbildung 1.5: Bindung des tRNAser-Akzeptorstammes an die Seryl-tRNA-Synthetase

Dargestellt sind die direkten Kontakte zwischen der SerRS und dem tRNAser—Akzeptorstamm,

der Struktur mit dem PDB-Eintrag 1SER.

Weitere Einblicke in die Bindung des tRNAS®-Akzeptorstammes an die Synthetase
konnten durch Docking-Experimente einer hochaufgeldsten tRNAser-Akzeptorstamm-
Mikrohelix (Forster et al., 2007a) an die Struktur der SerRS gewonnen werden
(Forster et al., 2007b). Bei dieser Betrachtung wurden die nichtaufgelésten Bereiche
des tRNA-Akzeptorstammes in der Komplexstruktur ausgeglichen, ohne allerdings

die Hydratation der Nukleinsaure und deren Beitrag zur Bindung zu betrachten.

1.4 ,Locked“ Nukleinsduren

Da Nukleinsauren zunehmend als hoffnungsvolle Wirkstoffklasse fur den Einsatz als

Therapeutika und Diagnostika wahrgenommen werden, konzentriert sich ein eigenes
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Forschungsfeld auf die Aufgabe, die Stabilitat naturlicher Nukleinsauren zu erhéhen.
Dies ist notwendig, da die Halbwertzeit von naturlichen Nukleinsduren im
Organismus nur wenige Sekunden betragt, bis sie von Nukleasen abgebaut werden.
Eine zusatzliche Limitierung naturlicher Nukleinsauren st ihre geringe
Thermostabilitat, die den Einsatz von kurzen Doppelstrangen oder
Doppelstrangbereichen, wie sie beispielsweise fur die Funktion von Aptameren

essentiell sind, bei Umgebungstemperatur erschweren kann.

Fur die Anwendung geeignete modifizierte Nukleinsduren mussen aber trotzdem die
Fahigkeit zur Watson-Crick-Basenpaarung aufweisen. AuRerdem muissen sie die
Bildung von Tertiarstrukturen zuzulassen, um mit RNA oder DNA-Bindungspartnern
interagieren zu koénnen. Deshalb wurden in den vergangenen Jahren grol3e
Anstrengungen unternommen, Nukleotid-Analogons zu entwickeln, die die positiven
Eigenschaften modifizierter Nukleinsdauren mit der Konformation einer Standard-A-
RNA vereinen. Dazu zahlen 2‘-alkylierte RNAs, wie die 2-O-Methyl-RNA, die 2‘-F-
RNAs (Kawasaki et al., 1993), Phosphoramidat-RNAs und die ,locked®

Nukleinsaurefamilie (Petersen et al., 2003).

Abbildung 1.6: Vergleich des Guanosin-Nukleotids der RNA mit dem LNA-Analogon

Links ist der LNA-Baustein mit der 2°-O-4'-C-Methylen-8-D-Ribofuranose-Modifikation, rechts
das RNA-Nukleotid abgebildet. Die 02‘-Atome sind dunkelblau, die 3-OH Gruppen hellblau
hervorgehoben. Das Kohlenstoffatom der Methylenbriicke ist orange dargestellt.

,Locked” Nukleinsauren (LNAs) sind eine Klasse modifizierter bizyklischer

Nukleinsaureanalogons, die von Ribonukleinsauren abgeleitet sind und sich von
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diesen durch eine Methylenbriicke zwischen dem Sauerstoffatom O2‘ und dem
Kohlenstoffatom C4‘ der Ribose unterscheiden (Abbildung 1.6). Durch diesen
Austausch der natlrlich vorkommenden Ribose gegen eine 2‘-0-4'-C-Methylen-B-D-
Ribofuranose zeichnen sich LNAs durch eine stark gesteigerte Nukleaseresistenz
aus. Zudem sind sie verglichen mit RNAs wesentlich thermostabiler. So fuhrt der
Einbau eines LNA-Bausteins in eine RNA-Doppelhelix zu einer Erhdohung des
Schmelzpunktes um 2 — 10°C (Petersen et al.,, 2003). Das ist die grofte
Schmelzpunkterhéhung, die fir modifizierte Nukleinsauren beobachtet wurde, wie
eine Studie durch Substitutionen von RNA-Bausteinen am Tenascin-C-Aptamer
gezeigt hat (Schmidt et al., 2004). Dabei konnte folgende Reihenfolge der in vitro-
Thermostabilitat erstellt werden: 2°-F/2’0OMe < RNA/RNA < 2'-OMe/2'-OMe < 2°-
F/LNA < RNA/LNA < 2°-OMe/LNA < LNA/LNA.

Diese Eigenschaften machen LNAs interessant flir therapeutische und diagnostische
Anwendungen, weshalb sie bereits in vielen Bereichen der Nukleinsaureforschung
zum Einsatz kommen. So werden LNAs beispielsweise eingesetzt, um die Spezifitat,
die Affinitdt und die Stabilitdt von Aptameren zu verbessern (Darfeuille et al., 2006;
Schmidt et al., 2004). LNAs werden benutzt, um die Spezifitat und die
Reaktionseffizienz von DNAzymen zu steigern (Jakobsen et al., 2007; Vester et al.,
2002). Sie finden Verwendung als molekulare Signalsysteme - Molecular Beacons -
(Wang et al., 2005) und werden zur Transfektans-unabhangigen Einbringung von
Oligonukleotiden in Zellen eingesetzt (Stein et al., 2010). AuRerdem werden LNAs fur
Antisense- (Jakobsen et al., 2007; Wahlestedt et al., 2000) und small interfering RNA
(siRNA)-Anwendungen benutzt (Braasch et al., 2003; Elmen et al.,, 2005). Ein
weiteres Einsatzgebiet ist das micro RNA (miRNA) silencing, entweder direkt mittels
LNAs als RNA-Antagonisten (EImen et al., 2008) oder uber LNAzyme (Jadhav et al.,
2009). LNAs werden auch verwendet, um unter Ausnutzung der
Schmelzpunkterhbhung  verbesserte in  situ-Hybridisierungen  von  RNAs
durchzufihren (Thomsen et al., 2005; Wienholds et al., 2005).

Zur Aufklarung der Struktur von LNAs wurde bereits eine ganze Reihe von
Untersuchungen durchgefuhrt. Diese hatten das Ziel bessere Aussagen zum
Hybridisierungs- und Bindungsverhalten, sowie den Grinden fur die hohe Thermo-
stabilitat machen zu konnen. Dabei konnten die Strukturen von Nukleinsauren mit
einzelnen LNA-substituierten Nukleotiden sowie LNA/DNA- und LNA/RNA-Hetero-
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duplexstrukturen (Nielsen et al., 2004) aufgeklart werden. Aullerdem wurde eine
Molekuldynamik-Simulation einer LNA-Duplexstruktur durchgefuhrt, die neben den
Strukturuntersuchungen weitere Einblicke in die Thermodynamik und das
Wasserbindungsverhalten der LNA erbrachte (Pande et al., 2008).

Strukturuntersuchungen mit 2°-0O-4'-C-Methylen-B-D-Ribofuranose-LNA-RNA-Mix-
meren, die an RNA-Einzelstrange hybridisiert waren, haben gezeigt, dass die
Substitution einzelner RNA-Nukleotide durch LNA-Bausteine die Standard-A-RNA-
Konformation in Doppelstrangen nicht verandert. Genausowenig fuhrt der Einbau von
einzelnen 2°-0-4‘-C-Methylen-a-L-Ribofuranose-Einheiten in DNA-Doppelstrange zu
einer Veranderung der Standard-B-DNA-Geometrie (Petersen et al., 2002; Vester et
al., 2004). Ein ahnliches Bild zeigen Untersuchungen an Heteroduplexstrukturen, in
denen jeweils ein Strang aus RNA oder DNA und der zweite Strang komplett aus der
komplementaren LNA besteht. Die A-RNA- bzw. B-DNA-Konformationen werden nur

wenig verandert (Nielsen et al., 2004).

Fir die in dieser Arbeit untersuchte LNA, deren Ruckgrat aus 2‘-O-4‘-C-Methylen-£-
D-Ribofuranose-Einheiten aufgebaut ist, zeigen bisherige Untersuchungen, dass der
Zucker die Nukleinsaure in der C3'-endo-Konformation fixiert (Petersen et al., 2003).
Dies konnte auch durch eine Moleklldynamik-Simulation gezeigt werden (Pande et
al., 2008). Es wird angenommen, dass diese Rigiditat der Nukleinsauregeometrie ein
Grund fur die hohe Thermostabilitat dieser modifizierten Nukleinsauren ist, da das
starrere Zuckerphosphatrickgrat die Basen zu einer effizienteren Basenstapelung

zwingt.

Ungeklart ist die Frage nach der Hydratisierung der ,locked“ Nukleinsauren,
insbesondere des modifizierten Zuckers, da alle Strukturinformationen bisher von
NMR-Untersuchungen stammen. Diese Frage ist dann von Bedeutung, wenn die
LNA im biologischen System RNAs als Interaktionspartner anderer Makromolekule
ersetzen soll. Es ist bekannt, dass die Hydrathulle der RNA eine wichtige Rolle fur
RNA-Protein-Interaktionen spielt, vor allem in der Region der kleinen Furche (Draper,
1999). Aber das Hydratisierungsmuster in dieser Region wird bei Ribonukleinsduren
stark von der Anwesenheit der 2°-OH-Gruppe der Ribose bestimmt, die in der LNA

Uber eine Methylenbriicke mit dem Kohlenstoffatom C4‘ des Zuckers verbunden ist.
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2 AUFGABENSTELLUNG

Das Ziel der Arbeit ist die hochauflosende Untersuchung von Nukleinsauren mittels
Rontgenstrukturanalyse. Dazu sollten als Modellsysteme tRNA-Akzeptorstamme
einer Lange von sieben Basenpaaren eingesetzt werden, sowie eine modifizierte
Jocked“ Nukleinsdure, deren Sequenz von der des tRNAS®-Akzeptorstammes
abgeleitet ist. Zur weiteren Erhdhung der Auflosung sollte die Qualitat der Kristalle
durch Kristallisationsversuche unter Mikrogravitationsbedingungen gesteigert

werden.

Die Strukturen zweier tRNA-Akzeptorstamm-Mikrohelices sollten mittels hochauf-
I6sender Rontgenstrukturanalyse aufgeklart werden, mit dem Ziel nicht nur die
Strukturen der RNA-Molekule zu beschreiben, sondern auch Metallbindungsstellen
und Wasserhullen an entscheidenden Identitatsmerkmalen zu vergleichen. Die
untersuchten Molekiile waren ein tRNA*®- und ein tRNAS®-Akzeptorstamm, die
beide aus dem Bakterium E.coli stammen. Der tRNAS®-Akzeptorstamm sollte mit der
Struktur eines Isoakzeptors Ubereinandergelagert werden, um auf Unterschiede und
Gemeinsamkeiten bei der Hydratation und Bindung von Liganden untersucht zu

werden.

Die hochaufgeldsten Strukturen des tRNAS®"-Akzeptorstammes und des Isoakzeptors
sollten mittels Superpositionierung in die Struktur der Seryl-tRNA-Synthetase
projiziert werden. Das Ziel dieser Untersuchung war die Einbeziehung des
Hydratationsnetzwerkes der RNA in das Bindungsverhalten der Nukleinsdure an die

Synthetase.

Von der Sequenz des tRNAS®-Akzeptorstammes wurde eine modifizierte ,locked"
Nukleinsaure abgeleitet. Damit sollte ein sequenzunabhangiger, direkter Vergleich
der Strukturen einer naturlichen RNA mit einer ,locked“ Nukleinsdure erfolgen.
Dieses besonders thermostabile, nicht-naturliche  Nukleinsaure-Analogon
unterscheidet sich von der naturlichen RNA durch eine Methylen-Brucke zwischen

der 2'-Hydroxyl-Gruppe und dem Kohlenstoffatom C4‘ der Ribose.

Das Ziel der Untersuchung war die Beschreibung der Struktur, der Hydratation und
der Ligandenbindung der Nukleinsaure. Aul3erdem sollten Vergleiche mit anderen
modifizierten Nukleinsauren durchgefuhrt werden.
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3 MATERIAL UND METHODEN

3.1 Konzentrationsbestimmung der RNA und Hybridisierung

Zur Bestimmung der Konzentration wurden die tRNA-Akzeptorstamm-Mikrohelices
zunachst alkalisch hydrolysiert. Dabei wird in alkalischem Milieu die 2’-OH-Gruppe
der Ribose deprotoniert, was zur Entstehung eines Alkoxidions flhrt. Dieses
Alkoxidion ist starker nukleophil als die Alkoholgruppe und greift das benachbarte
Phosphoratom an. Als Ubergangszustand kommt es zu einem intramolekularen
Ringschluss mit einem funfach koordinierten Phosphoratom. Der letzte Schritt der
nukleophilen Substitutionsreaktion ist die Abspaltung des Uber das 5’-Ende

verknupften Nukleotids, welches die Abgangsgruppe der Reaktion darstellt.

Fur die Reaktion wurden zunachst die Konzentrationen der RNA-Proben
photometrisch bestimmt. Anschlielend wurden 0,2 OD in 25 pl Wasser geldst und
das gleiche Volumen 0,1 M NaOH dazugegeben. Das Reaktionsgemisch wurde 45
Minuten bei 90°C im Heizblock erwarmt und dann mit 25 ul 0,1 M HCI neutralisiert.
Nach Zugabe von 100 ul 10-fach TBE-Puffer und 825 pul Wasser, um ein
Gesamtvolumen von 1 ml zu erhalten, wurde die Absorption der Probe innerhalb
eines Spektrums von 220-320 nm gemessen. Das Absorptionsmaximum von RNA

bei liegt bei 260 nm, was sich als Maximum der Absorptionskurve zeigt.

Daraus konnte mit Hilfe des Lambert-Beerschen-Gesetzes die Konzentration der

RNA berechnet werden.
A .
c=——,
&-d

dabei sind:
A = Absorption bei 260 nm,
¢ = Extinktionskoeffizient [cm™'M™],

d = Dicke der Kuvette [cm].
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Zuvor wurde der Extinktionskoeffizient der RNA berechnet. Dies erfolgte mittels
folgender Formel unter Zuhilfenahme der Extinktionskoeffizenten der einzelnen

Nukleotide bei einem pH-Wert von 7:

€ (RNA) =Na - ea+Nc ec+Ng ec+ Ny ey, mit
ea=15.385cm™M”,

gc = 7.308 cm'M™,

£s =11.794 cm'M ™,

ey =9.804 cm™'M™.

Nach Berechnung der RNA-Konzentrationen wurden von den zu hybridisierenden
Proben jeweils 50 pl Losung einer Konzentration von 0,5 mM in einem
Reaktionsgefald gemischt und 2 min im Heizblock auf 90°C erwarmt. Die Proben

wurden dann im Heizblock eine Stunde bis auf Raumtemperatur abgekiihlt.

3.2 Synthetisierung der ncRNA HAR1

Die Volllangenprodukte des HAR1-Gens aus dem Schimpansen und dem Menschen
wurden in mehreren Schritten im Labor synthetisiert, da die Ausbeute einer
chemischen RNA-Synthese fir ein Produkt von 118 nt nicht ausreichend ist.
Deswegen sollte die HAR1-RNA durch T7 in vitro-Transkription hergestellt werden.
Um von der RNA-Polymerase produzierte Uberhénge nach der Transkription zu
entfernen, sollten am 3‘- und 5-Ende Ribozyme mitsynthetisiert werden. Dadurch ist

es moglich definierte Enden an der transkribierten RNA zu erzeugen.

Bei den Ribozymen handelt es sich am 5-Ende um ein 64 nt langes Hairpin-
Ribozym, an das 3‘-Ende der HAR1-RNA wurde ein 46 nt langes Hammerhead-
Ribozym konstruiert. Terminal am 3-Ende befindet sich der aus 19 nt bestehende
T7-Primer, der letztlich mit dem Hammerhead-Ribozym von der RNA abgeschnitten

wird.
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Abbildung 3.1: Syntheseschema der ncRNA HAR1

HH: Hammerhead, HP: Hairpin, T7-P: T7-Promotor
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Da das Gesamtkonstrukt aus einer Lange von 248 nt besteht und auch DNA nur bis
zu einer Lange von 80 - 100 nt zuverlassig und mit zufriedenstellender Ausbeute
chemisch synthetisiert werden kann, sollte die Template-DNA durch eine
Polymerasekettenreaktion (polymerase chain reaction - PCR) mit uberhangenden
Primern hergestellt werden. Dabei sollte das Volllangenkonstrukt in zwei PCR-

Schritten hergestellt werden. Das Konstrukt wurde dazu in funf Teile zerlegt.

Im ersten Schritt der PCR wurde die 70 Basnepaare (bp) lange doppelstrangige DNA
(dsDNA) auf 170 bp verlangert. Die Primer waren dabei je 70 nt lang, davon
Uberlappten 20 nt mit der Ausgangs-DNA. Der zweite Schritt der PCR flihrte dann
zum Volllangen-Template fur die in vitro-Transkription mit einer Lange von 248 bp.
Die Primer waren in diesem Schritt je 59 nt lang, von denen wieder jeweils 20 nt mit

dem Produkt der vorhergehenden PCR Uberlappten.

Das so hergestellte DNA-Template wurde nach der Aufreinigung in einer T7 in vitro-
Transkription in RNA umgeschrieben. Die RNA wurde anschlieend aufgereinigt und
ein Ribozymverdau durchgefiihrt, um das fertige HAR1-Genprodukt nach einem
letzten Aufreinigungsschritt zur Kristallisation einzusetzen. Die HAR1-Synthese ist

schematisch in Abbildung 3.1 dargestellt.

'3.2.1 Polymerasekettenreaktion

Die Polymerasekettenreaktion ist eine effiziente Methode DNA-Molekile zu
amplifizieren. Fur die Reaktion werden das zu vervielfaltigende doppelstrangige
DNA-Template, zwei Primer, die zu den 3‘-Enden der beiden Templatestrange
komplementar sind und freie 3'-OH-Gruppen haben, eine thermostabile DNA-
Polymerase und die vier DNA-Nukleotide, sowie Magnesium als Kofaktor fur die

Polymerase eingesetzt.

Ein Reaktionszyklus besteht aus drei Schritten: Denaturierung, Annealing und
Elongation. Wahrend der Denaturierung wird die dsDNA thermisch in zwei
Einzelstrange getrennt. An die 3'-Enden der beiden DNA-Strange werden die Primer
hybridisiert, die wahrend der Elongation von der DNA-abhangigen DNA-Polymerase
in 5 — 3'-Richtung verlangert werden. Dabei wird ein zum Template komplementarer

Strang synthetisiert. So verdoppelt sich theoretisch wahrend jedes PCR-Zyklus die
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Anzahl der DNA-Molekule, was gleichbedeutend mit einer exponentiellen

Amplifikation ist.

Tabelle 3.1: Pipettierschema einer 50 pl-Reaktion der ersten PCR

Komponente c (end) Volumen
Template 1a 100 nM 0,5 pl
Template 1b 100 nM 0,5 pl
Primer 2a 0,5 uM 0,25 pl
Primer 2b 0,5 uM 0,25 pl
5x PCR-Puffer 1x 10 pl
dNTPs 0,2 mM 1 pl
MgCl; 0,5 mM 0,5 ul
Phusion Polymerase 0,02 U/pl 0,5 ul
H,O ad 50 pl

Die Angaben sind sowohl fiir die human-RNA- als auch fiir die Schimpansen-RNA-Ansatze
glltig.

Tabelle 3.2: Programm der ersten PCR

Schritt Temperatur (°C) Zeit
Initialdenaturierung 98 30s
Denaturierung 98 10 s
Annealing 50" / 477 30s
Elongation 72 30s
Denaturierung 98 10 s
Annealing und Elongation 72 30s
Finalelongation 72 5 min
Pause 4 0

'Annealingtemperatur humane RNA; 2Annealingtemperatur Schimpansen-RNA; Die hellgrau
gefarbten Schritte wurden zweimal durchgefiihrt, die dunkelgrau gefarbten 20 mal.

Fur die erste PCR ist das Produkt nach der ersten Runde um die Primer-Uberhange
verlangert, so dass die Primer nun eine Komplementaritat mit dem Template von 70
Nukleotiden haben. Um sicherzustellen, dass genugend verlangertes Template-

material zur Verfugung steht, kann die Hybridisierungstemperatur nach der zweiten
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Runde erhoht werden. Wichtig ist der Einsatz einer DNA-Polymerase mit einer

geringen Fehlerquote und der Eigenschaft glatte Enden zu produzieren, damit keine

weiteren Nukleotide an die Enden der neusynthetisierten DNA-Strange angehangt

werden. Das Pipettierschema der ersten PCR ist in Tabelle 3.1, das Programm in

Tabelle 3.2 angegeben.

Tabelle 3.3: Pipettierschema der zweiten PCR

Komponente human Schimpanse

c (end) Volumen c (end) Volumen
Template* 1 ng/pl 3,8 ul 1 ng/pl 4.4 ul
Primer 3a 0,5uM 0,1 pl 0,5 uM 0,1 pl
Primer 3b 0,5uM 0,1 pl 0,5 uM 0,1 pl
5x PCR-Puffer 1x 4 ul 1x 4 ul
dNTPs 0,2 mM 0,4 yl 0,2 mM 0,4 yl
MgCl, 0,5 mM 0,4 pl 0,5 mM 0,4 yl
HiFidelity Polymerase 0,02 U/pl 0,4l 0,02 U/pl 0,4 ul
H.,O ad 20 pl ad 20 pl

* Das Template ist das Produkt der vorhergehenden PCR.

Tabelle 3.4: Programm der zweiten PCR

Schritt

Temperatur (°C) Zeit

Initialdenaturierung
Denaturierung
Annealing
Elongation
Denaturierung

Annealing und Elongation

Finalelongation
Pause

95
94
58
72
94
72
72
4

5 min
15s
1 min
1 min
15s
1 min
10 min

o0

Die hellgrau gefarbten Schritte wurden zweimal, die dunkelgrau gefirbten 20 mal

durchgefiihrt.

Das Produkt der ersten PCR wird in der zweiten als Template eingesetzt. Hier ist

nach einer Runde das Volllangenprodukt vorhanden, nachdem die Template-DNA
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um die Primer-Uberhdnge von 39 nt verlangert worden ist. Das Pipettierschema der

zweiten PCR ist in Tabelle 3.3, das Programm in Tabelle 3.4 angegeben.

Die Phusion-Polymerase der ersten PCR stammt von New England Biolabs, die
HiFidelity-Polymerase, die in der zweiten PCR eingesetzt wurde, stammt von Qiagen.
Nach jeder Reaktion wurde der gesamte PCR-Ansatz auf ein Agarosegel
aufgetragen und das Produkt mit dem NucleoSpin Extract II-Kit von Macherey-Nagel
nach den Angaben des Herstellers aufgereinigt. Danach wurde die DNA-

Konzentration photometrisch bestimmt.

3.2.2 Gelektrophorese

Gelektrophorese ist eine Methode, Molekile gemaly ihrer Ladung und GroRe
voneinander zu trennen. Dabei wandern die Molekile in einem elektrischen Feld
durch das molekulare Sieb der Gelmatrix. Die elektrophoretische Beweglichkeit wird
durch die Feldstarke und die Porengrélie des Gels beeinflusst. Bei nativen Gelen

beeinflusst auch die Sekundarstruktur der Molekiile das Laufverhalten.

Zur Analyse bzw. Reinigung von Nukleinsduren wurden entweder Agarose- oder
Polyacrylamid (PAA)-Gele eingesetzt. Die Gelmatrix bei Agarosegelen besteht aus
vernetzten D-Galaktose- und 3,6-Anhydro-L-Galaktoseeinheiten und wird durch
Aufkochen der Agarose in TAE-Puffer und anschlieRendes Abkuhlen hergestellt. Um
die Nukleinsauren nach dem Gellauf sichtbar zu machen, werden der Gellésung vor
dem Erstarren 2 yl 1%ige Ethidiumbromidlésung zugesetzt. Die Proben wurden mit
einem Gelprobenpuffer vermischt auf das Gel aufgetragen und zur Auswertung mit
einem Grolenstandard verglichen. Die Gellaufzeit betrug 1-2 h bei einer konstanten
Spannung von 90-100 V.

PAA-Gele werden durch radikalische Polymerisation von Acrylamid und N,N‘-
Methylenbisacrylamid hergestellt. Der Radikalstarter ist Ammoniumperoxodisulfat
(APS), dessen Zerfall zu zwei Sulfatradikalen fuhrt, die  durch
Tetramethylethylendiamin (TEMED) stabilisiert werden. Wahrend der Reaktion bilden
sich langkettige Acrylamidpolymere, die durch Bisacrylamid quervernetzt werden, so
dass ein dreidimensionales Gitternetz entsteht, dessen PorengroRe durch das

Verhaltnis von Acrylamid zu Bisacrylamid eingestellt werden kann. Um den Einfluss
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von raumlichen Strukturen der Nukleinsduren auf deren Mobilitat im Gel
auszuschalten, erfolgte die PAA-Gelektrophorese unter denaturierenden

Bedingungen. Dazu wurde der Gellosung 8 M Harnstoff hinzugefugt.

Zur anfanglichen Denaturierung der Proben wurden diese zusammen mit dem 8 M-
Harnstoffpuffer 5 min bei 95°C erhitzt. Als Laufpuffer wurde 1x TBE-Puffer verwendet
und der Gellauf erfolgte bei einer konstanten Spannung von 300 V fir 90 min. Fur die
Auswertung wurde ein Grof3enstandard eingesetzt und das Gel nach dem Gellauf fur

20 min mit einer 0,5 pg/ml L6ésung von Ethidiumbromid in TBE-Puffer inkubiert.

Ethidiumbromid interkaliert mit einem Molekll pro zehn Basenpaare zwischen die
Nukleinsaurebasen. Als heterozyklischer Fluoreszenzfarbstoff kann es in
ultraviolettem Licht sichtbar gemacht werden und verstarkt dabei die Fluoreszenz-

Emission der Nukleinsauren.

Praparative Gele wurden nicht mit Ethidiumbromid gefarbt. Fir Agaroselgele wurde
die Eigenfluoreszenz der aromatischen Nukleinsaurebasen bei einer Wellenlange
von 260 nm ausgenutzt, um die Banden unter UV-Licht sichtbar zu machen und mit
einem Skalpell auszuschneiden. Praparative PAA-Gele wurden in Klarsichtfolie auf
eine mit dem Farbstoff F254 beschichtete Zellulosemembran Gberflhrt. Der Farbstoff
ist bei einfallendem Licht der Wellenlange 254 nm sichtbar, wahrend die
Nukleinsaurebanden das Licht absorbieren und als Schatten sichtbar werden. Um
Strahlenschaden so gering wie moglich zu halten, wurden die Banden markiert und
anschlielRend ausgeschnitten. Die Elution der Nukleinsduren aus dem Gel erfolgte
durch Zugabe von 500 pl 0,3 M Natriumacetat und starkem Schitteln bei 4°C Uber
Nacht.

3.2.3 T7 in vitro-Transkription

Wahrend der in vitro-Transkription wird der Sinnstrang der in der PCR hergestellten
dsDNA in RNA umgeschrieben. Dies geschieht durch eine DNA-abhangige RNA-
Polymerase aus dem Bakteriophagen T7. Die Polymerase bendtigt dazu eine
spezifische Initiationssequenz, den T7-Promotor. Dieser besteht aus 17 bp, wobei die
Effizienz der Transkription durch das Anhangen von zwei weiteren Guanosin-

Nukleotiden gesteigert werden kann.
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In vivo wird die Transkription durch Sekundarstrukturmuster der naszierenden RNA-
Kette terminiert. In vitro dissoziert die Polymerase, sobald sie das 5-Ende des DNA-
Templates erreicht hat, von der DNA ab. Dieser Vorgang wird als run-off-
Transkription bezeichnet und fluhrt haufig dazu, dass die RNA-Polymerase

unspezifisch eines oder mehrere Nukleotide an das 3'-Ende der RNA anheftet.

Fur die T7-Transkritption wurde das RNA Maxx Yield Transcription Kit von
Stratagene verwendet. Die Reaktion erfolgte in 25 ul-Reaktionsansatzen fur 2 h bei
37°C unter leichtem Schutteln, dabei wurde je 1 ug DNA als Template eingesetzt.

Das Pipettierschema der Reaktionsansatze ist in Tabelle 3.5 angegeben.

Tabelle 3.5: Pipettierschema der T7 in vitro-Transkription

Komponente human Schimpanse

c (end) Volumen c (end) Volumen
Template 0,04 pg/ul 8,7 pl 0,04 pg/ul 11,3 ul
5x Puffer 1x 5 ul 1x 5 ul
ruTP 4 mM 1l 4 mM 1l
rATP 4 mM 1l 4 mM 1l
rCTP 4 mM 1l 4 mM 1l
rGTP 4 mM 1l 4 mM 1l
Pyrophosphatase 0,015 U/pl 0,5 pl 0,015 U/pl 0,5 ul
Dithiothreitol 0,03 mM 1l 0,03 mM 1l
Rnase block 1l 1l
T7-Polymerase 8 Ulul 1wl 8 U/l Tul
DEPC-Wasser ad 25 ul ad 25 pl

Nach der Reaktion wurden als Kontrolle 5 pl fur die Gelektrophorese abgenommen
und anschlieBend 2 U RNase-freie DNase (Promega) zum Transkriptionsansatz
gegeben. Der DNase-Verdau zum Abbau der Template-DNA erfolgte fur 45 min bei
37°C unter leichtem Schutteln. Danach wurde eine Phenol-Chloroform-Extraktion
durchgefuhrt, um die Nukleinsduren von den Ubrigen Bestandteilen des

Reaktionsansatzes abzutrennen.
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‘3.2.4 Phenol-Chloroform-Extraktion

Die Phenol-Chloroform-Extraktion dient der Abtrennung der Nukleinsauren aus
Protein-Nukleinsauregemischen, insbesondere nach enzymatischen Reaktionen. Das
Prinzip ist, dass die Proteine denaturiert werden und in der organischen Phase

verbleiben, wahrend die Nukleinsauren in der wassrigen Phase in Losung bleiben.

Die Transkriptionsansatze wurden mit DEPC-Wasser auf ein Volumen von 100 ul
gebracht. Jeder Ansatz wurde mit 100 pyl Phenol gut vermischt und anschlie®end fur
1 min bei 4°C und 13.000 g zentrifugiert. Danach wurde der Uberstand abgenommen
und mit 100 pl Chloroform gemischt. Ein weiterer Zentrifugationsschritt von 1 min bei
4°C mit 13.000 g folgte. Die wassrige Phase, die die transkribierte RNA enthielt,

wurde abgenommen und die Chloroform-Phase verworfen.

[3.2.5 Ethanolfallung

Die Ethanolfallung dient der Reinigung von Nukleinsduren von unerwlnschten
Pufferkomponenten, Phenolresten und freien Nukleotiden. Gleichzeitig konnen die
Nukleinsauren bei der Resuspendierung konzentriert werden. Das Prinzip ist, dass
durch die Verdrangung der Hydrathulle der Nukleinsauren deren Ldoslichkeit soweit

abnimmt bis diese ausfallen.

Die Nukleinsaurelésung wurde dazu mit dem 2,5-fachen Volumen eisgekihltem
100% Ethanol, 0,3 M Natriumacetat und 1 pl einer 20 mg/ml Glykogenldsung
versetzt. Die Fallung fand entweder fur 30 min bei -80°C oder uber Nacht bei -20°C
statt. Das Gemisch wurde fur 45 min bei 4°C und 13.000 x g zentrifugiert.
Anschliefend wurde das Pellet mit eisgekiuhltem 70% Ethanol gewaschen. Ein
weiterer Zentrifugationsschritt bei 4°C und 13.000 x g fur 5 min folgte. Das Pellet
wurde 1 min im Vakuumrotationsverdampfer getrocknet. Das Pellet wurde schlief3lich
in H,O 5 min bei 65°C unter starkem Schutteln resuspendiert und die Konzentration

der RNA photometrisch bestimmt.
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3.2.6 Ribozyme

Zur Darstellung des endgultigen HAR1-Genprodukts wurde die in vitro-transkribierte
RNA mit Ribozymen an den 5‘- und 3‘-Enden konstruiert, da die T7-Transkription
allein noch kein homogenes Produkt liefert: Am 5‘-Ende befinden sich die Guanosin-
Nukleotide, die zur Erhdhung der Transkriptionseffizienz stromaufwarts der
Promotorsequenz bendtigt werden und das 3‘-Ende ist durch die Natur der run-off-
Transkription heterogen. Diese Limitierungen heben die intramolekular wirkenden
Ribozyme auf, die sich durch Zugabe von Magnesium selbst abspalten und damit die
HAR1-RNA mit definierten Enden ausschneiden. Abbildung 3.2 zeigt das Transkript

vor der Ribozym-Reaktion.

HAR1 (118 nt) l
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Abbildung 3.2: Transkript vor der Ribozymreaktion

Am 5‘-Ende des Transkripts befindet sich ein Hammerhead-Ribozym, am 3‘-Ende ein Hairpin-
Ribozym. Nukleotide, die fiir eine effiziente Spaltungsreaktion notwendig sind, sind fiir das
Hammerhead-Ribozym blau dargestellt. Das Hairpin-Ribozym bendtigt in der -2-Position
entweder ein G,C oder U (grau unterlegt). Die Spaltstellen der Ribozyme sind als rote Pfeile
markiert.

An das 5-Ende der ncRNA wurde ein Hammerhead-Ribozym synthetisiert. Das

Hammerhead-Ribozym wurde erstmalig 1986 als katalytischer Teil der Autolyse der
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Tabakringfleckenvirus-Satelliten-RNA entdeckt (Prody et al., 1986). Es spaltet sich
selbst vom Rest der RNA ab, wobei am 3‘-Ende des Ribozyms ein zyklischer 2,3'-
Phosphodiester und am 5'-Ende der prozessierten HAR1-RNA eine freie 5'-OH-
Gruppe gebildet werden. Fur die Reaktion sind divalente Kationen als Kofaktor
notwendig (Uhlenbeck, 1987). Die hier verwendete Sequenz ist abgeleitet von Price
und Kollegen (Price et al., 1995), die erstmals Ribozyme zur RNA-Synthese fur
Kristallisationsversuche eingesetzt haben. Abbildung 3.2 zeigt die aus 46 nt

bestehende Sekundarstruktur des Ribozyms.

Auch das Hairpin-Ribozym am 3‘-Ende ist ein sich selbst abspaltendes Ribozym, das
erstmalig in Tabakringfleckenvirus-Satelliten-RNA entdeckt wurde (Feldstein et al.,
1989). In vivo katalysiert das Ribozym die Generierung einzelner Satelliten-RNAs
aus multimeren Transkripten, die durch Transkription von DNA produziert werden,
die nach dem Schema des rollenden Kreises repliziert wurde (Ferre-D'amare et al.,
2002). Dabei wird die RNA sequenzspezifisch gespalten und eine freie 5'-OH-Gruppe
sowie ein zyklischer 2‘,3'-Phosphodiester am 3‘-Terminus der prozessierten RNA
gebildet.

Das Hairpin-Ribozym weist eine Restriktion auf, und zwar bendtigt es fir eine
effiziente Spaltung an der Position -2 entweder ein G, C oder U. Da die HAR1-RNAs,
sowohl die des Menschen als auch die des Schimpansen, an dieser Stelle ein C-
Nukleotid aufweisen, ist das Ribozym geeignet das 3‘-Ende dieser ncRNAs zu
prozessieren. Die Sequenz des hier eingesetzten Ribozyms ist ebenfalls abgeleitet
von Price und Kollegen (Price et al., 1995) und die aus 64 nt bestehende Sekundar-
struktur ist in Abbildung 3.2 dargestellit.

Nach der Ethanolfallung wurde die resuspendierte RNA flir 2 min bei 90°C
denaturiert und 1 h auf Raumtemperatur abgekuhlt, um die Ribozyme zu renatu-
rieren. Dann wurde eine Magnesiumkonzentration von 25 mM eingestellt und die
Proben flr 24 h bei 37°C leicht geschuttelt.

Nach der Ribozym-Rektion wurden die kompletten Reaktionsansatze auf ein 8%iges
denaturierendes PAA-Gel mit 8 M Harnstoff aufgetragen. Die HAR1-Banden bei einer
Lange von ca. 120 nt wurden ausgeschnitten und die RNA mit 500 pl 0,3 M
Natriumacetat, pH 5,2, bei 4°C unter starkem Schutteln Uber Nacht aus dem Gel

eluiert. Das Eluat wurde gefallt und die RNA-Menge photometrisch bestimmt.
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3.3 Kiristallisation

Grundvoraussetzung fur die Roéntgenstrukturanalyse ist die Kristallisation der zu
untersuchenden Substanz. Diese muss dazu in reinstem Zustand vorliegen, um
Einkristalle zuchten zu konnen, die in Qualitat und GroRe geeignet sind

Roéntgenstrahlen zu beugen und eine hohe Auflésung der Messdaten zu erreichen.

Da jede Verbesserung der Qualitat der Kristalle zu einer Verbesserung der Qualitat
Roéntgendiffraktionsdaten und somit letztlich zu einer Verbesserung der Struktur
fuhren kann, sind grol3 angelegte Screening-Verfahren das Mittel, um die besten
Bedingungen zur Kristallisation einer Substanz zu finden und somit auch eine

bestmdgliche Kristallqualitat zu erreichen.

Die am haufigsten angewandte Methode ist die der Dampfdiffusion. Dabei
unterscheidet man das Verfahren des sitzenden Tropfens und das des hangenden
Tropfens. Gemein ist beiden, dass einem kleinen Tropfen, der Uber die Dampfphase
im Gleichgewicht mit dem an Fallungsmittel hoher konzentrierten Reservoir steht,
langsam Wasser entzogen wird, um die zu kristallisierende Substanz kontrolliert in
eine Ubersattigte Losung zu Uberflhren, so dass sie letztendlich in regelmafiger

Packung ausfallt.

Zur Kristallisation wurden wahrend dieser Arbeit zwei Screening-Kits der Firma
Hampton Research (CA, USA) eingesetzt, um mittels Dampfdiffusionskristallisation
qualitativ hochwertige Einkristalle zur Messung am Synchrotron zu erzeugen. Zum
einen wurde das Natrix Kit (HR2-116, Hampton Research, CA, USA) von Hampton
Research verwendet; welches nach der Methode des sitzenden Tropfens eingesetzt

wurde. Das Kit enthalt 48 verschiedene Kristallisationspuffer.

Die Kristallisation erfolgte in 96-well CrystalQuick Lp-Platten von Greiner Bio-One,
Frickenhausen. Dazu wurde 1 pl der hybridisierten RNA mit 1 ul Kristallisationspuffer
gemischt und gegen 80 pul des Kiristallisationspuffers als Reservoir aquilibriert. Das
System wurde gegen Gasaustausch mit der Umgebung durch eine Klebefolie
abgedichtet.

Das zweite Screening-Kit, das Nucleic Acid Mini Screen Kit von Hampton Research,
wurde nach der Methode des hangenden Tropfens in 24-well Linbro Platten der
Firma ICN Biochemicals Inc., Ohio, USA, durchgefuhrt. Dieses Kit enthalt 24
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verschiedene Kristallisationspuffer. Fur die Kristallisation wurde 1pl hybridisierte RNA
mit 1 ul Kristallisationspuffer auf einem silikonisierten Deckglaschen der Firma Jena
Bioscience, Jena gemischt. In die Vertiefung der Platte wurde als Reservoir 1 ml
MPD gegeben und das Deckglaschen mit dem Tropfen nach unten als Deckel
benutzt. Um das System Iuftdicht zu verschlieBen, wurde der Rand der

Plattenvertiefung mit Baysilone von Bayer, Leverkusen bestrichen.

3.3.1 Weltraumkristallisation

Es wurden wahrend zweier Missionen Kristallisationsexperimente auf der ISS
durchgefuhrt. Das waren im Jahr 2008 die Sojus TMA-13-Mission und im Jahr 2009
die Sojus TMA-16-Mission. Die Sojus TMA-13-Mission dauerte zwolf Tage, wahrend
der Sojus TMA-16-Mission verblieben die Kristallisationsansatze neun Tage im

Weltraum und legten dabei eine Strecke von ca. 4.000.000 km zurick.

Die Kristallisation der Proben erfolgte in einem relativ einfachen System nach der
Dampfdiffussionsmethode oder durch direkte Diffusion. Bei der direkten Diffusion
standen das Proben-Mutterlaugengemisch und die Reservoirlésung in direktem
Kontakt miteinander. Dazu wurden die Proben mit der Kristallisationsldsung
vermischt und zusammen mit der Reservoirldsung in Tygon-Schlauche mit einem
Innendurchmesser von 0,2 mm pipettiert. FUr die flussig-flussig-Diffusion wurden je 1
gl Proben-Mutterlaugengemisch  und 1 pul  Fallungsmittel eingesetzt; alle
Kristallisationsversuche der Sojus-TMA-16-Mission erfolgten nach diesem Prinzip.
Fur die Dampfdiffusion wurden wurden 2 pl Probe und zweimal 3 ul Fallungsmittel
eingesetzt. Die Tygonschlauche wurden sofort in flissigem Stickstoff eingefroren und
in einem von der NASA speziell fir Weltraumkristallisationen entwickelten Behalter
aufbewahrt. Eine schematische Darstellung der Kristallisationsansatze zeigt
Abbildung 3.3.
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Dampfdiffusion

fliissig-fliissig-Diffusion
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Abbildung 3.3: Schema der Weltraumkristallisationsexperimente

Das Fallungsmittel ist gelb, das Proben-Mutterlaugengemisch blau dargestellt. Bei der
Dampfdiffusion befindet sich zwischen Probe und Fallungsmittel Luft, bei der fliissig-fllssig-
Diffusion stehen die Losungen in direktem Kontakt miteinander.

Der Probenbehalter war so konzipiert, dass die Proben wahrend des Fluges der
Rakete in den Weltraum nicht auftauten, um zu gewahrleisten, dass die
Kristallisationsreaktion tatsachlich erst unter Mikrogravitationsbedingungen beginnt.
Dazu war der Behalter mit einem Vakuumschaum ausgekleidet, der einen
Warmeaustausch zwischen dem Inneren des Systems und der Umgebung
minimierte. Gleichzeitig waren die Verschlusse des Behalters so abgedichtet, dass
kein Stoffaustausch zwischen dem System und der Umgebung moglich war. Der

Kristallisationsbehalter ist in Abbildung 3.4 dargestellt.

auBerer Behalter innerer Behalter Vakuumschaum

Deckel

Abbildung 3.4: Probentransportbehalter der Weltraumkristallisationsversuche
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Wahrend beider Missionen wurden Bodenkontrollversuche durchgefuhrt. Diese
fanden, abgesehen vom Standort, unter den gleichen Bedingungen statt, wie die
Weltraumkristallisationen. Die Kristallisationsexperimente wurden in  Tygon-
Schlauchen durchgefihrt, die nach dem Beflllen in flissigem Stickstoff eingefroren
wurden und dann langsam auftauten, um die Kristallisationsreaktion zu starten.
Wahrend der Sojus-TMA-13-Mission wurden Kontrollversuche in Berlin und
Birmingham, USA, durchgefuhrt. Wahrend der Sojus-TMA-16-Mission fanden

Bodenkontrollexperimente in Berlin und Baikonur, Kasachstan, statt.

Tabelle 3.6: Proben fiir die Weltraumkristallisation

Substanz Quelle
tRNAS®"-Akzeptorstamm RS-1660
tRNAS®-Akzeptorstamm RS-1661
tRNAM-Akzeptorstamm RR-1660
tRNAMS-Akzeptorstamm RR-1662
tRNAS®°-Akzeptorstamm RZ-1665
tRNACY-Akzeptorstamm G-9990
tRNASY-Akzeptorstamm G-9992
5S rRNA E-Helix, Racemat

Escherichia coli
Escherichia coli
Escherichia coli
Escherichia coli
Escherichia coli
Homo sapiens

Homo sapiens

Thermus flavus

5S rRNA A-Helix, Racemat

ncRNA HAR1 Domane

NcRNA HAR1 Domane

NcRNA HAR1 LNA-modifizierte Domane
ncRNA HAR1 LNA-modifizierte Doméane
ncRNA HAR1

ncRNA HAR1

LNA abgeleitet von RS-1661

Thermus flavus
Homo sapiens
Pan troglodytes
Homo sapiens
Pan troglodytes
Homo sapiens
Pan troglodytes
synthetisch

Neben verschiedenen tRNA-Akzeptorstamm-Mikrohelices wurden ein LNA-Molekdl,
zwei Racemate verschiedener Domanen der 5S ribosomalen RNA (rRNA) und die

ncRNA HAR1 aus dem Gehirn von Mensch und Schimpanse zur Kristallisation
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eingesetzt. Aufgrund der einleitend beschriebenen widersprichlichen Ergebnisse
wurden Kiristallisationsversuche mit den Domanen und der Gesamt-RNA
unternommen. Weitere Versuche wurden mit ncRNA-Domanen, deren RNA-
Nukleotide der Stammregion am 5'- bzw. 3“Ende gegen LNA-Bausteine
ausgetauscht wurden. Das Ziel sollte hierbei sein, die Thermostabilitat der
doppelstrangigen Region an den 5- und 3-Enden zu erhdhen, um dadurch die
Gesamtstruktur zu stabilisieren. Die Substanzen, die zur Kristallisation in den

Weltraum befdrdert wurden, sind in Tabelle 3.6 aufgelistet.

Startpunkt beider Missionen war der Weltraumbahnhof Baikonur in Kasachstan. Das
Tragersystem waren Sojus FG-Raketen der russischen Weltraumagentur
Roskosmos. Wahrend der gesamten Flugdauer, also wahrend der Hinfluges, der
Andockzeit der Kapsel an die ISS und des Riuckfluges bis zur Landung verblieb der
Kristallisationsbehalter in der Sojus-Kapsel. Die Landung erfolgte in der
kasachischen Wiste und die ungeoéffneten Probenbehalter wurden nach der Sojus
TMA-13-Mission in die USA Uuberfuhrt, wo die Kristallisationsexperimente auch
ausgewertet wurden. Nach der Sojus-TMA-16-Mission wurden die Proben, zur
Verringerung von Transportwegen, uber Moskau direkt nach Berlin gebracht, wo die
Auswertung der Experimente und der Vergleich mit den Bodenkontrollversuchen

erfolgte.

Nach der Dokumentation wurden die Losungen mit einer Pipette aus den Schlauchen
auf ein Deckglaschen geblasen, die Kristalle gefischt und in flissigem Stickstoff
eingefroren. Rontgenkristallographische Messungen wurden am Deutschen

Elektronensynchrotron (DESY) in Hamburg durchgefihrt.

3.4 Rontgenstrukturanalyse

Das Ziel der Sammlung von Rontgenstrukturdaten ist es die Position und Intensitat
einer Maximalanzahl von Reflexen zu bestimmen. Rodntgenstrahlung ist

elektromagnetische Strahlung mit Wellenlangen zwischen 0,1 A und 100 A.

Die Akquisition von Roéntgendiffraktionsdaten kann entweder an
Rontgenstrahlgeneratoren mit Cu-Ks,-Anoden oder an Synchrotronanlagen erfolgen.

Da Cu-Kg-Anoden nur Strahlung einer festen Wellenldnge von 1,54 A erzeugen
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kénnen, sind Messungen am Synchrotron vorzuziehen. Die Vorteile der
Synchrotronstrahlung liegen in der deutlich hoheren Intensitat, Brillanz sowie der

kurzeren und modulierbaren Wellenlangen.

Die Datensatze wurden unter Kryobedingungen aufgenommen. Dazu wurden die
Kristalle zunachst aus der Kristallisationslésung gefischt und in Kryopuffer aqulibriert.
Die Zusammensetzung entsprach der der Mutterlauge, jedoch wurde als
Kryoprotektans 30% (v/v) Glyzerin hinzugefugt. Danach wurden die Kristalle in
flussigem Stickstoff schockgefroren. Die Kristalle, die in MPD als Fallungsmittel
gezlichtet wurden, konnten direkt eingefroren werden, da MPD, wie auch Glyzerin,

als Kryoprotektans wirkt.

Die Aufnahme der Daten erfolgte am Sinchrotrone ELETTRA, Triest, Italien, bei einer
Temperatur von 100 K nach der Rotationsmethode (Arndt et al., 1977). Dabei wurde
der Kristall um den Oszillationswinkel Ag gedreht. Der Primarstrahl der senkrecht auf

die Mitte des Detektors gerichtet ist, wurde von einem Strahlenfanger abgeschirmt.

Die Prozessierung der Daten erfolgte mit dem Programm DENZO (Otwinowski,
1991). Dazu wurden aus dem ersten Diffraktionsbild die Raumgruppe und die
Einheitszellparameter bestimmt. Unter Berucksichtigung der Messparameter, wie
Detektorabstand, Oszillationswinkel und Wellenlange, wurde die Position und
Intensitat der Reflexe aller Diffraktionsbilder bestimmt. Die Skalierung der
prozessierten Daten wurde mit dem Programm SCALEPACK (Otwinowski, 1993)
durchgefuhrt. Dabei wurden Intensitaten von gemessenen Reflexen mit identischen
Indizes, verschiedener Diffrakionsbilder miteinander verglichen. Da in der Regel die
absoluten Intensitaten auf verschiedenen Diffraktiosnbildern variieren, wurden durch
den Vergleich der identischen Reflexe relative Intensitaten fir alle Refelexe eines
Diffraktionsbildes bestimmt und damit die absoluten Intensitaten angepasst. Die
beiden Programme sind in dem Programmpaket HKL-2000 (Otwinowski et al., 1997)

enthalten.

Nach der Prozessierung wurden die Daten auf Hinweise untersucht, ob zwei Kristalle
zu einem Zwillingskristall zusammengewachsen waren. Dazu wurden die Daten mit
dem Algorithmus von Padilla und Yeates (Padilla et al., 2003), wie er auf der Website
http://nihserver.mbi.ucla.edu/pystats/ implementiert ist, auf merohedrales Twinning

untersucht.
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Die Strukturen wurden durch Molekularen Ersatz mit dem Programm PHASER
(McCoy et al., 2005) gelost. Die Verfeinerung der Strukturen erfolgte mit dem
Programm REFMACS5 (Murshudov et al., 1997) und die Berechnung der
Elektronendichtekarte wurde mit dem Programm FFT durchgefihrt (Read et al.,
1988). Die drei verwendeten Programme sind in dem Programmpaket CCP4
enthalten (CCP4, 1994). Die Visualisierung der Struktur wurde mit den Programmen
COOT (Emsley et al., 2004) und PYMOL (DeLano, 2002) erzeugt. Mit letzerem
wurden samtliche Abbildungen dieser Arbeit erstellt. Zur Berechnung der
durchschnittlichen und lokalen helikalen Parameter der Nukleinsauren wurde das
Programm X3DNA (Lu et al., 2003) eingesetzt, mit dem auch die Verlangerung der

Helices durchgefuhrt wurde.
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4 ERGEBNISSE

Wahrend dieser Arbeit wurden Kristallisationsexperimente unter
Mikrogravitationsbedinugungen auf der Internationalen = Raumstation und
konventionell im Labor erfolgreich durchgefuhrt. Im ersten Teil des Kapitels werden

die Ergebnisse der Weltraumkristallisationsversuche beschrieben.

Mit den im Labor gezlchteten Kristallen konnten die Strukturen zweier tRNA-
Akzeptorstamm-Mikrohelices und einer modifizierten ,locked® Nukleinsaure
aufgeklart werden. Die Strukturaufklarung der tRNA-Akzeptorstamme ist im zweiten

Teil der Ergebnisse dargestellt.

Die Strukturen der tRNA-Akzeptorstamme wurden hinsichtlich ihrer Hydratation und
Bindung von Liganden untersucht. Bei den Untersuchungen der Hydratation der
Ribonukleinsduren wurde besonderes Augenmerk auf die Analyse von strukturellen
Wassermolekilen in der Umgebung von tRNA-Identitdtselementen gelegt, um nach
Hinweisen auf den Einfluss von Wassermolekllen bei der Erkennung der tRNAs
durch die korrespondieren Aminoacyl-tRNA-Synthetasen zu suchen. Dazu wurde die
Hydratation des tRNAS®-Akzeptorstammes RS-1661 mit der des tRNAS®-
Isoakzeptors  RS-1660  verglichen. Beide  Strukturen  wurden  durch
Superpositionierungsexperimente in die Struktur eines Seryl-tRNA-
Synthetase/tRNAser-Komplexes projiziert, um den Anteil des Wassernetzwerkes der
tRNA an der Bindung zwischen Protein und Nukleinsaure zu untersuchen. Weiterhin
wurde der Frage nachgegangen, ob es Magnesiumbindungsstellen innerhalb der
tRNA-Strukturen gibt, die fur die Struktur der Nukleinsauren bzw. deren Interaktionen

mit Proteinen oder dem Ribosom von Bedeutung sind.

Im letzten Unterkapitel der Ergebnisse ist die Strukturaufklarung einer ,locked*
Nukleinsaure beschrieben, deren Sequenz von der des tRNAS®-Akzeptorstammes
RS-1661 abgeleitet wurde. Dies ermdglichte einen sequenzunabhangigen Vergleich
zwischen der modifizierten und der naturlichen Nukleinsaure. Bei der vergleichenden
Analyse wurden besonders die Aspekte Struktur und Konformation, Hydratation und
Ligandenbindung betrachtet. Die Struktur wurde sowohl mit der nattirlichen RNA als

auch mit anderen modifizierten Nukleinsaurestrukturen verglichen.
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4.1 Kristallisationsversuche unter Mikrogravitationsbedingungen

Die Synthese der RNA hat mit der beschriebenen optimierten Methode qualitativ gut
funktioniert, allerdings war die Ausbeute gemessen am Materialeinsatz niedrig. So
konnten fur die HAR1-RNA aus dem Schimpansen pro 100 U T7-Polymerase 22,05
pmol RNA synthetisiert werden. Fur die ncRNA aus dem Menschen wurden pro 100
U T7-Polymerase 45,9 pmol reine RNA hergestellt. Fur jeden Kristallisationsansatz in
dem 1 pyl RNA der Konzentration 0,5 mM eingesetzt wird, wirden somit fur die
ncRNA des Schimpansen ca. 2.000 U und fur die humane ncRNA ca. 1000 U T7-

Polymerase bendtigt.

Aufgrund dessen wurde die Konzentration der RNA fur die Kristallisation auf 0,25 mM
eingestellt und die Ansatze wurden ohne vorherige Tests nur unter den Bedingungen
durchgefuihrt, unter denen ein Kristallisations-Screening flr die Domane der ncRNA
erste Kristalle lieferte. Systematische Tests von Kristallisationsbedingungen der
Volllangen-RNAs sind nur unter groRem Materialeinsatz flir die RNA-Synthese
durchfihrbar.

Die Versuche der Sojus-TMA-13-Mission wurden in den USA von der Arbeitsgruppe
um Prof. Dr. Ng ausgewertet. Es konnten flir mehrere Proben Kristalle beobachtet
werden, jedoch waren diese entweder von schlechter Qualitat oder haben sich auf
dem Weg von Birmingham, Albama, zum Argonne Advanced Photon Source-

Synchrotron bei Chicago, lllinois, aufgelost.

Daher wurde versucht bei der folgenden Sojus-TMA-16-Mission auf nicht notwendige
Transportwege zu verzichten. Aulerdem wurden nur noch Kristallisationsversuche
nach der flussig-flissig-Diffusionsmethode angesetzt, da diese fir die
Tygonschlauche erfolgreicher war. Aufgrund dieser Modifikationen war die
Kristallausbeute wahrend der Sojus-TMA-16-Mission wesentlich besser. Eine

Ubersicht der Ergebnisse der Sojus-TMA-16-Mission ist in der Tabelle 4.1 dargestellt.

Die Tabelle zeigt Unterschiede in der Kristallausbeute fiir die Bodenkontrollversuche
in Berlin und in Kasachstan. So konnten wahrend der Bodenkontrollversuchen in
Berlin fur zwei tRNA-Akzeptorstdmme und eine ,locked” Nukleinsaure Kristalle
gezlchtet  werden. In Kasachstan kristallisierten dahingegen  flnf
Nukleinsaurespezies: drei tRNA Akzeptorstdmme, die unmodifizierte Domane der
ncRNA HAR1 aus dem Schimpansen und die LNA.
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Tabelle 4.1: Beobachtete Kristalle wahrend der Sojus-TMA-16-Mission

Substanz Mg g (Berlin) g (Kasachstan)
tRNAS®-Akzeptorstamm RS-1660 X X X
tRNA*-Akzeptorstamm RR-1662 X X X
tRNAS®°-Akzeptorstamm RZ-1665 X
NncRNA HAR1 Domane (S) X

ncRNA HAR1 Domane (M)

NncRNA HAR1 LNA-modifizierte Doméane (S)
NcRNA HAR1 LNA-modifizierte Domane (M)
ncRNA HAR1 (S)

ncRNA HAR1 (M)

LNA abgeleitet von RS-1661

X X X X X X X

Die meisten Kristalle lieferten die Experimente im Weltraum. Hier konnten Kristalle
von neun verschiedenen Nukleinsaurearten beobachtet werden. Darunter waren drei
tRNA-Akzeptorstamm-Mikrohelices, die unmodifizierten Domanen der ncRNA HAR1,
die modifizierten Domanen der ncRNA und die Volllangen-ncRNAs, jeweils sowohl

die humane RNA als auch die Form aus dem Schimpansen.

Wie die Beispiele in Abbildung 4.1 zeigen, konnten in allen Kristallisations-
experimenten ausschlieBlich Mikrokristalle gezlichtet werden. Da der innere
Durchmesser der verwendeten Tygonschlauche 0,2 mm betragt, wird deutlich dass

die Abmessungen der Kristalle relativ gering sind.

Trotzdem wurden Rdntgendiffraktionsexperimente mit Kristallen der tRNA-
Akzeptorstamme RS-1660 und RR-1662 sowie der LNA am Deutschen Elektronen-
synchrotron (DESY) in Hamburg durchgefuhrt. Die Diffraktion der vermessenen
Kristalle war allerdings so schwach, dass eine Bestimmung der Raumgruppe oder
der Zellkonstanten nicht moglich war. Dementsprechend eigneten sich die Kristalle
letztlich nicht, um an einer konventionellen Synchrotronstrahlenquelle genigend
Daten zur weiteren Prozessierung und fur eine anschliefende Strukturbestimmung

zu sammeln.
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tRNAS" RS-1660

LNA

tRNA"? RR-1662

HAR1
(Pan troglodytes)

HAR1
(Homo sapiens)

Abbildung 4.1: Beispiele fiir Kristalle der Sojus-TMA-16-Mission

pg — Unter Mikrogravitationsbedingungen geziichtete Kristalle; g — Kristalle der Boden-
kontrollversuche
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4.2 tRNA”9-Akzeptorstamm-Isoakzeptor RR-1660 aus E.coli

4.2.1 Kristallisation

Die Sequenz des tRNA*9-Akzeptorstammes RR-1660 entstammt dem Eintrag in der
tRNA-Datenbank  mit der  Basenfolge 5-G1C2A3U4C5C6G7-3° - 5'-
Ce6G67Ge8As0U70G71C72-3". Die RNA-Doppelhelix wurde einem sytematischen
Testverfahren verschiedener Kristallisationsbedingungen unter Benutzung der
Hampton Research Kits Natrix Formulation Kit (HR2-116) mit 48 verschiedenen
Kristallisationsbedingungen und dem 20 Bedingungen umfassenden Nucleic Acid
Mini Screen (HR2-118) unterzogen. Die zunachst kleinen Kristalle konnten durch
eine Optimierung der Bedingungen verbessert werden. Bereits nach 24 h konnte
Kristallwachstum unter folgenden Bedingungen beobachtet werden: 0,5 M 2-(N-
morpholino)-ethansulfonsaure (MES), pH 5,6, 10 mM Magnesiumchlorid, 2,0 M
Lithiumsulfat bei 294 K. Die Konzentration der RNA betrug 0,5 mM. Die Kristallisation
erfolgte nach der Methode des sitzenden Tropfens und die Kristalle hatten eine
Grofde von 0,2 x 0,05 x 0,05 mm. Abbildung 4.2 zeigt einen Kristall des tRNAA™-
Akzeptorstammes RR-1660.

0,1 mm

Abbildung 4.2: Reprisentativer Kristall des tRNA*"®-Akzeptorstammes RR-1660

Zur Vermeidung von Wassereisbildung beim Einfrieren wurden die Kristalle in eine
Kryolésung mit folgender Zusammensetzung uberfuhrt: 0,5 M MES, pH 5,6, 10 mM
Magnesiumchlorid, 2,0 M Lithiumsulfat und 20% (v/v) Glyzerin. Das Glyzerin wirkt

hier als Kryoprotektans.
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4.2.2 Datensammlung und -prozessierung

Die Vermessung der Kristalle erfolgte am Sincrotrone ELETTRA in Triest, Italien. Bei
einer Wellenlange von 1,00 A wurde ein Datensatz im Auflésungsbereich von 40 —
1,7 A aufgenommen. Dabei wurden 12.812 Reflexe aufgezeichnet von denen 7.118
einzigartige Reflexe waren, was einer Multiplizitdt von 1,8 entspricht. Die Daten
wurden Uber den gesamten Auflésungsbereich von 40 — 1,7 A mit einem R-Wert von

Rmerge = 3,8% und einer Vollstandigkeit von 95% prozessiert.

Tabelle 4.2: Datensammlungs- und Prozessierungsstatistik des tRNA*®-Isoakzeptors RR-
1660

Strahlenquelle ELETTRA/XRD1 (BL 5.2R)
Wellenléange 1,000 A
Raumgruppe P1

a=26,28A, b=2892A, c=29,00A,

Einheitszellparameter a =105,74°, B=99,01°, y = 97,44°

Matthews-Koeffizient (A*Da™") 2,34

RNA-Duplexe pro asymmetrischer Einheit 2

Lésungsmittelgehalt (%) 59,6

gemessene Reflexe 12.812

einzigartige Reflexe 7.118

Redundanz 1,8 (1,7)
Auflésungsbereich (A) 40-1,70 (1,73 - 1,70)
Vollstandigkeit (%) 95,0 (93,2)

Rinerge” (%) 3,8 (16,5)

#Rmerge = 2o Zi |l (hKI) = {I (hkh}| | Zn Z; 1; (hKl), dabei entsprechen [; (hkl) den gemessenen
individuellen und {/ (hkl)} den durchschnittlichen Intensitaten eines Reflexes mit den Indizes
hkl; Z; ist die Summe Uber die individuellen Messungen eines Reflexes mit den Indizes hk/
und Z,y entspricht der Summe aller Reflexe. Daten in Klammern geben die Werte fir die
héchste Auflésungsschale an.

Der tRNA"-|soakzeptor RR-1660 kristallisiert in der triklinen Raumgruppe P1 mit

zwei Molekulen pro asymmetrischer Einheit. Die Parameter der Einheitszelle sind:
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a=26,28 A, b =2892A, ¢ =29,00 A, a=105,74° B =99,01°, y = 97,44°. Der
Matthews-Koeffizient wurde mit 2,34 A®Da™" berechnet, was unter Berucksichtigung
der Standardatomvolumen fir RNA nach Voss und Gerstein (Voss et al., 2005)
einem Wassergehalt von 59,6% entspricht. Eine Ubersicht Uber die

Datensammlungs- und Prozessierungsstatistik gibt Tabelle 4.2.

Da merohedrale Verzwillingung ein Problem ist, das bei kleinen Nukleinsauren nicht
selten anzutreffen ist, wurde der Datensatz mit dem Algorithmus von Padilla und
Yeates auf Anzeichen fur merohedrale Verzwillingung untersucht. Das Ergebnis

entsprach dem eines theoretisch unverzwillingten Kristalls.

4.2.3 Struktur und Eigenschaften

Die Struktur der tRNA”9-Akzeptorstamm-Mikrohelix RR-1660 wurde mittels
Molekularem Ersatz gelost. Als Modell wurde die Struktur des humanen tRNACY-
Akzeptorstammes (G9992 verwendet, dessen Sequenz unter Verwendung des
Programmes Coot zu der des E.coli tRNA™9-Akzeptorstammes gedndert wurde.
Nachdem der am Synchrotron aufgenommene Datensatz bis zu einer Auflésung von
1,7 A prozessiert wurde, wurden die Daten wahrend der Verfeinerung der Struktur

bei einer Aufldsung von 2,0 A abgeschnitten.

Tabelle 4.3: Verfeinerungsstatistik des tRNA*®-Akzeptorstammes RR-1660

R/Riree 21,1/25,5
Anzahl RNA-Atome 586
Anzahl Wasser-Sauerstoffatome 88
Anzahl Glyzerin-Atome 6

Rmsd Bindungsléngen (A) 0,019
Rmsd Bindungswinkel (°) 2,55

Dies fuhrte zu einer Losung mit R-Werten von R/Rpee = 21,1/25,5%. Die mittlere
quadratische Abweichung (root mean square deviation, rmsd) fur die
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Bindungsléangen betragt 0,019 A und die mittlere quadratische Abweichung der
Bindungswinkel ist 2,55°. Tabelle 4.3 enthalt die Daten der Verfeinerungsstatistik.

Die asymmetrische Einheit enthalt zwei RNA Doppelstrange mit insgesamt 586
Atomen. Daran assoziiert sind 88 Wassermolekule und es wurde ein Glyzerinmolekul
aus dem Kryopuffer detektiert, welches zwischen die beiden RNA-Molekile
eingelagert ist. Eine Stereo-Ubersicht (iber die Gesamtstruktur des tRNA’S-

Akzeptorstammes zeigt Abbildung 4.3.

Abbildung 4.3: Stereoansicht der Gesamtstruktur des tRNA*8-Akzeptorstammes RR-1660

Die Stereoansicht zeigt die beiden RNA-Molekile der asymmetrischen Einheit (hellgrau und
dunkelgrau), die gebundenen Wassermolekile (blaue Kugeln) und das Glyzerinmolekil aus
dem Kryopuffer (rot).

Die helikalen Parameter des tRNA*9-Akzeptorstammes, wie Twist, Slide, Rise und x-
Displacement sind ahnlich zu denen anderer untersuchter tRNA-Mikrohelices. Die

Konformation entspricht der Standard-A-RNA-Konformation und die lokalen und
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gesamten helikalen Parameter sind im Bereich derer einer idealisierten A-RNA-
Struktur. Dies trifft auf samtliche Basenpaare beider RNA-Doppelstrange zu. Auch an
den Enden der beiden Nukleinsauremolekile, wo es durch Kristallpackungskrafte zu
ungewodhnlichen Konformationserscheinungen kommen kann, wurden keine
Abweichungen beobachtet. Eine Ubersicht ausgewahlter helikaler Parameter der
tRNA*9-Mikrohelix zeigt Tabelle 4.4.

Tabelle 4.4: Ausgewihlte helikale Parameter der tRNA*8-Mikrohelix

Twist (° Slide (A Rise (A x-Displacement (A

GC/GC 28,99 -1,74 3,13 -4,57
CA/UG 35,71 -1,31 3,63 -3,29
AU /AU 27,90 -1,37 3,03 -4,03
uC/GA 36,21 -1,03 3,22 -2,36
CC/GG 29,41 -1,53 3,23 -4,52
CG/CG 37,60 -1,14 3,30 -2,81
4 32,63 + 4,31 -1,35+ 0,26 3,24 £ 0,17 -3,60 + 0,92

Die Daten der beiden RNA-Molekiile der asymmetrischen Einheit sind durch verschiedene
Grautone voneinander unterschieden.

Die a- und {-Torsionswinkel des Phosphatrickgrates nehmen die (-) gauche, die y-
und o-Torsionswinkel die (+) gauche-Konformation ein und die B-Torsionswinkel
liegen samtlich, die e-Torsionswinkel Uberwiegend in der frans-Konformation um +/-

180° vor. Eine Ubersicht aller Torsionswinkel ist im Anhang gegeben. Die Zucker-
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konformation ist fur alle Nukleotide die C3‘-endo-Konformation, was die typische A-

RNA-Konformation der untersuchten Ribonukleinsaure bestatigt.

4.2.4 Hydratation der RNA und Liganden

Die tRNA*9-Mikrohelix ist von einem Hydratationsnetzwerk aus 88 Wassermolekiilen
umgeben. Das Hydratationsmuster stimmt mit den generellen Regeln fur RNA-
Hydratisierung (berein, wobei durch die mittlere Auflésung von 2,0 A nicht alle
Basenpaare eine vollstandig besetzte Hydrathille aufweisen. Ein Beispiel fur ein
vollstandig hydratisiertes Basenpaar, sind die Nukleotide U70-A3, dargestellt in
Abbildung 4.4.

Abbildung 4.4: Ausschnitt aus der Elektronendichtekarte des tRNA*"8-Akzeptorstammes

Gezeigt ist das Basenpaar A3-U70. Blaue Kugeln stellen Wassermolekile dar. Entfernungen
zwischen Atomen sind in Angstrém angegeben.

Das Basenpaar A3-U70 ist komplett von einem Wassernetzwerk umgeben. Die
Wassermolekule sind dabei sowohl in der kleinen als auch in der gro3en Furche

vollstandig enthalten. In der kleinen Furche sind drei Wassermoleklle gebunden.



Ergebrisse

Jeweils eines ist direkt an die Nukleotide A3 und U70 gebunden und ein weiteres
interagiert Uber Wasserstoffbrickenbindungen mit den beiden nukleotidgebundenen
Wassermolekuilen. Adenosin 3 bindet ein Wassermolekul Uber das endozyklische
Stickstoffatom N3 und Uber die 2‘-Hydroxylgruppe der Ribose. Uridin 70 bindet ein
Wassermolekil ebenfalls durch Kontakt mit der 2‘-Hydroxylgruppe der Ribose und
einen weiteren Kontakt mit dem exozyklischen Sauerstoffatom O2. Zwei weitere
Wassermolekile stehen in Kontakt zu den beiden 2°-Hydroxylgruppen der
Nukleotide.

In der grof3en Furche sind vier Wassermolekille gebunden. Es stehen jeweils zwei
Wasser in direktem Kontakt zu den Basen A3 und U70. Dabei ist ein Wassermolekul
an das endozyklische Stickstoffatom N7 und ein weiteres an die exozyklische
Aminogruppe des Adenosin 3 gebunden. Beide Wassermolekile bilden auch
untereinander eine Wasserstoffbrickenbindung aus. Die beiden an das Nukleotid
U70 gebundenen Wassermolekiile bilden Wasserstoffbricken mit dem exozyklischen
Sauerstoffatom O4 und einem Sauerstoffatom der Phosphatgruppe des Rlckgrats.
Auch diese beiden Wassermolekule sind durch eine Wasserstoffbrickenbindung

miteinander verbunden.

Daruber hinaus ist an die Struktur der Nukleinsaure ein Glyzerinmolekul gebunden,
was aus der Datensammlung unter Tieftemperaturbedingungen resultiert, da es dem
Kryopuffer entstammt. Das Glyzerin befindet sich an der Schnittstelle der beiden

RNA-Doppelstrange der asymmetrischen Einheit.

Abbildung 4.5 (A) zeigt die beiden RNA-Moleklle der asymmetrischen Einheit,
umgeben von Wassermolekilen und mit gebundenem Glyzerin. Durch die
Zusammenlagerung der RNA-Doppelstrange an den kleinen Furchen ist ein Kanal
entstanden, in den Wassermolekule eingelagert sind. Am Ende dieses Kanals ist das

Glyzerinmolekul angelagert.

Noch deutlicher wird dies in Abbildung 4.5 (B), in der die Oberflache der beiden RNA-
Molekule vereinheitlicht betrachtet wird. Der Kanal ist hier deutlicher erkennbar und
an dessen Ende hat sich eine Bindungstasche gebildet. In diese ist das Glyzerin-
molekul durch Wechselwirkungen mit einzelnen Nukleotiden entweder direkt oder
indirekt - Uber Wasserbrucken - eingebettet.
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Abbildung 4.5: Bindung des Glyzerinmolekiils an die tRNA*"8-Mikrohelix RR-1660

(A): Die Oberflachen der beiden tRNA-Doppelstrange der asymmetrischen Einheit sind in
unterschiedlichen Grauténen dargestellt. (B): Die Oberflachen der beiden RNA-Molekiile sind
vereinheitlicht gezeigt. Das Glyzerinmolekil ist rot gefarbt. Blaue Kugeln stellen
Wassermolekiile dar.

Die Bindung des Glyzerinmolekuls an die RNA-Molekule ist detailliert in Abbildung
4.6 gezeigt. Dabei ist das Glyzerin Uber vier Wasserstoffbrickenbindungen direkt an
einzelne Nukleotide koordiniert und uber ein Wassermolekul bildet es zwei
zusatzliche Kontakte zu einem weiteren RNA-Baustein aus.

Die erste Hydroxylgruppe des 1,2,3-Propantriols bindet an das endozyklische
Stickstoffatom N3 des Adenosins 69 der ersten RNA-Doppelhelix. Das

Glyzerinmolekul bildet Uber seine sekundare Hydroxylgruppe zwei Kontakte zum
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Abbildung 4.6: Detailansicht der Bindung des Glyzerinmolekiils an den tRNAME-
Akzeptorstamm RR-1660

Die Atome der Nukleinsduren und des Glyzerinmolekiils sind folgendermalRen farbkodiert:
Sauerstoff — rot, Stickstoff — blau, Kohlenstoff — grau, Phosphor — orange. Blaue Kugeln
zeigen Wassermolekiile. Entfernungen zwischen Atomen sind in Angstrém angegeben.

Guanosin 71 der zweiten RNA-Doppelhelix aus. Dabei kommt es zu Wasserstoff-
brickenbindungen mit der 2°-Hydroxylgruppe der Ribose und mit dem endo-
zyklischen Stickstoffatom N3. Die dritte Hydroxylgruppe des dreiwertigen Alkohols ist
zum einen in direktem Kontakt mit der exozyklischen Aminogruppe des Guansosins
71, zu dem auch die beiden vorher beschriebenen Wasserstoffbricken bestehen.
Zum anderen bildet die Hydroxylgruppe des Alkohols Uber ein Wassermolekl
indirekte Kontakte zur 2-OH-Gruppe der Ribose und dem endozyklischen Stickstoff
N3 des Adenosins 3 der zweiten RNA-Helix aus.
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4.3 tRNAS®-Akzeptorstamm-Mikrohelix RS-1661

4.3.1 Kristallisation

Die Sequenz des tRNAS®-Akzeptorstammes RS-1661 ist der tRNA-Datenbank
entnommen und lautet: 5-G1GyU3G4A5G6G7-3° — 5-CpsCes7UssCs0A70C71C72-3". Nach
der Hybridisierung wurde die RNA-Doppelhelix mit einer Konzentration von 0,5 mM in
einem systematischen Testverfahren zur Bestimmung von
Kristallisationsbedingungen eingesetzt. Dabei wurden das Nucleic Acid Mini Screen
Kit (HR2-118) mit 24 verschiedenen Bedingungen und das Natrix Formulation Kit
(HR2-116) mit 48 verschiedenen Kristallisationsbedingungen verwendet. Beide Kits

stammen von Hampton Research.

Abbildung 4.7: Reprasentativer Kristall der tRNAser-Akzeptorstamm-MikroheIix RS-1661

Nach wenigen Tagen konnte unter folgenden Bedingungen regelmalliges und
reproduzierbares Kristallwachstum beobachtet werden: 10% (v/v) 2-Methyl-2,4-
pentandiol (MPD), 40 mM Natriumcacodylat, pH 5,5, 20 mM Kobalthexamin, 80 mM
Natriumchlorid und 20 mM Magnesiumchlorid bei einer Temperatur von 294 K. Als
Reservoirlésung wurde 1 ml 35% (v/v) MPD verwendet. Die Kristalle konnten ohne
weitere Optimierung zur Messung verwendet werden. Aulierdem wirkt das MPD als
Kryoprotektans, was eine Aquilibrierung der Kristalle vor dem Einfrieren in einem
separaten Kryopuffer obsolet machte. Abbildung 4.7 zeigt einen Kristall des tRNAS®'"-

Akzeptorstammes.



Ergebrisse

‘4.3.2 Datensammlung und -prozessierung

Die Datensammlung erfolgte am Sincrotrone ELETTRA in Triest, Italien. Es konnte
ein hochaufgeléster Datensatz bis zu einer Auflésung von 1,0 A aufgenommen
werden. Wahrend der Datenprozessierung zeigten die R-Werte jedoch, dass eine
sinnvolle Auswertung nur in einem Auflésungsbereich von 120 - 1,2 A méglich war.
Es wurden 91.016 Reflexe gemessen, von denen 12.806 einzigartige Reflexe waren.
Dies entspricht einer Redundanz von 7,1. Die Vollstandigkeit des Datensatzes betrug
99,2% und der R-Wert der prozessierten Daten war Rmerge = 7,4%.

Ser

Tabelle 4.5: Datensammlungs- und Prozessierungsstatistik des tRNA’* -Akzeptorstammes

RS-1661

Strahlenquelle ELETTRA/XRD1 (BL 5.2R)
Wellenléange 1,000 A

Raumgruppe C2

a=3579A b=39,13 A, c=31,37A,

Einheitszellparameter a=90° 8=111,1°, y = 90°

Matthews-Koeffizient (A3Da-1) 2,33

RNA-Duplexe pro asymmetrischer Einheit 1

Lésungsmittelgehalt (%) 59,4

gemessene Reflexe 91.016

einzigartige Reflexe 12.806

Redundanz 7,1(15,4)
Auflésungsbereich (A) 120,0 - 1,20 (1,22 - 1,20)
Vollstandigkeit (%) 99,2 (99,1)

Rerge (%) 7,4 (15,4)

#Rmerge =3 2i |1 (hkl) = {I (hkD)}| / Zpu Zi 1; (hkl), dabei entsprechen I; (hkl) den gemessenen
individuellen und {/ (hk/)} den durchschnittlichen Intensitaten eines Reflexes mit den Indizes
hkl; 2; ist die Summe Uber die individuellen Messungen eines Reflexes mit den Indizes hk/
und X, entspricht der Summe aller Reflexe.

Daten in Klammern geben die Werte fir die héchste Aufldsungsschale an.
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Der tRNAS®-Akzeptorstamm kristallisiert in der monoklinen Raumgruppe C2 mit den
Zellkonstanten: a = 35,79 A, b =39,13 A, ¢ =31,37 A, a =y =90°, B = 111,1°. Der
Matthews-Koeffizient wurde mit 2,33 A*Da™ berechnet, was unter Einbeziehung der
Standardatomvolumen fir RNA nach Voss und Gerstein einem Wassergehalt des
Kristalls von 59,4% entspricht. Eine Ubersicht der Datensammlungs- und

Prozessierungsstatistik gibt Tabelle 4.5.

Die Daten wurden mit dem Algorithmus von Padilla und Yeates nach Hinweisen auf
merohedrale Verzwillingung untersucht, da diese Art von Kristallunregelmafigkeit
schon mehrfach bei Kristallen kurzer Nukleinsauren beobachtet wurde. Die Analyse

zeigte das Ergebnis eines theoretisch unverzwillingten Kristalls.

74.3.3 Struktur und Eigenschaften

Die Struktur des tRNAS®-Akzeptorstammes wurde mittels Molekularem Ersatz geldst.
Als Suchmodell diente die Struktur des tRNAS®-Akzeptorstammes RS-1660 aus
E.coli dessen Sequenz mit Hilfe des Programmes Coot zu der des tRNAS®-
Akzeptorstammes RS-1661 geandert wurde. Die erhaltene Lésung wurde Uber den
Aufldsungsbereich von 80 — 1,2 A verfeinert bis sich die R-Werte bei R/Riee =
19,0/20,1% nicht weiter verringerten. Die mittlere quadratische Abweichung (root
mean square deviation, rmsd) der Bindungslangen betrug 0,036 A, die mittlere

quadratische Abweichung der Bindungswinkel 2,783°.

Tabelle 4.6: Verfeinerungsstatistik des tRNA**"-Akzeptorstammes RS-1661

R/Riree 19,0/20,1
Anzahl RNA-Atome 293
Anzahl Wasser-Sauerstoffatome 97
Anzahl Magnesium-Atome 2

Rmsd Bindungslangen (A) 0,036

Rmsd Bindungswinkel (°) 2,783
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Die Struktur der tRNAS®-Akzeptorstamm-Mikrohelix RS-1661 enthalt ein RNA-
Molekul pro asymmetrischer Einheit mit 293 RNA-Atomen. Weiterhin wurden 97
Wassermolekile sowie zwei an die RNA gebundene Magnesiumionen detektiert. Die
Datenverfeinerungsstatistik im Uberblick zeigt Tabelle 4.6, eine Stereoansicht der

Gesamtstruktur ist in Abbildung 4.8 gezeigt.

Abbildung 4.8: Stereoansicht der Struktur des tRNA®*"-Akzeptorstammes RS-1661

Die Nukleinsaure ist grau dargestellt. Blaue Kugeln stellen Wassermolekiile, magentafarbene
Magnesiumionen dar.

Die RNA liegt in der Standard-A-RNA-Konformation vor. Die Zuckerkonformation ist
fur alle Nukleotide die C3'-endo-Konformation. Die a- und {-Torsionswinkel des
Phosphatrickgrates nehmen die (-) gauche-, die y- und O&-Torsionswinkel die (+)
gauche-Konformation ein und die pB-Torsionswinkel liegen samtlich, die &-
Torsionswinkel Uberwiegend in der frans-Konformation um +/- 180° vor. Eine
Anomalie weisen die a- und y-Torsionswinkel am Guanosin 4 auf, die entgegen der
Erwartung nicht die (+) bzw. (-) gauche-Konformation einnehmen. Stattdessen liegt

der a-Torsionswinkel mit 147,1° nahe der trans-Konformation, die der y-
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Torsionswinkel mit -175,2° aufweist. Alle Torsionswinkel sind im Anhang als

Ubersicht angegeben.

Tabelle 4.7: Ausgewihlte helikale Parameter der tRNA**-Mikrohelix RS-1661

Twist (°) Slide (A) Rise (A) x-Displacement (A)
GC/CC 30,82 -2,04 3,38 -4,68
GU/AC 31,78 -1,27 3,10 -3,59
UG/ CA 24,40 -2,04 3,25 -6,61
GA/UC 34,86 -1,84 3,19 -3,88
AG/CU 30,59 -1,32 3,41 -3,37
GG/CC 36,52 -1,58 3,23 -3,40
%] 31,49 £4 20 -1,68 £ 0,34 3,26 + 0,12 -4.25+1,25

Auch die helikalen Parameter des tRNAser-Akzeptorstammes bestatigen die
Standard-A-RNA-Konformation der untersuchten Nukleinsaure. Sie liegen im Bereich
einer idealisierten RNA-Struktur. Ausgewahlte helikale Parameter der tRNAS®-
Mikrohelix RS-1661 zeigt die Tabelle 4.7.

4.3.4 Hydratation der RNA und Liganden

An die Struktur des tRNAS®-Akzeptorstammes sind 97 Wassermolekiile gebunden.
Die Wasseranlagerung an die RNA folgt auch hier im Wesentlichen den allgemeinen
Hydratationsregeln flr Nukleinsduren. Exemplarisch ist das dichte Solvensnetzwerk
am Basenpaar A5-U68 in Abbildung 4.9 gezeigt.

Eine extensive Hydratisierung der Nukleotide ist im Bereich der groRen Furche
erkennbar. Hier sind jeweils drei Wassermolekule direkt an die Nukleotide Adenosin
5 bzw. Uridin 68 der RNA gebunden. Zwei weitere Wasser stehen uber die Bindung
an jeweils zwei RNA-assoziierte Wassermolekile in indirektem Kontakt zur

Nukleinsaure.



BN ergeonisse

Abbildung 4.9: Ausschnitt aus der Elektronendichtekarte des tRNA**"-Akzeptorstammes RS-
1661

Gezeigt ist das Basenpaar A5-U68. Wassermolekiile sind als blaue Kugeln dargestellt.
Entfernungen zwischen Atomen sind in Angstrom angegeben.

Die mit dem Adenosin 5 assoziierten Wassermoleklle bilden Wasserstoff-
brickenbindungen zur exozyklischen Aminogruppe der Base und zum endo-
zyklischen Stickstoffatom N7. Dasselbe Wassermolekul steht Uber eine zweite
Wasserstoffbrickenbindung in Kontakt mit einem Sauerstoffatom des Phosphat-
rickgrats. Dieses Sauerstoffatom bildet seinerseits eine zweite Wasserstoff-
brickenbindung zu einem weiteren Wassermolekul aus. Die beiden an das
Phosphatrickgrat der RNA gebundenen Wassermolekule stehen zusatzlich zu den
Kontakten mit der Nukleinsdure noch mit einem anderen Wassermolekul in

Verbindung.

Die Bindung der drei Wassermolekulle an das Nukleotid Uridin 68 erfolgt zum einen
Uber ein Sauerstoffatom der Phosphatgruppe des Rickgrats; an dieses
Sauerstoffatom sind zwei Wassermolekile gebunden. Das dritte Wassermolekll
bildet eine Wasserstoffbriickenbindung zum exozyklischen Sauerstoffatom O4 der
Base aus. Dieses Wassermolekull bindet zusammen mit dem an die Aminogruppe

des A5 gebundenen Wassermolekils ein weiteres H,O-Molekil und komplettiert
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damit das Solvensnetzwerk in der Region der grolen Furche des Basenpaares A5-
UG8.

Vier weitere Wassermolekule sind in der Region der kleinen Furche gebunden.
Jeweils eines steht mit der 2°-Hydroxylgruppe der Ribose der Nukleotide in Kontakt.
An die Base A5 ist ein weiteres Wassermolekul mit dem endozyklischen
Stickstoffatom N3 assoziiert. U68 bindet ein zweites Wasser uUber das exozyklische

Sauerstoffatom O2.

Neben diesem ausgepragten Wassernetzwerk enthalt die Struktur des Seryl-tRNA-
Akzeptorstammes auch zwei an die Nukleinsaure gebundene hydratisierte
Magnesiumionen. Die erste der beiden Magnesiumbindungsstellen liegt in der
grolRen Furche in direkter Nachbarschaft zu den Nukleotiden G6 und G7. Kontakte
zwischen der RNA und dem Magnesiumion sind dabei indirekter Natur und werden
durch Wassermoleklle vermittelt. Abbildung 4.10 zeigt die erste der beiden

Magnesiumbindungsstellen der tRNAS®"-Akzeptorstamm-Mikrohelix RS-1661.

Abbildung 4.10: Erste Magnesiumbindungstelle des tRNAser-Akzeptorstammes RS-1661

Dargestellt ist ein Ausschnitt aus der Elektronendichtekarte. Die Nukleinsaure ist grau, das
Magnesiumion magentafarben gezeigt. Blaue Kugel reprasentieren Wassermolekile.
Entfernungen zwischen Atomen sind in Angstrom angegeben.
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Das Magnesiumion liegt hier flinfach Wasser-koordiniert vor. Drei der
Wassermolekile der Hydrathulle des Magnesiums haben gleichzeitig eine
Bruckenfunktion fur die Bindung an die RNA. Eines der beiden Wassermolekile
bildet hierbei Wasserstoffbriickenbindungen zum endozyklischen Stickstoffatom N7
und der exozyklischen Ketogruppe des Nukleotids G7 aus. Das zweite
Wassermolekul stellt eine Verbindung zur exozyklischen Ketogruppe des Guanosins
6 her. Das dritte Wassermolekul ist Uber Wasserstoffbruckenbindungen zum einen
an das endozyklische Stickstoffatom N7 des Nukleotids G6 und zum anderen an ein
Sauerstoffatom der Phosphatgruppe des Zuckerphosphatriickgrats der RNA

gebunden.

Abbildung 4.11: Zweite Magnesiumbindungsstelle der tRNA®*"-Mikrohelix RS-1661

Das magentafarben dargestellte Magnesiumion ist sechsfach von blau dargestellten
Wassermolekilen  koordiniert. Es  werden  Wasserstoffbriickenbindungen  zum
Zuckerphosphatriickgrat  verschiedener symmetriedaquivalenter Nukleinsdauremolekiile
ausgebildet. Entfernungen zwischen Atomen sind in Angstréom angegeben.

Die zweite Magnesiumbindungsstelle ist in der kleinen Furche der RNA lokalisiert.

Sie befindet sich auch in der Nachbarschaft zum Guanosin 6 und liegt damit in
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Relation zur ersten Magnesiumbindungsstelle auf der gegenlberliegenden Seite des
Nukleotids. Abbildung 4.11 zeigt die Einbindung des Magnesiumions in das
ausgepragte Solvensnetzwerk am Zuckerphosphatrickgrat der RNA. Dieses
Magnesium ist vollstandig hexakoordiniert von Wassermolekilen umgeben, die
ihrerseits entweder mit weiteren Wassermolekulen oder mit der Nukleinsaure in

Kontakt stehen.

Die Hydrathulle des Magnesiumions bildet zwei Wasserstoffbrickenbindungen mit
der 2'-Hydroxylgruppe der Ribose des Guanosins 6 aus. Funf weitere
Wasserstoffbriicken stellen die Verbindung zu symmetrieaquivalenten RNA-
Molekilen des Kristallgitters her. Die Bindung erfolgt Uber Sauerstoffatome der

Phosphatgruppen der jeweiligen Nukleinsauren.

Das hydratisierte Magnesiumion ist darlber hinaus in das Wassernetzwerk dieser
Region eingebunden. So zeigt die Abbildung 4.11 Kontakte zu drei weiteren
Wassermolekilen. Diese stellen ihrerseits teilweise weitere Kontakte zu den

Nukleinsauremolekulen in dieser Region des Kristalls her.
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4.4 Vergleich des tRNA®®-Akzeptorstammes RS-1661 mit dem
tRNAS®"-|soakzeptor RS-1660 aus E.coli

Die hier beschriebene tRNAS®-Mikrohelix RS-1661 wurde mit der bereits zuvor
aufgeklarten Struktur des tRNAS®-Isoakzeptors RS-1660 (Forster et al., 2007a)
hinsichtlich der Hydratationsmuster und Ligandenbindungsstellen verglichen. Dazu
wurde eine Superpositionierung mit dem Programm Pymol durchgefuhrt und die
Ubereinandergelagerten Strukturen im Hinblick auf wesentliche Gemeinsamkeiten

und Unterschiede untersucht.

Abbildung 4.12: Stereoansicht der iibereinandergelagerten tRNA**'-Isoakzeptoren RS-1660
und RS-1661

Die Ubereinandergelagerten Nukleinsauremolekiile sind grau, Wassermolekile als blaue
Kugeln und die Magnesiumionen magentafarben dargestellt. Hellgrau und —blau ist die
Struktur tRNA**"-Isoakzeptors RS-1660 und dunkelgrau bzw. —blau die Struktur des tRNA®®'"-
Isoakzeptors RS-1661 gezeigt. Die Magnesiumionen entstammen der Struktur des RS-1661-
Akzeptorstammes.
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Die Sequenzen der beiden tRNAS®-Isoakzeptoren RS-1660 und RS-1661 aus E.coli
unterscheiden sich durch einen naturlicherweise vorkommenden Austausch von zwei
Basenpaaren. Die Sequenz des RS-1660-Isoakzeptors ist 5-G1G2A3G4A5GsA7-3" —
5'-UesCes7UssCe9U70C71C72-3%; die Unterschiede zum RS-1661-Isoakzeptor sind die
Basenpaare 3-70 und 7-66.

Beide tRNAS®-Akzeptorstamme kristallisieren in der Raumgruppe C2 mit ahnlichen
Einheitszellparametern und einer RNA-Duplex pro asymmetrischer Einheit. Die
Auflésung des RS-1660-Isoakzeptors lag bei 1,8 A und ging mit der Detektion von 75
assoziierten Wassermolekilen einher. Dies sind 22 weniger als in der Struktur des
RS-1661-Aminoacylstammes. Auferdem enthalt die Struktur des tRNAS®-
Akzeptorstammes RS-1660 keine gebunden Magnesiumionen. Eine Stereoansicht

der beiden uUbereinandergelagerten Strukturen zeigt Abbildung 4.12.

4.4.1 Hydratation der RNAs

Im Folgenden sollen die Hydratationsmuster der beiden tRNAser—Isoakzeptoren
verglichen werden. Es konnten grundlegende Unterschiede und Gemeinsamkeiten
gefunden werden, wie die Vergleiche der Identitdtsmerkmale, das Basenpaar G2-
C71 und das Nukleotid C72, sowie die in die Bindung an die Seryl-tRNA-Synthetase
involvierten Nukleotide C69 und C68 deutlich machen.

Das lIdentitatsbasenpaar G2-C71 ist in Abbildung 4.13 (A) gezeigt. Vier
Wasserpositionen sind in beiden Strukturen nahezu identisch, jeweils zwei in der
groBen und der kleinen Furche. Weiterhin haben einige Wassermolekille eine
ahnliche Position in Nachbarschaft zum Identitdtsbasenpaar, wahrend andere
Wasserpositionen nur in einer der beiden Strukturen nachgewiesen werden konnten.
Interessant ist das Wassermolekul in der gro3en Furche, welches nicht direkt an eine
der beiden Basen gebunden ist. Es stellt je eine Verbindung zum Nukleotid G2 und
zum C71 indirekt Uber benachbarte Wassermolekile her. Diese Position konnte in

der Nachbarschaft anderer GC-Basenpaare nicht gefunden werden.
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Abbildung 4.13: Vergleich der Hydratationsmuster bei tRNA**"-Identititselementen

Dargestellt sind das Identitdatsbasenpaar G2-C71 (A) und das Nukleotid C72 als Basenpaar
G1-C72 (B). Helle Farben kennzeichnen den tRNA>*"-Isoakzeptor RS-1660 und dunkle Farben
den Isoakzeptor RS-1661. Blaue Kugeln stellen Wassermolekiile dar. Entfernungen zwischen
Atomen sind in Angstrom angegeben.
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Abbildung 4.14: Vergleich der Hydratationsmuster von mit der Seryl-tRNA-Synthetase in
Kontakt stehenden Nukleotiden

Dargestellt sind die mit der Synthetase in Kontakt stehenden Nukleotide U68 und C69, als
Basenpaare U68-A5 (A) bzw. C69-G4. (B). Helle Farben kennzeichnen den tRNA®®'-
Isoakzeptor RS-1660 und dunkle Farben den Isoakzeptor RS-1661. Blaue Kugeln stellen
Wassermolekiile dar. Entfernungen zwischen Atomen sind in Angstréom angegeben.
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Abbildung 4.13 (B) zeigt das Nukleotid C72, das auch zu den tRNAS®-
Identitatsmerkmalen gehort, im Paar mit dem Nukleotid Guanosin 1. Da es Prsich bei
diesem Basenpaar, um ein endstandiges handelt, entspricht die Hydratation nicht
komplett den Standardregeln flir RNA-Hydratisierung. Trotzdem st die
Wasserdistribution im Bereich der kleinen Furche in weiten Bereichen identisch. Im
Gegensatz dazu lasst das Hydratisierungsmuster in der grollen Furche keine
Aussage Uber Gemeinsamkeiten in Bezug auf mogliche Kontaktstellen fur

Interaktionspartner zu.

In Abbildung 4.14 sind die in Kontakt mit der Seryl-tRNA-Synthetase stehenden
Nukleotide U68 und C69 in Form der Basenpaare A5-U68 (Abbildung 4.14 (A)) und
G4-C69 (Abbildung 4.14 (B)) dargestellt. Das Basenpaar A5-U68 zeigt acht
identische Wasserpositionen vor allem im Bereich der groRen Furche. Da das
Nukleotid Uridin 68 in die Bindung mit der Synthetase involviert ist, wobei vor allem
Kontakte Uber das Zuckerphosphat-Ruckgrat ausgebildet werden, ist eine genaue
Analyse dieser Region aufschlussreich. Es wird deutlich, dass vier von funf
Wassermolekulen, die mit dem Rickgrat des Nukleotids U68 assoziiert sind, nahezu
identische Positionen in beiden Isoakzeptoren aufweisen. Der Vergleich zum
Nukleotid A5, dessen Zuckerphosphat-Ruckgrat nicht in direktem Kontakt zur
Synthetase steht, weist dagegen nur eine von funf Wasserposition auf, die in beiden

Isoakzeptoren ahnlich ist.

Ein ahnliches Bild zeigt das Basenpaar G4-C69, von dem die Base C69 Kontakte mit
der Seryl-tRNA-Synthetase ausbildet. Hier sind ahnliche Wasserpositionen in der
Hydrathulle beider tRNAser—Isoakzeptoren vor allem im Bereich der kleinen Furche
vorhanden; vier von sechs Wasserpositionen haben eine nahezu identische Lage in
den Strukturen beider Akzeptorstamm-Mikrohelices. Demgegenuber zeigt die grolde
Furche fur beide Strukturen nur drei ahnliche von zehn Wasserlagen. Auffallig ist,
dass die Positionen der Wassermolekile um das Nukleotid Cytidin 69 eine
wesentlich groflere Koharenz aufweisen als die um das Nukleotid Guanosin 4, und

zwar sowohl in der grof3en als auch in der kleinen Furche.
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4.4.2 Magnesiumbindung

Die Ubereinanderlagerung der ersten Magnesiumbindungsstelle an den Nukleotiden
G6 und G7 des RS-1661-Akzeptorstammes zeigt, dass die in der Umgebung
befindlichen Wassermolekile im tRNAser-Akzeptorstamm RS-1660 eine ahnliche

Distribution aufweisen. Dies ist in Abbildung 4.15 dargestellt.
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Abbildung 4.15: Erste Magnesiumbindungsstelle der tRNA®**"-RS-1661

Ser_

Gezeigt sind die Nukleotide G6 und G7, in deren Umgebung in der Struktur des tRNA
Akzeptorstammes ein gebundenes Magnesiumion detektiert wurde. Helle Farben
kennzeichen den Isoakzeptor RS-1660, dunkle Farben den Isoakzeptor RS-1661. Die
Abbildung zeigt Wassermolekile als blaue Kugeln, das Magnesiumion ist magentafarben
dargestellt. Abstinde zwischen Atomen sind in Angstrém angegeben.

Die drei Wassermolekule, die sowohl an das Magnesiumion als auch an die Basen
Guanosin 6 und 7 binden, haben in beiden Akzeptorstammen eine fast identische
Lokalisation. Das zeigt, dass die Lage der Wassermolekile in dieser Region flr
beide RNA-Moleklle dem Standard-Hydratationsverhalten von Nukleinsauren folgt,
da die Wasserstoffakzeptoren und —donoren der RNA vollstandig besetzt sind. Was
wie bereits beschrieben fiir den tRNAS*'-Isoakzeptor RS-1661 gilt, trifft auch auf den
tRNAS®-Akzeptorstamm RS-1660 zu: Das endozyklische Stickstoffatom N7 und die
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Ketogruppe der Guanosinbasen stellen Kontakte zu Wassermolekilen her. Eine
weitere Wasserstoffbrickenbindung besteht zwischen einem Sauerstoffatom der
Phosphatgruppe des Zuckerphosphatrickgrats der Nukleinsauren und einem

Wassermolekul der Umgebung.

Abbildung 4.16: Zweites Magnesiumion der Struktur des tRNA**"-Isoakzeptors RS-1661

Die Umgebung des zweiten Magensiumions zeigt in den beiden Strukturen der tRNA>*'-
Isoakzeptoren nur wenige Gemeinsamkeiten. Helle Farben kennzeichen die Struktur des
Isoakzeptors RS-1660, dunkle Farben den Isoakzeptor RS-1661.

Abbildung 4.16 zeigt die zweite Magnesiumbindungsstelle der tRNAS®-Mikrohelix
RS-1661 Ubereinandergelagert mit der Struktur des tRNAS®-Akzeptorstammes RS-
1660. Hier ist in direkter Nachbarschaft zum Magnesiumion nur ein Wassermolekdil
vorhanden, das in beiden Strukturen die gleiche Lokalisation aufweist. Die Positionen
der Ubrigen Wassermoleklle, die das Magnesiumion in der Struktur des tRNASer-
Akzeptorstammes RS-1661 hydratisieren, sind in der Struktur des RS-1660
Isoakzeptors nicht vorhanden. Gleichzeitig sind aber vier Wasserpositionen um die
Basen G4 und A5 identisch.
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4.5 Bindung der tRNA®®" an die Seryl-tRNA-Synthetase

Die Struktur der Seryl-tRNA-Synthetase im Komplex mit der tRNAS®" (PDB-Eintrag:
1SER) wurde mit den Strukturen der tRNAS®-Akzeptorstamm-Mikrohelices RS-1660
und RS1661 Ubereinandergelagert. Das Ziel war die Untersuchung der Beteiligung
der an die RNA-Molekille gebundenen Wassermolekile an der Bindung der SerRS
zur RNA.

Abbildung 4.17: Ubersicht der Ubereinanderlagerung der SerRS mit dem tRNA®®'-
Akzeptorstamm RS-1661

Die Seryl-tRNA-Synthetase ist dunkelblau und -rot als Ribbon-Modell dargestellt. Die
Abbildung zeigt, dass das orangefarbene Phosphatriickgrat der zur Synthetase gehérenden
tRNA nahezu deckungsgleich zu dem des tRNA**"-Akzeptorstammes RS-1661 ist. Die als blaue
Kugeln dargestellten Wassermolekiile fullen die Licken zwischen den Oberflachen des

Proteins und der Nukleinsaure aus.

Da es keine Informationen Uber die geordnete Wassermolekile in der Struktur gibt,
kann eine Ubereinanderlagerung der hochaufgeldsten Akzeptorstammstruktur mit der
Struktur der Synthetase-tRNA-Komplexes diese Licke schlieen. Vor allem in
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Anbetracht der Tatsache, dass eine Einbeziehung der Hydratisierung der RNA und
des Proteins in die Betrachtung der Bindung zulassig ist, da bei der Bindung einer
tRNA durch die entsprechende aaRS praktisch kein Wasser frei wird (Banerjee et al.,
2003).

Abbildung 4.17 zeigt eine Ubersicht der Ubereinanderlagerung der Struktur des
tRNAS®-Akzeptorstammes RS-1661 und der Seryl-tRNA-Synthetase. Die Darstellung
zeigt, wie die an die tRNA gebundenen Wassermolekile die Hohle an der
Schnittstelle zwischen Protein und Nukleinsaure besetzen. Die Abbildung zeigt
deutlich, dass das Ruckgrat der hochaufgeldsten RNA eine gute Koharenz mit dem

Zuckerphosphatrickgrat der tRNA der urspruinglichen Struktur aufweist.

‘\\ Arg267

Abbildung 4.18: Anteil des Solvensnetzwerkes an der Bindung zwischen Arg267 und tRNA

Die bekannte Bindung zwischen Arg267 und C69 ist rot dargestellt. Der orangefarbene
Schlauch kennzeichnet das Phosphatriickgrat der tRNA®®" aus der Struktur des Komplexes.
Blaue Kugel stellen Wassermolekiile dar. Entfernungen zwischen Atomen sind in Angstrém
angegeben.

Abbildung 4.18 zeigt die Einbindung des Arginin 267 der Untereinheit 1 in das
Wassernetzwerk der Nukleinsaure. Wie einleitend beschrieben, gibt es einen Kontakt
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zwischen dem Arg267 und einem Sauerstoffatom der Phosphatgruppe des
Zuckerphosphatriuckgrats am Nukleotid C69. Diese Bindung ist in Abbildung 4.18 rot
dargestellt. Daruber hinaus stellt die Aminosaure Uber die Seitenkette
Wasserstoffbriickenbindungen zu drei Wassermolekilen in der Nachbarschaft her.
Zwei der interagierenden Wassermolekule stellen Brucken zwischen dem Protein
und der Nukleinsaure dar, indem sie gleichzeitig Wasserstoffbrickenbindungen zum
Arg267 und dem Zuckerphosphatruckgrat der tRNA ausbilden. Eine der Bindungen
erfolgt dabei an das Sauerstoffatom O3’ der Ribose des Nukleotids U68. Das zweite
Wassermolekil steht in Kontakt mit demselben Sauerstoffatom der Phosphatgruppe

am Cytidin 69, welches auch eine direkte Verbindung zum Arginin 267 ausbildet.

Zusatzlich gibt es Kontakte zwischen den mit Arg267 interagierenden
Wassermolekilen und weiteren H,O-Molekulen in der Umgebung. Dabei kommt es
zu indirekten Kontakten zwischen dem Arg267 und der 2‘-OH-Gruppe der Ribose am

Nukleotid U68 sowie einem Sauerstoffatom der Phopsphatgruppe am Nukleotid A70.

Ser_

Abbildung 4.19: Beispiel einer basenspezifischen Interaktion der SerRS mit dem tRNA
Akzeptorstamm RS-1661

Die Abbildung zeigt die wasservermittelte Interaktion der Aminosdure Phenylalanin 262 mit
den Basen G1 und G2 der tRNA. Sauerstoffatome der Nukleinsdure und des Proteins sind rot,
Stickstoffatome blau dargestellt. Blaue Kugeln geben Wassermolekiile wieder. Distanzen
zwischen Atomen sind in Angstrém angegeben.
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Abbildung 4.19 zeigt ein Beispiel flir eine wasservermittelte basenspezifische
Bindung der Synthetase an die tRNA. Dabei steht die Carbonylgruppe des
Peptidrickgrats an der Aminosaure Phenylalanin 262 Uber zwei Wassermolekule im

Kontakt mit den exozyklischen Sauerstoffatomen O6 der Nukleotide G1 und G2.

Abbildung 4.20: Ubereinanderlagerung zweier tRNAser-Isoakzeptoren und der Seryl-tRNA-
Synthetase

Die Abbildung zeigt die Region um die Nukleotide U68 und C69, dabei sind der tRNA®®"-
Isoakzeptor RS-1661 dunkelgrau und die zugehorigen Wassermolekile dunkelblau, der
Isoakzeptorl RS1660 hellgrau, bzw. —blau dargestellt. Aminosauren, die an der Bindung
beteiligt sind, sind fett dargestellt. Das Phosphatriickgrat der tRNA der urspriinglichen
Komplexstruktur ist orangefarben gezeigt. Abstinde zwischen Atomen sind in Angstrém
angegeben.

Abbildung 4.20 zeigt die Ubereinanderlagerung der Struktur der SerRS mit den
Strukturen der beiden tRNAS®-Akzeptorstamm-Mikrohelices RS-1660 und RS-1661.
Zur besseren Ubersichtlichkeit sind nur die Wassermolekiile gezeigt, die in beiden
Isoakzeptoren ahnliche bzw. identische Positionen aufweisen. Dies ist ein gutes

Beispiel fur den Anteil des Solvensnetzwerkes an der Bindung der tRNA durch die
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Synthetase, insbesondere, da die Wassermolekille beider tRNA-Strukturen an der

Herstellung von Kontakten zwischen der Synthetase und der tRNA beteiligt sind.

Die Hydroxylgruppe der Aminosaure Ser156 bildet neben der Bindung an das
Phosphatrickgrat der tRNA am Nukleotid U68 einen Kontakt zu einem
Wassermolekul aus, das seinerseits in Kontakt zum Phosphatruckgrat des Nukleotids
U68 steht. Gleichzeitig gibt es Bindungen desselben Wassermoleklls an zwei
weitere Wassermolekule, die selbst in Kontakt zum exozyklischen Sauerstoffatom O4
des Nukleotids U68 und zur exozyklischen Aminogruppe des Nukleotids C69, sowie

zum Phosphatriickgrat am Cytidin 69 stehen.

Zur Bildung des Interaktionsnetzwerkes tragen zudem die Hydroxylgruppe des Serin
151, das Sauerstoffatom des Peptidriickgrats der Aminosaure Glyzin 155 und das
Stickstoffatom des Rickgrats der Aminosaure Arginin 157 bei, die allesamt mit einem
Wassermolekll Kontakte ausbilden. Dieses interagiert seinerseits mit einem

Sauerstoffatom des Zuckerphosphatriickgrats am Nukleotid U68.
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4.6 Struktur einer ,locked” Nukleinsaure

Die Struktur einer ,locked“ Nukleinsdure (LNA) wurde bei einer Aufldsung von 1,9 A
aufgeklart. Die Sequenz der LNA leitet sich direkt von derjenigen der tRNAS®-
Akzeptorstamm-Mikrohelix RS-1661 ab. Dadurch war es moglich, einen direkten

Vergleich der modifizierten mit der natirlichen Nukleinsdure vorzunehmen.

Die Kristallisation wurde durchgefuhrt, wie in (Behling et al., 2009) beschrieben. Die
LNA kristallisierte dabei unter folgenden Bedingungen: 40 mM Natriumcacodylat, pH
5,5, 20 mM Kobalthexamin, 80 mM Natriumchlorid, 20 mM Magnesiumchlorid und
10% (v/v) MPD, aquilibriert gegen eine Reservoirldsung von 35% MPD, pH 7,4, bei
einer Temperatur von 294 K. Die Kiristallisation erfolgte nach der Methode des
hangenden Tropfens und nach drei bis vier Tagen konnten Kristalle mit den

ungefahren Abmessungen 0,2 x 0,2 x 0,1 mm beobachtet werden.

'4.6.1 Datenaufnahme und -prozessierung

Die Kristalle wurden am Sincrotrone ELETTRA in Triest, ltalien, vermessen. Die
Datenakquisition der LNA-Duplex erfolgte bei einer Wellenlange von 1,00 A. Es
wurden ein hochaufgeldster Datensatz in einem Aufldsungsbereich von 80,0 — 1,90 A
und ein niedrigaufgeléster Datensatz im Auflésungsbereich von 80,0 — 2,70 A
aufgenommen. Dadurch konnte die Qualitdt der Daten gesteigert werden, da
Ubersattigte Reflexe im niedrigaufgeldsten Bereich des hochaufgeldsten Datensatzes
durch Reflexe des niedrigaufgeldsten Datensatzes erganzt werden konnten. Die
beiden Datensatze wurden dazu nach der Prozessierung zusammengefuhrt.
Insgesamt wurden 35.694 Reflexe gemessen, von denen 7.382 einzigartige Reflexe
waren. Dies entspricht einer Redundanz der Daten von 4,8 bei einer Vollstandigkeit
von 98%. Der R-Wert nach der Prozessierung war Rmerge = 7,3%.

Die LNA kristallisiert in der Raumgruppe C2 mit zwei Molekllen pro asymmetrischer
Einheit. Die Einheitszellparameter sind a = 77,91 A, b=40,74 A, c=30,06 A, a=y =
90°, B = 91,02°. Der Matthews-Koeffizient wurde mit 2,48 A®Da™" berechnet, was
einem Wassergehalt des Kristalls von 66,5% entspricht. Eine Ubersicht der
Datensammlungs- und —prozessierungsstatistik gibt Tabelle 4.8. Gezeigt sind die

Daten nach der Zusammenfiuhrung der beiden Datensatze.
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Tabelle 4.8: Datensammlungs- und -prozessierungsstatistik der LNA

Strahlenquelle
Wellenlange

Raumgruppe
Einheitszellparameter

Matthews-Koeffizient (A®Da™)
LNA-Duplexe pro asymmetrischer Einheit
Lésungsmittelgehalt (%)

gemessene Reflexe

einzigartige Reflexe

Redundanz

Auflésungsbereich (A)

Vollstandigkeit (%)

Rmerge (%)

ELETTRA/XRD1 (BL 5.2R)
1,000 A
C2

a=77,91A, b=40,74 A, c=30,06 A,
a=90° B =91,02° y=90°

2,48

2

66,5

35.694

7.382

4,8 (3,8)

80,0 - 1,90 (1,93 - 1,90)
98,0 (97,2)

7,3 (21,7)

#Rmerge =3 2i |1 (hkl) = {I (hkD)}| / Zpu Zi I; (hkl), dabei entsprechen /; (hkl) den gemessenen
individuellen und {/ (hk/)} den durchschnittlichen Intensitdaten eines Reflexes mit den Indizes
hkl; 3; ist die Summe Uber die individuellen Messungen eines Reflexes mit den Indizes hk/
und X,y entspricht der Summe aller Reflexe. Daten in Klammern geben die Werte fiir die
hochste Auflésungsschale an.

4.6.2 Struktur und Eigenschaften

Die Struktur der LNA wurde mittels Molekularem Ersatz gel6st. Als Modell wurde die
Sequenz der tRNAS®-Mikrohelix RS-1661 verwendet, deren Nukleotide durch

Tabelle 4.9: Verfeinerungsstatistik der LNA

RIRsree (%) 22,4/26,4
Anzahl LNA-Atome 314
Anzahl Wasser-Sauerstoffatome 100
Cacodylat-Molekile 1
Kobalthexaminmolekule 1

Anzahl Magnesium-Atome 1

Rmsd Bindungslangen (A) 0,016
Rmsd Bindungswinkel (°) 3,371
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LNA-Bausteine ersetzt wurden. Die Methylgruppen am Kohlenstoffatom C5°' der
Cytosinbasen wurden wahrend der Verfeinerung in die Differenzdichte eingeflgt.
Neben den beiden Nukleinsduredoppelstrangen wurden ein Kobalthexaminmolekul,
ein Cacodylatmolekil, ein Magnesiumion, sowie 100 Wassermoleklle in der
Elektronendichtekarte detektiert. Der R-Wert der Struktur war am Ende R/Rfee =
22,4/26,4%. Tabelle 4.9 zeigt die Verfeinerungsstatistik der LNA-Struktur.

Pro asymmetrischer Einheit gibt es zwei LNA-Doppelstrange, die in der ,Ende-an-
Ende“-Anordnung vorliegen und dabei sogenannte ,endlose Helices® ausbilden. Die
beiden Molekule werden an der Schnittstelle von einem Kobalthexaminmolekl
komplexiert, das dadurch massgeblich Anteil an der Zusammensetzung und
Anordnung der asymmetrischen Einheit hat. Eine Stereoubersicht des Inhalts der

asymmetrischen Einheit zeigt Abbildung 4.21.

Abbildung 4.21: Stereoansicht der Struktur der LNA-Duplex

Die beiden LNA-Doppelstrange der asymmetrischen Einheit sind hell- bzw. dunkelgrau
dargestellt. Blaue Kugeln sind Wassermolekiile. Das Magnesiumion ist magentafarben
abgebildet. Das Kobalthexaminmolekiil ist griin, das Cacodylatmolekiil orange gefarbt.
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Eine Ubersicht ausgewdhlter helikaler Parameter der LNA zeigt Tabelle 4.10. Die
LNA zeigt dabei durchschnittliche Werte fir den helikalen Twist von 25,6°, der Slide
betragt -2,5 A, der Rise liegt bei 3,3 A und die Verschiebung der Basen entlang der
x-Achse betragt -6,6 A.

Die Tabelle 4.10 ist im Vergleich zu den Tabellen 3.3 und 3.6 der beiden RNAs zu
betrachten. Insbesondere ist ein direkter Vergleich zur RNA korrespondierender
Sequenz mdglich, deren helikale Parameter in Tabelle 4.7 angegeben sind. Ein
ausfuhrlicher Vergleich wird spater in diesem Kapitel durchgefihrt.

Die helikalen Parameter der LNA bewirken, dass die Anordnung der komplementaren
Strange zueinander so arrangiert ist, dass es zu einer Interstrang-Basenstapelung

kommt. Dies ist beispielhaft in Abbildung 4.22 gezeigt.

Tabelle 4.10: Ausgewadhlte helikale Parameter der LNA

Twist (°) Slide (A) Rise (A) Xx-Displacement (A)

CC/ GG 26,98 -2,36 3,23 -5,84
CT/AG 27,18 -2,29 3,31 -6,13
TC/GA 27,10 -2,47 3,23 -6,45
CA/TG 23,79 -2,26 3,13 -6,85
AC/GT 25,04 -2,79 3,15 -6,56
CC/ GG 24,96 -2,67 3,24 -6,98
@ 25,84 +1,43 -2,47 £ 0,21 3,22 £ 0,06 -6,47 £ 0,43

Die Daten der beiden LNA-Molekiile der asymmetrischen Einheit sind durch verschiedene
Grautone voneinander unterschieden.
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Abbildung 4.22: Beispiel fiir Interstrang-Basenstapelung der LNA

Die aromatischen Ringe der Basen A70 und G4 liegen fast direkt Gbereinander, was zu
Wechselwirkungen der n-Orbitale flihrt.

Die Torsionswinkel des Zuckerphosphatriickgrats der LNA ahneln denen einer RNA
und liegen fur die Winkel a und ¢ in der (-) gauche-Konformation vor. Die y- und &-
Torsionswinkel nehmen die (+) gauche-Konformation ein und die 8- und &-Torsions-
winkel liegen samtlich in der frans-Konformation um +/- 180° vor. Abweichungen zur
RNA zeigen vor allem die 6-Winkel zwischen den Atomen C5'-C4'-C3'-03‘, die in der
LNA im Vergleich zur RNA verringert sind.

4.6.3 Ligandenbindungstellen

Das Kobalthexaminmolekldl ist Uber vier Aminogruppen direkt mit den
Nukleinsauremolekilen koordiniert. Zwei weitere Kontakte zwischen den

Aminogruppen und der LNA kommen uber brickende Wassermolekule zustande.

Eine Detailansicht zeigt Abbildung 4.23. Das Kobalthexaminmolekul bindet an die
endstandigen Guanosinnukleotide G6 und G7 der beiden LNA-Doppelstrange.
Hierbei werden sowohl direkt als auch indirekt Wasserstoffbrickenbindungen zu den
vier exozyklischen Sauerstoffatomen O6 und den vier endozyklischen

Stickstoffatomen N7 ausgebildet. Direkte Kontakte zwischen dem Kobalthexamin und
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der Nukleinsdure bestehen zu den endozyklischen Stickstoffatomen N7 der beiden
Guanosinnukleotide G6 und G7 des einen Doppelstranges und desselben
Heteroatoms des G7 des zweiten LNA-Duplex. Auferdem steht das
Kobalthexaminmolekil tUber eine Wasserstoffbriickenbindung in direktem Kontakt zur

exozyklischen Ketogruppe des G7 der zweiten Doppelhelix.

Wasservermittelte  Kontakte  zwischen den  Nukleinsauremolekilen  und
Kobalthexamin bestehen zur exozyklischen Ketogruppe des G6 des einen
Doppelstranges. Weitere wassergebruckte Interaktionen zwischen Nukleinsdure und
Ligand wurden flr das endozyklische Stickstoffatom N7 und die exozyklische

Ketogruppe des zweiten LNA-Molekuls detektiert.

Abbildung 4.23: Von zwei LNA-Doppelstrangen komplexiertes Kobalthexamin

Das zentrale Kobalthexaminmolekil interagiert mit Wassermolekiilen (blau) und den
endstdandigen Nukleotiden G6 und G7 der beiden Nukleinsduremolekile (grau) der
asymmetrischen Einheit. Entfernungen zwischen Atomen sind in Angstrom angegeben.
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Zwei weitere Liganden aus dem Kristallisationspuffer konnten in der Kristallstruktur
detektiert werden. Von diesen ist das Magnesiumion interessant, da es direkt an den
gebruckten Zucker zweier LNA-Molekulle gebunden ist. Dies ist in Abbildung 4.24

dargestellt.

Abbildung 4.24: Magnesiumbindungsstelle der LNA-Struktur

Das Magnesiumion (magenta) ist sechsfach koordiniert. Vier Bindungen werden zu
Wassermolekilen (blau) ausgebildet, zwei zu den O2‘-Atomen der Zucker zweier
symmetriedquivalenter Nukleinsduremolekiile (grau). Entfernungen zwischen Atomen sind
in Angstrém angegeben.

Das Magnesiumion liegt hier sechsfach koordiniert vor. Dabei werden vier
Bindungsstellen von Wassermolekulen besetzt. Zusatzlich ist das Magnesiumion an
die gebrickten Sauerstoffatome 0O2° des Zuckerrlickgrats zweier symmetrie-

aquivalenter Nukleinsauremolekule gebunden.

4.6.4 Hydratation der LNA

Ein reprasentativer Ausschnitt aus der Elektronendichtekarte ist in Abbildung 4.25
gezeigt. Dargestellt ist das Basenpaar T3-A70 und die umgebenden Wasser-

molekule. Bei der Bindung von Wassermolekulen folgt die modifizierte Nukleinsaure
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den Standard-Hydratationsregeln fir Ribonukleinsduren. Neun Wassermolekiile
konnten im Umfeld des Basenpaares T3-A70 detektiert werden. Von diesen binden
vier an das Nukleotid Adenosin 70 und funf an Thymidin 3. Vier Wassermolekule sind

in der grolen Furche, die anderen funf in der kleinen Furche lokalisiert.

Abbildung 4.25: Ausschnitt aus der Elektronendichtekarte der LNA

Abgebildet sind das Basenpaar T3-A70 und dessen Hydrathille. Blaue Kugeln stellen
Wassermolekiile dar. Entfernungen zwischen Atomen sind in Angstréom angegeben.

Dabei kommt es zu Bindungen an die Standard-Wasserstoffbrickenakzeptoren und
—donoren. Fir das Nukleotid A70 sind Bindungen zu den endozyklischen Stickstoff-
atomen N7 und N3, zur exozyklischen Aminogruppe, sowie zum Zuckerphosphat-

ruckgrat zu beobachten.

Das Nukleotid T3 bindet Uber die beiden exozyklischen Ketogruppen jeweils ein
Wassermolekuil. Zwei weitere Wassermolekile sind an das Sauerstoffatom O2‘ des
Zuckers gebunden. Ein weiteres Wasser tragt durch indirekte Bindung Uber andere

Wassermolekuile zur Hydratation des Nukleotids bei.
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Abbildung 4.26: Hydratation der LNA

Gezeigt sind die Basenpaare G1-m°C72 (A) und G4-m°C69 (B). Blaue Kugeln stellen
Wassermolekiile dar. Die Farbkodierung der Nukleotide ist: blau — Stickstoff, rot —
Sauerstoff, orange — Phosphor, grau — Kohlenstoff. Entfernungen zwischen Atomen sind in
Angstrom angegeben.

Weitere Beispiele fur die Hydratisierung der LNA sind in der Abbildung 4.26 gezeigt.
Das Basenpaar G1-m°C72 ist in Abbildung 4.26 (A) dargestellt, Abbildung 4.26 (B)
zeigt das Basenpaar G4-m°C69. Da es sich bei G1-m°C72 um ein endstandiges
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Basenpaar handelt, ist die Hydratisierung vor allem in der groRen Furche nicht
komplett. Hier konnten nur zwei geordnete Wassermolekile in der Elektronen-
dichtekarte detektiert werden. Eines bindet an ein Sauerstoffatom der
Phosphatgruppe des Rlckgrats am 5-Methyl-Cytidin 72. Das zweite Wassermolekal

in der groBen Furche ist an die exozyklische Aminogruppe des m°C72 gebunden.

Die Hydratisierung der kleinen Furche ist im Vergleich dazu wesentlich vollstandiger.
Hier stehen vier Wassermolekule mit den Wasserstoffdonoren und —akzeptoren der
Nukleotide in Kontakt. Drei der Wasser binden an das Nukleotid G1 und eines an
m°C72. Dabei konnten fiir das Guanosin 1 Wasserstoffbriickenbindungen zum
endozyklischen Stickstoffatom N3, der exozyklischen Aminogruppe und dem
gebruckten Sauerstoffatom des Zuckers festgestellt werden. Das 5-Methyl-Cytidin
bindet Uber seine exozyklische Ketogruppe ein Wassermolekul, welches gleichzeitig

nur 3,8 A vom gebriickten Sauerstoff des Zuckers entfernt liegt.

Die Hydratation der kleinen Furche um das Basenpaar G4-m°C69 bestitigt die
Ergebnisse des vorher beschriebenen Basenpaares. Einziger Unterschied ist die
kirzere Entfernung des an die exozyklische Ketogruppe des Cytidins gebundenen

Wassermolekuils zum gebrickten Sauerstoffatom des Zuckers.

Die Analyse der groRen Furche zeigt, dass fur das Basenpaar G4-m5CG69 vier
gebundene Wassermolekile detektiert werden konnten. Drei hiervon binden an das
Guanosin 4, eines an das Nukleotid m°C69. Wasserstoffbriickenbindungen gehen fiir
G4 vom endozyklischen Stickstoffatom N7 und der exozyklischen Ketogruppe, sowie
einem Sauerstoffatom der Phosphatgruppe aus. Das Wassermolekiil am m>C69

interagiert mit der exozyklischen Aminogruppe der Base.

4.6.5 Vergleiche zwischen RNA, RNA/LNA-Hybrid und LNA

Im folgenden Abschnitt soll die LNA-Struktur mit der tRNAS®-Mikrohelix RS-1661,
von der die Sequenz abgeleitet wurde, und der NMR-Struktur einer RNA/LNA-
Heteroduplex (Nielsen et al., 2004) verglichen werden. Die Hybridstruktur mit der
Sequenz 5'—«(m°’CTGATATGm’C)"—3‘ / 5~GCAUAUCAG-3‘ hat den PDB-Eintrag:
1HOQ.
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Die Kristallstruktur der LNA zeigt eine einzigartige Nukleinsauregeometrie, die nicht

im Bereich der Standard-A- oder B-Typen liegt. Es handelt sich um eine
rechtsgangige antiparallele Helix. Gemeinsamkeiten mit der RNA bestehen darin,
dass die Nukleotide Watson-Crick-Basenpaare ausbilden und die Zucker in der C3'-
endo-Konformation vorliegen. Jedoch hat die LNA helikale Parameter, die zu einer
nicht-Standard Nukleinsduregeometrie fuhren. Eine ausfuhrliche Auswahl helikaler
Parameter der LNA ist in einem vorhergehenden Abschnitt in Tabelle 4.10
aufgelistet. Einen Vergleich geometrischer Parameter der LNA mit denen der RNA

korrespondierender Seqenz, sowie der RNA/LNA-Heteroduplex zeigt Tabelle 4.11.

Tabelle 4.11: Vergleich geometrischer Parameter von RNA, RNA/LNA-Hybrid und LNA

tRNAS® RS-1661 RNA/LNA-Hybrid LNA (Str. 1)  LNA (Str. 2)
Twist (°) 32,46 + 3,76 2898 +406  2597+149 2613+1,53
Rise (A) 264 + 0,27 272 +0,11 281+004 284+005
Slide (°) 1,68 + 0,34 2.24 + 0,24 249+024 -247+021
Roll (A) 6,61+ 1,80 6,07 + 6,03 408+167 415+223
x-Displace- ) ) ) )
ment (A) 425+ 125 5.40 + 0,88 6,60 +043 -647+043
Propeller- 10,46 + 4,95 12,84+364  -665+391 -7,45+284
twist (°)

Die Tabelle zeigt fiir Twist und Rise die globalen Parameter, die auf Grundlage von C1‘-C1‘-
Vektoren berechnet wurden. Fiir die LNA sind die Werte beider Doppelstrange getrennt
dargestellt (Str. 1 und Str. 2).

Bei der LNA sind die Werte fur Twist und Roll gegenuber einer unmodifizierten RNA
signifikant verringert. Gleiches gilt fur die Betrdge des Propellertwists. Fur die
Ganghodhe (Rise) zeigt die LNA einen gegenuber der RNA leicht erhdhten Wert.
Ebenso sind fur die Betrage der Parameter Slide und x-Displacement fur die LNA

hohere Werte als fur die vergleichbare RNA berechnet worden. Die Werte der
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einzelnen Parameter liegen fur die RNA/LNA-Heteroduplex, abgesehen vom

Propellertwist, zwischen denen der RNA- und der LNA-Duplexstrukturen.

Der Wert fir den helikalen Twist betragt bei der LNA 26° und ist damit im Vergleich
zur RNA um 6° reduziert. Dies fiihrt zu einer Offnung der groRen Furche, deren
Durchmesser von 16 A bei Standard-A-RNA auf 25 A bei der LNA erhoht ist.
Gleichzeitig ist der Durchmesser der kleinen Furche von 19 A bei der RNA auf 15 A
bei der LNA verringert. Diese Unterschiede fiihren zu Anderungen der Geometrie der
Gesamtstruktur werden, was durch die Abbildung 4.27 sichtbar wird. Letzlich fuhrt
dies dazu, dass die LNA 14 Basenpaare pro Windung hat, verglichen mit elf

Basenpaaren pro Windung bei einer Standard-A-RNA.

Abbildung 4.27: Vergleich der Struktur der LNA mit der korrespondierenden RNA-Struktur

Links ist die Kristallstruktur der tRNA**"-Mikrohelix, rechts die LNA mit korrespondierender
Sequenz abgebildet. Die Farbkodierung bedeutet: orange — Phosphor, rot — Sauerstoff, blau
— Stickstoff, weil — Kohlenstoff.
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Einen Vergleich der Hydratationsmuster von RNA und LNA zeigt die Abbildung 4.28.
Abbildung 4.28 (A) zeigt das Basenpaar G2-C71 aus der Struktur der

A ¢

2.6 @

Abbildung 4.28: Vergleich der Hydratation von RNA und LNA

Gezeigt ist das Basenpaar G2-C71 der RNA (A) bzw. G2-m°C71 der LNA (B). Blaue Kugeln
stellen Wassermolekdile dar. Die Farbkodierung der Nukleotide ist: rot — Sauerstoff, blau —
Stickstoff, orange — Phosphor, grau — Kohlenstoff. Entfernungen zwischen Atomen sind in
Angstrom angegeben.
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tRNAS®-Mikrohelix RS-1661. Das aquivalente Basenpaar der LNA ist in Abbildung
4.28 (B) dargestellt.

Die Hydratation der Nukleinsauren ist in weiten Bereichen ahnlich. Unterschiede sind
zumeist nicht besetzte Wasserpositionen in einer der beiden Strukturen. Dazu zahlen
beispielsweise die Wassermolekile um die Phosphatgruppe der Cytidinnukleotide,
die in der RNA-Struktur detektiert wurden, in der LNA-Struktur jedoch nicht.
AuRerdem gehort dazu das Wassermolekul, dass in der RNA-Struktur mit der
exozyklischen Ketogruppe des Nukleotids C71 in Kontakt steht, aber nicht in der
LNA-Struktur. Dagegen ist das Wassermolekdl, welches in der LNA-Struktur mit dem
endozyklischen Stickstoffatom N7 des Guanosins eine Wasserstoffbriickenbindung
bildet, in der RNA-Struktur nicht zu finden.

Interessant sind jedoch vielmehr die Unterschiede in der Wasserbindung durch das
Sauerstoffatom O2° des Zuckers. Dabei geht es nicht darum, dass in der Struktur der
LNA am m°C71 ein Wassermolekiil fehlt, was in der RNA vorhanden ist, denn die
Fahigkeit der LNA an dieser Stelle ein Wassermolekil zu binden, wurde in Abbildung
426 (B) demonstriert. Aber die Ausrichtung der nicht Basen-assoziierten

Wassermolekile ist fur die LNA und die RNA unterschiedlich.

Abbildung 4.29 zeigt einen Vergleich der Strukturen einer idealisierten RNA, einer
RNA/LNA-Heteroduplex und der LNA. Dazu wurden die Kiristall- bzw. NMR-
Strukturen der kurzen Helices unter Ausnutzung des gleichmaRigen, helikalen
Charakters von Nukleinsauren verlangert. Abbildung 4.29 (A) ist eine Darstellung im
Calladine-Drew-Plot. Jedes Basenpaar ist als Viereck dargestellt, die rote Line ist die
Verbindung der Mittelpunkte der Vierecke und zeigt die Windung der Nukleinsduren

an. Alle Nukleinsauren haben in der Abbildung zwei komplette helikale Windungen.

Die RNA braucht dazu 22 Basenpaare, die RNA/LNA-Heteroduplex 25 Basenpaare
und die LNA besteht aus 28 Basenpaaren. In der Seitenansicht sind vor allem
Unterschiede in der Basenstapelung sichtbar: die Kippwinkel der Basenpaare sind in
der RNA unregelmafig, was Uber die Hybrid-Struktur bis zur LNA abnimmt. In der

Struktur der LNA liegen die Basenpaare fast parallel Ubereinander.
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Abbildung 4.29: Vergleich von RNA, RNA/LNA-Hybrid und LNA

(A) Calladine-Drew-Plot zweier Windungen der Nukleinsduren; (B) Raumfillendes Modell bei
dem alle Doppelstriange aus 46 Basenpaaren bestehen
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Die Draufsicht zeigt die unterschiedlichen Radien der Nukleinsauren. Am engsten
gepackt ist die RNA und der Radius der Doppelhelices nimmt Uber die RNA/LNA-
Heteroduplex zum LNA-Doppelstrang zu. Die Hybridstruktur ist in einem hohen Malde

ungeordnet.

Abbildung 4.29 (B) zeigt ein raumflllendes Modell der Nukleinsauren. Dazu wurden
die Strukturen bis auf 46 bp verlangert. Die kompakte Struktur der Doppelhelix der
RNA mit 11 bp pro helikaler Windung wird Uber die Hybridstruktur zur LNA mit 14 bp
pro Windung immer gestreckter. In der Draufsicht ist auch gut der zunehmende
Radius der Doppelhelices von der RNA Uber die Hybrid-Struktur zur LNA zu

erkennen.

74.6.6 Thermostabilitatsvergleich

Es wurde gezeigt, dass der Einbau von LNA-Bausteinen in RNA-Doppelstrange zu
einem Anstieg des Schmelzpunktes um 2 — 10°C pro LNA-Monomer fihrt (Petersen
et al., 2003). Deswegen wurden Schmelzkurven der tRNAS®" RS-1661 und der LNA
aufgenommen mit dem Ziel die Schmelzpunkte der beiden Nukleinsauren zu
vergleichen. Fur die RNA mit der Sequenz 5-CCUCACC-3' / 5-GGUGAGG-3'
wurde ein Schmelzpunkt von T, = 45°C gemessen. Der Schmelzpunkt der LNA mit
der abgeleiteten Sequenz 5'—(m°Cm°CTm°CAM°Cm°C)—-3‘ / 5'~(GGTGAGG)-—3*
liegt Uber 90°C, was aullerhalb des Messbereiches des Messgerates liegt.
Nichtsdestotrotz kann davon abgleitet werden, dass der Schmelzpunkt der LNA um

mindestens 4°C pro Monomer gegeniber der RNA erhoht ist.

In  der NMR-Studie Uber die = RNA/LNA-Hybridstruktur sind  auch
Theromstabilitatsexperimente beschrieben. Der dabei gemessene Schmelzpunkt der
RNA/LNA-Heteroduplex wurde mit einer DNA/RNA-Heteroduplex als Referenz
verglichen. Hierbei wurde eine Schmelzpunkterhdhung von 5,2°C pro LNA-

substituiertem DNA-Monomer berechnet (Nielsen et al., 2004).
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‘4.6.7 Vergleich mit anderen modifizierten Nukleinsauren

Im folgenden Abschnitt sollen generelle Unterschiede der LNA zu anderen
modifizierten Nukleinsduren dargestellt werden. Dazu wurden Strukturvergleiche mit
einer Glykol-Nukleinsaure (GNA) (Schlegel et al.,, 2008) und einer Peptid-
Nukleinsaure (PNA) (Rasmussen et al., 1997) durchgefuhrt.

Das Rulckgrat der GNA besteht aus nicht-zyklischen Propylen-Glykol-
Phosphodiester-Einheiten. Diese sind aus nur drei Kohlenstoffatomen aufgebaut und
damit die einfachsten Bausteine fur ein Phosphodiester-Nukleinsaure-Ruckgrat. Die
PNA hingegen ist mit einem Peptid-Ruckgrat ausgestattet, deren Monomere ohne
Phosphodiester-Einheiten verknipft sind. Beide Nukleinsaure-Spezies sind zur

Watson-Crick-Basenpaarung fahig.

Tabelle 4.12: Vergleich von geometrischen Parametern der RNA, LNA, GNA und PNA

RNA LNA GNA PNA
Twist (°) 32 26 23 20
Rise (A) 29 3,2 3,8 3,2
Basenpaare
pro Windung " 14 16 18

Wahrend die GNA, wie die naturlichen A-RNA und B-DNA, eine rechtsgangige Helix
formt, kann die Helixrichtung der PNA sowohl rechts- als auch linksgangig sein.
Beide Nukleinsauren sind, wie die LNA, im Vergleich zu natlrlichen Nukleinsauren
gestreckt. Dies wird bei einem Vergleich verschiedener Parameter, wie in Tabelle
4.12 dargestellt, deutlich. Der Twist, der bei der LNA 26° betragt und damit
gegenuber einer A-RNA schon um 6° verringert ist, nimmt Uber 23° in der GNA zu
20° fur die PNA ab. Dies fuhrt dazu, dass es zu einem Anstieg der Basen pro
Windung von 14 fiir die LNA tber 16 bei GNA zu 18 fir die PNA kommt.
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LNA GNA PNA

Abbildung 4.30: Raumfiillende Modelle einer LNA, GNA und PNA im Vergleich

Die Helices bestehen aus je 46 Basenpaaren. Die Basen sind grau, das Rickgrat blau
dargestellt. Phophoratome im Riickgrat der LNA und GNA sind gelb gefarbt.

Anschaulich werden die Auswirkungen durch Abbildung 4.30. Die Nukleinsauren sind
hierflr auf 46 bp verlangert worden. Vor allem die Linksgangigkeit der PNA und die
immer groRere Offnung der Helixwindung von der LNA (iber die GNA zur PNA sind
auffallig. In der Draufsicht wird eine Zunahme der Helixradien zusammen mit einer

Zunahme der Lucke innerhalb der Doppelhelices deutlich.



Diskussion

Das Ziel der Arbeit war die Untersuchung von natiurlichen und modifizierten
Nukleinsaurestrukturen, um Aussagen Uber die Konformation, Hydratation und
Ligandenbindung der Molekile treffen zu koénnen. Um madglichst detaillierte
Ergebnisse zu erhalten, wurde versucht, die Auflésung der rontgenkristallographisch
analysierten Strukturen zu maximieren. Dazu wurden zwei Ansatze verfolgt: Zum
einen wurde versucht, die Kristallqualitdt durch Kristallisationsversuche unter
Mikrogravitationsbedingungen zu verbessern. Daruberhinaus wurden nur
Nukleinsauren mit einer Lange von sieben Basenpaaren zur Kiristallisation
eingesetzt, da kleinere Moleklle in der Regel zu hoher aufgelosten Datensatzen
fuhren. Als Modellsystem wurden die Akzeptorstamme zweier tRNAs analysiert und
eine modifizierte ,locked“ Nukleinsdure, deren Sequenz von der des tRNAS®"-

Akzeptorstammes abgeleitet war.

Die Durchfliihrung von Kristallisationsexperimenten unter Mikrogravitationsbedingun-
gen ist eine Moglichkeit die Qualitat von Kristallen und nachfolgend die Qualitat von
rontgenkristallographisch aufgeklarten Strukturen biologischer Makromolekule zu
verbessern (Vergara et al., 2005). In dieser Arbeit wurden im Rahmen der Sojus-
TMA-13- und Sojus-TMA-16-Missionen verschiedene Nukleinsaurespezies auf der
Internationalen Raumstation kristallisiert. Dabei wurden wahrend der Sojus-TMA-16-
Mission im Weltraum Kristalle der ncRNA HAR1 gezlchtet, die in Versuchen auf der

Erde nicht erzeugt werden konnten.

Allerdings wurde beobachtet, dass die Kristallisationen nicht komplett reproduzierbar
waren. So wurden nie in allen Mehrfachansatzen einer Probe gleichzeitig Kristalle
gefunden. Das lag zum einen an der Natur der flissig-flissig-Diffusionsmethode, die
die Konzentrationserhohung des Fallungsmittels im Kristallisationsansatz weniger
schonend und kontrolliert mdglich macht, als es die Dampfdiffusionsmethode in
Kristallsationsschalen bietet. Zum anderen ist denkbar, dass auch das Einfrieren und
Auftauen der Kristallisationsansatze einen Effekt auf das Kristallisationsverhalten der

Proben haben.

AulRerdem fuhrte der Transport der Proben zu Erschitterungen, was sich daran
zeigte, dass der kontinuierliche Flussigkeitsfilm der flussig-flissig-Diffusionsansatze

bei den Weltraumproben und denen aus Kasachstan zerrissen war. Dieser Effekt war
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am groflten fur die Weltraumproben; moglicherweise bedingt durch die Einwirkung

der Landung der Sojus-Kapsel.

Dennoch konnten vor allem von den vergleichsweise langen ncRNAs unter Mikro-
gravitationsbedingungen eher Kristalle beobachtet werden. Wie Abbildung 4.1 im
Ergebnisteil zeigt, waren aber alle Kristalle in den Schlauchen sehr klein. Réntgen-
kristallographische Untersuchungen am Deutschen Elektronensynchrotron in
Hamburg zeigten fur die untersuchten Kristalle aufgrund ihrer geringen Grof3e nur
eine sehr schwache Diffraktion, so dass keine Datensatze aufgenommen werden
konnten. Die gezuchteten Mikrokristalle sind somit zwar nicht zur Messung von
Kristallisationsdaten geeignet, aber als Kristallisationskeime flir weitergehende

Kristallisationsversuche im Labor verwendbar.

Insgesamt konnte die Ausbeute der erfolgreichen Kristallisationsexperimente durch
verschiedene Modifikationen nach der Sojus-TMA-13-Mission wahrend der Sojus-
TMA-16 Mission stark verbessert werden. Es konnte gezeigt werden, dass die
einleitend beschriebenen Vorteile, die die Kristallisation unter Mikrogravitations-
bedingungen, bietet, vor allem fir die langen ncRNAs zu besseren Ergebnissen als

die Kristallisation auf der Erde flihrte.

Allerdings ist das System der flussig-flussig-Diffusion in Tygonschlauchen nicht
vollstandig ausgereift. Das Probenvolumen von 1 pyl wird bei einem Innen-
durchmesser der Schlauche von 0,2 mm auf eine Lange von mehr als 1 cm
gestreckt. Dies ist flr einen gleichmaRigen und kontrollierten Stoffaustauch, wie ihn
die Kristallisation nach der Dampfdiffusionsmethode in Kristallisationsschalen bietet,
nicht optimal. Daher sollte zukinftig entweder mit einem gréReren Schlauchvolumen
gearbeitet oder weiter entwickelte Maoglichkeiten genutzt werden, wie sie die
Fortgeschrittene Proteinkristallisationseinheit (Advanced Protein Crystallization
Facility — APCF) der Europaischen Weltraumagentur auf der Internationalen

Raumstation bietet.

Die Struktur des tRNA*9-Akzeptorstammes RR-1660 wurde bis zu einer Auflésung
von 2,0 A aufgeklart (Abbildung 4.3). Die beiden Nukleinsduremolekiile der asym-
metrischen Einheit zeigen dabei die Standard-A-RNA-Konformation und die
Hydratisierung entspricht den Standardregeln fur die Wasserbindung durch RNA-

Molekule (Sundaralingam et al., 2002). Die Untersuchung des Akzeptorstammes ist
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fur tRNAs der Klasse | vor allem deshalb interessant, weil der Akzeptorstamm,
obwohl er hier nicht fur die Identitat der tRNA entscheidend ist, wesentliche Kontakte
zur korrespondieren Arginyl-tRNA-Synthetase ausbildet. Dabei kommt es vor allem
zu wasservemittelten Interaktionen zwischen der Synthetase und den Nukleotiden an
den Positionen 69-72 (Delagoutte et al., 2000).

Besonders interessant an der Struktur dieses Akzeptorstammes ist die
Komplexbildung mit einem Glyzerinmolekul aus dem Kryopuffer, der zur Vorbereitung
des Kiristalls fur die Messung unter Kryobedingungen diente. Die Bindung des
Glyzerinmolekiils an den tRNA*-Akzeptorstamm RR-1660 hat zwar keine direkte
biologische Relevanz, dennoch kann es als Beispiel fur die Bindung kleiner Molekile
an Ribonukleinsauren dienen. Auf Aptamere Ubertragen zeigt es, dass bereits mit
einfachen und kurzen Sequenzen raumliche Bindungsmotive fur kleine Molekuile
erzeugt werden kdonnen. Aptamere sind Oligonukleotide, die durch in vitro-Selektion
nach der Methode der Systematischen Evolution von Liganden durch exponentielle
Anreicherung (Systematic Evolution of Ligands by Exponential Enrichment — SELEX)
hergestellt werden konnen. Als Ergebnis binden die selektierten Nukleinsauren das
Zielmoleklil mit hoher Affinitdt und Spezifitdt (Ellington et al., 1990; Tuerk et al.,
1990).

Biologische Bedeutung bekommt es als Beispiel fur ,natlirliche Aptamere® -
Riboswitches. Diese RNA-Molekule sind durch spezifische Bindung von Zell-
metaboliten wahrend der Regulation von Zellprozessen von grof3er Bedeutung fur
den Organismus. Dabei ist die hier beobachtete Nukleinsaure-Ligand-
Komplexbildung ahnlich zu der fur Typ I|-Riboswitches beschriebenen. Diese
zeichnen sich dadurch aus, dass es eine klar definierte lokale Bindungstasche gibt,
deren Ausbildung durch die globale Struktur der Nukleinsaure bestimmt wird.
Aufgrund dessen induziert die Bindung eines Liganden nur geringe, lokal begrenzte

Konformationsanderungen in der Gesamtstruktur (Montange et al., 2008).

Wie in Abbildung 4.5 dargestellt, entsteht durch die einfache Aneinanderlagerung
zweier Doppelhelices hier eine Oberflachenstruktur, in die das Glyzerinmolekil
genau hineinpasst. Dabei wird das Glyzerinmolekil durch direkte Wasserstoff-
brickenbindungen an die Basen der Nukleinsdure gebunden. Zusatzlich kommt es

zu wasservermittelten Interaktionen zwischen der RNA und dem Liganden. Das
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Glyzerinmolekul bildet dabei, wie Abbildung 4.6 zeigt, Kontakte zu beiden RNA-

Doppelhelices aus.

Die Struktur des tRNAS®-Akzeptorstammes RS-1661 wurde mit einer Auflésung von
1,2 A aufgeklart. Auch hier entsprechen die geometrischen Parameter denen einer
Standard-A-RNA. In der Umgebung der RNA-Doppelhelix wurden 97 Wasser-
molekile und zwei Magnesiumionen detektiert (Tabelle 4.6). Die Detektion dieses
hohen Hydratationsgrades resultiert aus der nahezu atomaren Auflosung der
Gesamtstruktur von 1,2 A, was dazu fiihrt dass bei den meisten Basenpaaren fast
alle Bindungsstellen der Standard-Wasserstoffbrickenakzeptoren und —donoren

besetzt sind. Dies wurde beispielhaft in Abbildung 4.9 dargestellt.

Die beiden Magnesiumionen befinden sich in hydratisierter Form in der Umgebung
der Nukleotide G6 und G7. Dabei ist eines in der groRen Furche (Abbildung 4.10)
und das zweite in der kleinen Furche (Abbildung 4.11) des RNA-Doppelstranges
lokalisiert. Das erste Magnesiumion ist nur funffach wasserkoordiniert, wobei davon
auszugehen ist, dass das fehlende sechste Wasser fir die bekannte
Hexakoordinierung von Magnesium nicht in der Elektronendichte zu finden war. Es

ist Uber brickende Wassermoleklile mit den Basen assoziiert.

Im Gegensatz dazu ist das zweite Magnesiumion vollstdndig, also sechfach,
wasserkoordiniert und stellt Uber die Hydrathulle Kontakte zum Ruckgrat dreier
symmetrieaquivalenter Nukleinsauremolekule her. Dadurch tragt es zur Stabilitat des
Kristalls bei, denn durch die Anwesenheit des zweifach positiv geladenen
Magnesiumions werden die AbstoRungskrafte der negativen Phosphatrickgrate der
RNAs verringert, so dass die Nukleinsauren leichter in raumliche Nahe kommen

konnen.

Es wurde eine Superpositionierung des beschriebenen tRNAS®-Akzeptorstammes
RS-1661 mit der zuvor aufgklarten Struktur des tRNAS®-Isoakzeptors RS-1660
durchgeflhrt (Abbildung 4.12). Dabei wurden insbesondere die Hydratationsmuster
und die Magnesiumbindungsstellen beider Strukturen miteinander verglichen. Die
Untersuchung von Hydratationsmustern steht vor den generellen Problemen, dass
nicht alle Wasserbindungsstellen immer vollstandig besetzt sind und bei niedrigerer
Auflosung auch weniger Wassermolekule in der Elektronendichtekarte aufgefunden

werden kdnnen. Dazu kommt eine Ungenauigkeit in der Bestimmung der exakten
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Lage von Atomen, die durch den kristallographischen Temperaturfaktor beschrieben

wird.

Dennoch  wurden bei der Betrachtung der Hydratationsmuster des
Identitatsbasenpaares G2-C71 (Abbildung 4.13) und des Nukleotids C72, welches
ein Identitatselement der tRNAS®" ist, Gemeinsamkeiten und Unterschiede fest-
gestellt. Gleiches qilt fir die Hydratation der mit der Seryl-tRNA-Synthetase in
Kontakt stehenden Nukleotide U68 und C69 (Abbildung 4.14). Beim Vergleich des
Identitatsbasenpaares fallt vor allem ein Wassermolekul auf, das in anderen GC-
Basenpaaren nicht detektiert wurde. Es befindet sich in der groRen Furche und ist
nur indirekt Uber brickende Wassermolekile mit den beiden Basen assoziiert.
Moglicherweise hat es einen Anteil an der Erkennung der tRNA durch die
Synthetase, da auch die Wassermolekule in der Nachbarschaft konserviert sind,
deren Distribution aber groRe Ahnlichkeit zu der in anderen GC-Basenpaaren

aufweist.

Die Superpositionerung der ersten Magnesiumbindungsstelle der tRNAS®" RS-1661
zeigt, dass die Wassermolekule der Hydrathlle, die in Kontakt mit den Basen G6
und G7 stehen, auch in der Struktur des Isoakzeptors RS-1660 detektiert wurden
(Abbildung 4.15). Dies bestatigt zum einen, dass die Wasserbindungsstellen der
Standardwasserstoffbrickenakzeptoren und —donoren der Basen G6 und G7 in

dieser Region in beiden Strukturen vollstandig mit Wassermolekilen besetzt sind.

Es deutet gleichzeitig darauf hin, dass hier eine allgemeine Magnesium-
bindungsstelle von tRNAS®"-Isoakzeptoren vorliegen kdnnte, die im Fall des RS-1660-
Akzeptorstammes nicht in der Kristallstruktur detektiert wurde. Ein méglicher Grund
daflr ist, dass die Magnesiumkonzentration des Kristallisationspuffers zu gering
gewesen sein kénnte. Im Kristallisationspuffer des tRNAser—Akzeptorstammes RS-
1661 betrug sie 20 mM (Eichert et al., 2009), wahrend die Magnesiumkonzentration
im Kristallisationspuffer der tRNA®®-Mikrohelix RS-1660 demgegenuber mit 15 mM
um 25% geringer war (Forster et al, 2007a). Dadurch koénnte die
Magnesiumionenkonzentration wahrend der Kristallisation der RS-1660-Struktur nicht
ausgereicht haben, um die Bindungsstelle aller RNA-Molekule im Kristall zu
besetzen. Dies wirde im Ergebnis dazu fluhren, dass das Magnesiumion bei der
Strukturbestimmung nicht in der Elektronendichtekarte detektierbar ist. Wenn diese

Magnesiumbindungsstelle allerdings noch in der Struktur anderer tRNAS®-
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Isoakzeptoren festgestellt werden kann, so ist davon auszugehen, dass diese auch

eine Funktion bei der Interaktion mit Proteinen oder dem Ribosom hat.

Die Untersuchung der zweiten Magnesiumbindungsstelle zeigte nur wenige
Gemeinsamkeiten zwischen beiden Strukturen auf. Die Wasserpositionen der
Hydrathulle sind bis auf eine auschlieflich in der Struktur des Isoakzeptors RS-1661
vorhanden, obwohl gleichzeitig vier Wassermolekule der ersten Hydratschicht der
RNA identische Positionen aufweisen (Abbildung 4.16). Wie schon bei der
Beschreibung der Magnesiumbindungsstelle vermutet, ist diese wahrscheinlich

artifizieller Natur und in der Kristallpackung begriindet.

Eine Analyse der Strukturen anderer tRNAs nach weiteren Magnesium-
bindungsstellen ergab mehrere Beispiele: Es gibt eine Magnesiumbindungsstelle, die
sowohl fiir die tRNAP"™ aus Hefe (Shi et al., 2000) und einen tRNA®Y-Akzeptorstamm
aus E.coli beschrieben wurde (Forster et al., 2007c). Das hydratisierte Magnesiumion
befindet sich in beiden Strukturen im Bereich des Basenpaares 3-70. In dieser
Region wurde eine ahnliche Magnesiumbindungsstelle in einer NMR-Studie der
tRNA”? detektiert (Limmer et al., 1993).

Nach der Definition von Draper (Draper, 2004) gehdren vollstandig hydratisierte
Mg”-lonen aber zur lonenatmosphare, was eine Zuordnung dieser als spezifisch
gebundene lonen, mit einer konkreten Funktion entweder fir die Struktur der tRNA
oder die Erkennung durch zellulare Interaktionspartner, nur schwer moglich macht.
Gleichzeitig kann eine dreifache Bestatigung dieser Magnesiumposition kaum durch
eine zufallige Lokalisation eines Mitgliedes der lonenatmosphare erklart werden, so
dass es durchaus denkbar ist, dass dieses Magnesiumion eine funktionelle
Bedeutung hat. Da die Lage des Magnesiums in verschiedenen tRNA-Spezies
festgestellt wurde, ist aber eher eine Funktion im Zusammenhang mit der Interaktion
der tRNA mit dem Elongationsfaktor Tu (EF-Tu) oder dem Ribosom wahrscheinlich,
als im Zusammenhang mit den korrespondierenden Aminoacyl-tRNA-Synthetasen.
Denn die Synthetase erkennt spezifische tRNA-Identitatselemente, wahrend EF-Tu
und das Ribosom alle tRNAs gleichermalien als Interaktionspartner akzeptieren.

Die Strukturen der tRNAser-Akzeptorstémme wurden in weiteren Superpositio-
nierungsexperimenten mit der Struktur des Seryl-tRNA-Synthetase/tRNA-Komplexes

Ubereinandergelagert. In diesem Zusammenhang wurde von Banerjee und Kollegen
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gezeigt, dass bei der Bindung einer tRNA an die korrespondierende Aminoacyl-
tRNA-Synthetase nahezu kein Wasser frei wird (Banerjee et al.,, 2003). Dies
ermdglicht es durch einfache Ubereinanderlagerungsexperimente, Informationen
Uber den Beitrag des Solvensnetzwerkes der hochaufgeldsten tRNA zur Bindung

zwischen Protein und Nukleinsaure zu gewinnen.

Die Tatsache, dass die Synthetase aus T. thermophilus stammt, wahrend die tRNA
ihren Ursprung in E.coli hat, sollte keine Einschrankung der Aussagekraft der
Ubereinanderlagerung mit sich bringen, denn durch die hohe Ahnlichkeit der beiden
Synthetasen (Fujinaga et al.,, 1993) und der tRNA-ldentitatselemente beider
Organismen kann angenommen werden, dass beide Systeme auf eine sehr ahnliche
Art und Weise funktionieren (Cusack et al., 1996). Bei der Superpositionierung
konnten die Phosphatriickgrate der beiden tRNAS®-Isoakzeptoren nahezu in
Deckung mit dem der urspringlich in der Struktur vorhandenen tRNAS®' gebracht
werden (Abbildung 4.17). Die Wassermolekiile der Struktur des hochaufgelosten
Akzeptorstammes flllen dabei die Luicken an der Grenzflache von Protein und RNA

und sorgen somit fur eine héhere Stabilitat des Komplexes.

So konnte gezeigt werden, dass durch die Einbindung der Aminosaure Arg267 in das
Solvensnetzwerk der tRNA, mehrere wasservermittelte Kontakte zwischen der
Aminosaure und dem Zuckerphosphatruckgrat verschiedener Nukleotide dieser
Region detektierbar sind (Abbildung 4.18). Diese Bindungen deuten auf ein
Interaktionsnetzwerk hin, das mit einer direkten Bindung zwischen Arg267 und C69
bei der Aufklarung der Komplexstruktur nicht vollstandig beschrieben werden konnte.
In einem Beispiel flir eine wasservermittelte basenspezifische Interaktion der
Synthetase mit der tRNA, steht Phe262 Uber zwei brickende Wassermolekile in
Kontakt mit den konservierten ldentitatselementen G1 und G2. Diese stellen sowohl

in E.coli als auch in T.thermophilus tRNAS®-Identitatselemente dar.

Interessant ist auch eine Analyse des gemeinsamen Wassernetzwerkes der beiden
gleichzeitig in die Struktur des Synthetase/tRNA-Komplexes projizierten tRNAS®-
Isoakzeptoren (Abbildung 4.20). Die in beiden Akzeptorstamm-Strukturen
vorhandenen Wassermolekile wirken auf drei Funktionsebenen: (i) als Bricke
zwischen der SerRS und der tRNAS®"; (ii) sie bilden Wasserstoffbriicken zu einem der
beiden Makromolekile aus und fungieren somit als Solvens; (iii) einige sind

ausschlief3lich in Kontakt zu anderen Wassermolekilen und fillen somit den Raum
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zwischen Protein und Nukleinsaure bzw. stabilisieren Uber Wechselwirkungen mit

anderen Wassermolekuilen, das Hydratnetzwerk in diesem Bereich.

Diese Beispiele zeigen die Beteiligung des Solvensnetzwerkes an der Bindung der
tRNAS®" zur korrespondierenden Seryl-tRNA-Synthetase, die bei der Untersuchung
der Synthetasestruktur nicht méglich waren. Fir Komplexstrukturen von tRNAs mit
deren korrespondierenden Synthetasen, in denen keine Einbeziehung des
Solvensnetzwerkes in die Analyse der Bindung von tRNA und aaRS durchgefuhrt
wurde, ist diese Kombination aus hochaufgelosten tRNA-Bereichen, insbesondere
dem wichtige Identitatselemente tragenden Akzeptorstamm, und niedriger
aufgeldsten Protein-Nukleinsaurekomplexen eine gute Mdglichkeit das Verstandnis
fur die Beteiligung der gebundenen Wassermolekiule an der Erkennung und

Komplexbildung dieser biologischen Makromolekule zu erhdhen.

Von der Sequenz des tRNAS®-Akzeptorstammes RS-1661 wurde eine modifizierte
.locked” Nukleinsaure (LNA) abgeleitet, so dass sequenzunabhangige Vergleiche
zwischen der LNA und der RNA durchgefiihrt werden konnten. Die Struktur der LNA
wurde bis zu einer Aufldsung von 1,9 A aufgeklart. Die asymmetrische Einheit enthalt
zwei Nukleinsaure-Doppelstrange, die von einem Kobalthexaminmolekul komplexiert
werden. Das Kobalthexamin befindet sich an der Schnittstelle der beiden
Doppelhelices und bildet direkte und indirekte Kontakte zu den beiden endstandigen
Nukleotiden G6 und G7 beider LNA-Molekile aus (Abbildung 4.23). Das
Kobalthexamin halt dadurch praktisch die beiden Nukleinsauremolekile zusammen
und wirkt somit stabilisierend auf die Anordnung der beiden LNA-Doppelstrange in

der asymmetrischen Einheit (Abbildung 4.21).

Die Struktur der LNA stellt eine neue und einzigartige Form von
Nukleinsauredoppelhelix dar, die weder bei naturlichen noch bei anderen
modifizierten Nukleinsauren bisher beobachtet wurde. Es wurde eine Verringerung
des 6-Winkels zwischen den Atomen C4‘ und C3' des modifizierten Zuckers im
Vergleich zur RNA festgestellt. Durch einen im Vergleich zur RNA verringerten
helikalen Twist bendtigt die LNA fur eine komplette Windung der Doppelhelix 14
Basenpaare im Vergleich zu 11 Basenpaaren pro Windung bei RNA-Doppelhelices
(Abbildung 4.29 und Tabelle 4.12). Dies fiihrt zu einer Offnung der groRen Furche
und einer Verkleinerung der kleinen Furche der LNA. Gleichzeitig ist die

Basenstapelung in der LNA wesentlich effizienter, was die Interaktionsmoglichkeiten
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benachbarter Basenpaare erhoht. Zum einen sind die Roll- und Kippwinkel im
Vergleich zur RNA reduziert, so dass benachbarte Basenpaare nahezu parallel
Ubereinander liegen. Zum anderen ermdglicht die Nukleinsauregeometrie der LNA
Interstrang-Basenstapelungen (Abbildung 4.22). Durch die Ubereinanderlagerung
der Basen beider Doppelstrang-bildender Einzelstrange konnen die senkrecht zu den
aromatischen Ringen stehenden 1r-Orbitale der beteiligten Basen in Kontakt treten.
Diese tr-mr-Interaktionen zwischen den beiden Strangen fuhren dazu, dass mehr

Energie aufgewendet werden muss, um den Doppelstrang aufzuschmelzen.

Neben den beiden LNA-Molekulen wurden in der Elektronendichtekarte 100
Wassermolekule und ein Magnesiumion detektiert. Das machte eine Analyse der
Hydratation der modifizierten Nukleinsaure auch im Vergleich zur korrespondieren
RNA mdglich. Dabei konnte gezeigt werden, dass die LNA ahnlich hydratisiert ist, wie
die korrespondierende RNA. Im Bereich der Basen ist dieses Ergebnis nicht
Uberraschend, da die Wasserstoffbrickenakzeptoren und —donoren praktisch
dieselben sind (Abbildung 4.26). Eine der groRen Fragen bezuglich der LNA war bis
dahin, inwieweit das in die Methylenbricke einbezogene Sauerstoffatom O2' des
modifizierten Zuckers an der Bindung von Wassermolekilen und Liganden beteiligt

sein kann.

Mit der hier beschriebenen Struktur konnte belegt werden, dass dieses
Sauerstoffatom ahnliche quantitative Bindungsfahigkeiten aufweist, wie die 2'-OH-
Gruppe der Ribose (Abbildung 4.28). Allerdings zeigen die Wassermolekile in
direkter Nachbarschaft des O2'-Atoms der LNA eine veranderte Distribution im
Vergleich zu denen um die 2-OH-Gruppe der Ribose in RNA. Diese Unterschiede
bedingen, dass durch die Methylenbricke weniger Raum in der unmittelbaren
Umgebung des Sauerstoffatoms zur Verfugung steht, so dass die an das
Sauerstoffatom koordinierten Wassermolekulle aufgrund sterischer Restriktionen in
den freien Raum ausweichen. Dieser Unterschied kann das Bindungsverhalten der
LNA an andere Makromolekile beeinflussen, gerade in Anbetracht der Tatsache,
dass die Hydratation der 2-OH-Gruppe der Ribose von entscheidender Bedeutung

bei der Komplexbildung von RNA- und Proteinmolekulen ist (Draper, 1999).

Die hier beschriebene Hydratation der LNA erweitert auch die Vorhersagen der
Molekuldynamikstudie zum selben Thema (Pande et al., 2008). Die Autoren

beschrieben darin ein dichtes Netzwerk von Wassermolekulen am Phosphatrickgrat,
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aber eine im Vergleich zur RNA geringere Hydratisierung des Zuckers, insbesondere
des gebruckten Sauerstoffatoms O2°'. Die Ergebnisse der kristallographischen
Untersuchung zeigen aber eher qualitative als quantitative Unterschiede in diesem
Punkt. Die Einbindung der 2-OH-Gruppe in die Stabilisierung der Nukleinsaure Uber
die Methylenbricke beeintrachtigt deren Fahigkeit mit Wassermolekiulen zu
interagieren nicht. Das gebrluckte Sauerstoffatom des Zuckers ist aktiv an der

Organisation der ersten Lage des Solvensnetzwerkes beteiligt.

Ein weiteres Beispiel daflir, dass das methylierte O2‘-Atom der LNA an der
Ligandenbindung in ahnlicher Weise beteilgt sein kann, wie die 2‘-OH-Gruppe der
RNA, ist die Bindung eines Magnesiumions in diesem Bereich (Abbildung 4.24). Da
das Magnesiumion hier die energetisch unvorteilhafte, direkte Bindung an die
Nukleinsaure unter Abgabe zweier Wassermolekuile der Hydrathille eingeht, zeigt
dieses Beispiel eindrucksvoll die Fahigigkeit des gebrickten Sauerstoffatoms zur

Ligandenbindung.

Die Struktur der LNA-Doppelhelix ordnet die Struktur der RNA/LNA-Heteroduplex-
struktur (Nielsen et al., 2004) in eine konformationell-geometrische Reihe von der
RNA Uber das Hybrid zur LNA ein. Denn die Hybridstruktur stellt ein Intermediat in
dieser Reihe von Nukleinsaurestrukturen dar, bezogen auf deren geometrische
Parameter (Tabelle 4.11) und Konformationen (Abbildung 4.29). Allerdings ist noch
ungeklart, inwieweit sich die konformationellen Anderungen und die hohe
Thermostabilitdt auf die Spezifitat der LNA in Bezug auf Basenfehlpaarungen
auswirken. Es gibt erste Hinweise darauf, dass das Basenpaarungsverhalten der
LNA bei Fehlpaarungen von dem der RNA abweicht (Forster 2010, personliche
Kommunikation). Zur Klarung dieser Frage wurde bereits eine LNA mit G-U-Wobble-

Basenpaaren kristallisiert (Forster et al., 2009).

Wie einleitend beschrieben, birgt die modifizierte ,locked“ Nukleinsaure aufgrund
ihrer erhdhten biologischen und thermischen Stabilitat groles Potential fur ein breites
Spektrum an diagnostischen und therapeutischen Anwendungen. Dies wird durch
ihren Einsatz in einer groRen Anzahl verschiedener RNA-Technologien unterstrichen.
Allerdings zeigt die hier beschriebene Struktur der LNA-Doppelhelix Limitierungen fur
deren Einsatz auf: Beispielsweise bewirkte eine Substitution von Doppelstrang-
bereichen in RNA-Molekullen, die mit anderen Molekllen Komplexe bilden, dass die

Bindungseigenschaften verandert wurden. RNA, die zu therapeutischen oder
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diagnostischen Zwecken LNA-substituiert wird, kénnte aufgrund der veranderten

Struktur nicht mehr mit naturlichen bzw. erwarteten Bindungspartnern interagieren.

Anschaulich wird dies bei einer Analyse der Arbeit von Schmidt und Kollegen
(Schmidt et al., 2004). In ihrer Untersuchung systematischer Substitutionen des
Tenascin-C-Aptamers haben sie beobachtet, dass Substitutionen in der
Stammregion die Spezifitat und Affinitat des Aptamers erhéhen, aber Substitutionen
in der Loopregion des Aptamers, die wahrscheinlich an der Bindung des Zielmolekuls
beteiligt ist, zu einer Schwachung der Bindung des Aptamers an das Zielmolekdl
fuhren: Die Einfuhrung von LNA-Bausteinen in fur die Bindung kritische Regionen hat
deren Struktur so stark verandert, dass die Komplementariat von Aptamer und Ziel

nicht mehr gegeben war.

Darlberhinaus geben die Ergebnisse dieser Arbeit Hinweise darauf, dass auch
stabilisierende Substitutionen in Doppelstrangbereichen, die nicht an der Bindung
von Interaktionspartnern beteiligt sind, einen negativen Einfluss auf das
Bindungsverhalten austben kénnen. Denn durch die Einflhrung von LNA-
Bausteinen wird die Geometrie einer Doppelhelix verandert, was auch in entfernten
Bereichen der Gesamtstruktur zu Veranderungen fihren kann. So ist denkbar, dass
die an eine LNA-substituierte, doppelhelikale Stammregion eines Aptamers
anschlielRende Loopregion, die die Bindung an das Zielmolekull vermittelt, nach der
Substitution mit veranderten Winkeln in den Kontext der Gesamtstruktur eingebettet
ist. Die Ergebnisse dieser Arbeit machen genaue Vorhersagen uber den Einfluss von

LNA-Substitutionen auf die Nukleinsauregeometrie maglich.

Durch die Fokussierung auf kurze Nukleinsauren, die in hochaufgelosten Strukturen
resultierten, konnte mit dieser Arbeit ein Beitrag zum Verstandnis der Konformation,
Hydratation und Ligandenbindung von Nukleinsauren geleistet werden. Es wurde am
Beispiel des tRNA*-Akzeptorstammes gezeigt, wie einfache Sequenzmotive die
Bindung kleiner Molekiile an Ribonukleinsduren erméglichen. Anhand des tRNAS®'-
Akzeptorstammes konnte der Einfluss der Hydratation von Ribonukleinsduren auf die
Bindung an biologische Interaktionspartner dargelegt und die Frage nach
spezifischen Magnesiumbindungsstellen in tRNA-Molekllen diskutiert werden. Die
Struktur der LNA-Doppelhelix zeigte eine einzigartige Nukleinsdurekonformation, die
Auswirkungen auf deren Einsatz in diagnostischen und therapeutischen

Anwendungen haben wird.



Hochaufgeloste Strukturen von Nukleinsduren geben Aufschluss uber die
Konformation, Hydratation und Ligandenbindung der Molekule. Als Modellsysteme
fur natlrliche Nukleinsauren wurden zwei tRNA-Akzeptorstdmme und zum Vergleich
eine davon abgeleitete modifizierte ,locked Nukleinsaure untersucht. Um eine
maximale Auflosung der Strukturen zu erzielen, wurden Kristallisationsansatze unter
Mikrogravitationsbedingungen durchgefuhrt und gleichzeitig die Lange der

untersuchten Molekile auf sieben Basenpaare begrenzt.

Anhand der Struktur des tRNA*®-Akzeptorstammes konnte beispielhaft die Bindung
von kleinen Molekilen an einfache Nukleinsaurefaltungsmotive gezeigt werden. Die
Ergebnisse stehen im Einklang mit Untersuchungen zur basen-spezifischen Bindung

von kleinen Molekulen an Aptamere und Riboswitches.

Die Struktur des tRNAS®-Akzeptorstammes weist durch ihre hohe Auflésung von 1,2
A eine nahezu vollstandige Hydratation aller Basenpaare auf. Da der Akzeptorstamm
von tRNAs wesentliche Identitatsmerkmale fur die Erkennung durch die
korrespondierenden Aminoacyl-tRNA-Synthetasen tragt, konnte durch einen
Vergleich mit einem Isoakzeptor der Einfluss des Wassernetzwerkes auf die
Interaktion mit natlrlichen Bindungspartnern untersucht werden. Dies wurde durch
eine Superpositionierung der beiden Isoakzeptoren mit der Seryl-tRNA-Synthetase

bestatigt und ausgeweitet.

Die Sequenz und Struktur des tRNAS®-Akzeptorstammes stellten die Grundlage fiir
die Untersuchung der davon abgeleiteten Struktur einer ,locked” Nukleinsdure
hinsichtlich Konformation, Hydratation und Ligandenbindung dar. Dies ermdglichte
einen sequenzunabhangigen Vergleich der LNA mit der korrespondierenden RNA.
Dabei zeigte sich, dass die LNA eine vorher nicht beschriebene Doppelhelixstruktur
einnimmt, aus der heraus Grinde fir die hohe thermische Stabilitat dieser
Nukleinsaureklasse abgeleitet werden konnten. Die Duplex ist im Vergleich zur RNA
durch eine Streckung bei gleichzeitiger Offnung charakterisiert, was konformationell
eher anderen modifizierten als der natirlichen Nukleinsdure ahnelt. Trotz der
strukturellen  Unterschiede gleichen das Hydratationsmuster und das

Ligandenbindungsverhalten in weiten Bereichen dem der natlrlichen Nukleinsaure.
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SUMMARY

High-resolution X-ray crystallography of nucleic acids is a powerful method to
investigate conformation, hydration and ligand-binding of these molecules. Two
tRNA-acceptorstem-microhelices where employed as model systems for natural
nucleic acids and compared to a modified “locked” nucleic acid, which sequence was
derived from one of those acceptorstems. Oligonucleotides were restricted to a
length of seven base pairs and crystallization was even performed under microgravity

conditions to maximize resolution of the structures.

The structure of the tRNA” acceptorstem can be seen as a model for the binding of
small molecules to simple structural motifs of nucleic acids. The results are
consistent with investigations on base-specific interactions of small molecules with

aptamers and riboswitches.

Due to its high resolution of 1.2 A, the structure of the tRNAS®" acceptorstem reveals
a nearly complete hydration of all base pairs. Since tRNA acceptorstems carry
important identity elements for the interaction with the cognate aminoacyl-tRNA-
synthetase, a comparison with an isoacceptor yielded insight into the impact of the
hydration network for the interaction of tRNAs with other molecules. These findings
were confirmed and extended by a superposition of the two isoacceptors with the

seryl-tRNA-synthetase.

The highly-resolved structure of the tRNAS®" acceptorstem was the fundament for the
investigation of a “locked” nucleic acid. The sequence of the LNA was derived from
the acceptorstem. This allowed a sequence independent comparison of the modified
nucleic acid with its corresponding natural counterpart. The structure was
investigated with focus on conformation, hydration and ligand-binding. It could be
demonstrated, that the LNA shows a double helix geometry, which differs significantly
from natural nucleic acids and can be rather brought in vicinity to other modified
nucleic acids. The structure of the LNA duplex can be described as a stretched helix
with an enlarged helical pitch. Despite these structural differences the hydration and
ligand-binding ability of the modified nucleic acid are similar to those observed in
RNA.
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Abkilirzungen

° Grad

°C Grad Celsius

A Adenosin

A Angstrbm

bp Basenpaar

c zenti (102)

C Cytidin

C Kohlenstoff

DNA 2'-Desoxyribonukleinsaure
E. coli Escherichia coli

F Fluor

g Gravitation

G Guanosin

H Wasserstoff

HAR human accelerated region
K Kelvin

I Liter

LNA locked Nukleinsaure
m Meter

m milli (10)

M mol/l, molar



Anhang

MES
MPD

miRNA

ncRNA
nt

NMR

oD
OH

PDB

RNA
rRNA
siRNA

TBE

tRNA

2-(N-Morpholino)ethansulfonsaure
2-Methyl-2,4-pentandiol
microRNA

mikro (107)

nano (107)

Stickstoff

noncoding RNA
Nukleotid

Nuclear Magnetic Resonance
Sauerstoff

optische Dichte
Hydroxyl-
Proteindatenbank
Phosphor

potentia hydrogenii
Ribonukleinsaure
ribosomale RNA

small interfering RNA
Tris-Borat-EDTA-Puffer
Thymidin

Transfer RNA

Uracil
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Gerate
Analysewaage:
Autoklav:
Eismaschine:

Fotoapparat:

Kihl- und Gefrierschrank:

Kahlfalle:
Laser-Spectroscatter:
Magnetrahrer:
Mikroskop:

Olpumpe:

pH-Meter:

Pipetten:
Rotationsverdampfer:

Spektralphotometer:

Spectroimager:
Thermoschittler:
Trockenschrank:

Vortex:

Wasserreinigungssystem:

AC 88, Mettler

Varioklav 400 E, H+P Labortechnik GmbH
AF-10, Scotsman

Camedia C-5060, Olympus
cooler __ **** Bosch

Refrigerated Vapor Trap RVT 100, Savant
Laser-Spectroscatter 202, RiINA Gmbh
IKAMAG® REO

SZH-ILLB, Olympus
Chemie-Hybrid-Pumpe RC5, vacuubrand
pH-Meter 766 Calimatic, Knick

Labmate 2, 20, 200, 1000 pul, Abimed Gmbh
SpeedVac SC 110, Savant

UV-VIS Spectrophotometer UV-1202,
Shimadzu

Spectroimager 501, RiNA GmbH
Thermomixer comfort, Eppendorf
Memmert

Vortex-Genie, Bender & Hobein

Milli-Q Biocel, Millipore



Anhang

Nukleinsauren

Folgende wahrend dieser Arbeit eingesetzten Nukleinsauren wurden von der Firma

IBA, Gottingen, in HPLC-aufgereinigter Qualitat bezogen:

tRNA*C-Akzeptorstamm-Mikrohelix-Isoakzeptor RR-1660 aus E.coli

5’ -GCAUCCG-3", 5’-CGGAUGC-3'

tRNAMI-Akzeptorstamm-Mikrohelix-Isoakzeptor RR-1662 aus E.coli

5’ -GUCCUCU-3’, 5" -AGGGGAC-3’

tRNAS®"-Akzeptorstamm-Mikrohelix-Isoakzeptor RS-1660 aus E.coli

5’ -GGAGAGA-3', 5’-UCUCUCC-3'

LNA abgeleitet von tRNAS®-Akzeptorstamm-Mikrohelix-Isoakzeptor RS-1660 aus
E.coli

5’ - (GGAGAGA) -3’ , 5’-(TCTCTCC)*-3"

Unmodifizierte Domane der ncRNA HAR1F aus Schimpanse

5’ -GAAAUUAUAGGUGUAGACACAUGUCAGCAGUGGAAAUAGUUUCU-3’

Unmodifizierte Domane der humanen ncRNA HAR1F

5’ ~-GAAAUGAUGGGCGUAGACGCACGUCAGCGGCGGAAAUGGUUUCU-3’
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human 1A

5'-
AACGTGTCAGCTGAAATGATGGGCGTAGACGCACGTCAGCGGCGGARATGGTTTCTATCAAA
ATGAAAGT-3"

human 1B

5'-
ACTTTCATTTTGATAGAAACCATTTCCGCCGCTGACGTGCGTCTACGCCCATCATTTCAGCT
GACACGTT-3"

human 2A

5'-
CTTCTCTGTTTGGAGGAAACAGGACTGAAACTTGAGGAAAATCTCTAAACACTTTCATTTTG
ATAGAAAC-3'

human 2B

5'-
GAGGACGAAACGGTACCCGGTACCGTCTGAAACGGAGGAGACGTTACAGCAACGTGTCAGCT
GAAATGAT-3'

human 3A

5'-
TACCAGGTAATATACCACAACGTGTGTTTCTCTGGTTTTCTTCTCTGTTTGGAGGAAAC-3"

human 3B

5'-
TAATACGACTCACTATAGGGGTTTCACTGATGAGTCCGTGAGGACGAAACGGTACCCGG-3"

chimp 1A

5'-
AATTTATCAACTGAAATTATAGGTGTAGACACATGTCAGCAGTGGAAATAGTTTCTATCAAA
ATTAAAGT-3'
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chimp 1B
5'-

ACTTTAATTTTGATAGAAACTATTTCCACTGCTGACATGTGTCTACACCTATAATTTCAGTT
GATAAATT-3'

chimp 2A

5'-
CTTCTCTGTTTGGAGGAAACAGGACTGAAATTTGAGGAAAATCTCTAAATACTTTAATTTTG
ATAGAAAC-3"

chimp 2B

5'-
GAGGACGAAACGGTACCCGGTACCGTCTGAAATGGAGGAGAAATTACAGCAATTTATCAACT
GAAATTAT-3'

chimp 3A

5'-
TACCAGGTAATATACCACAACGTGTGTTTCTCTGGTTTTCTTCTCTGTTTGGAGGARAC-3

chimp 3B

5'-
TAATACGACTCACTATAGGGATTTCACTGATGAGTCCGTGAGGACGARACGGTACCCGG-3"

Software
CCP4:
Phaser
Refmac5
Scaletomtz
Mosflm

AMoRe
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Phenix

ShelX

HKL-2000:
Denzo

Scalepack

MS Word 2007

MS Excel 2007

WinCoot
Pymol
Rasmol
X3DNA
PDB-Viewer

Adobe Photoshop CS4

Sonstige Materialien
Kristallisationskits:

Nucleic Acid Mini Screen (HR2-118)
Natrix (HR2-116)

JBScreen Nuc-Pro 1-4



Anhang

NucleoSpin Extract Il Kit, Macherey-Nagel
RNA Maxx Yield Transcription Kit, Stratagene
Phusion DNA-Polymerase, Finnzymes

HiFidelity DNA-Polymerase, Qiagen

Torsionswinkel der Nukleinsauren

Tabelle 0.1: Torsionswinkel des Zucker-Phosphatriickgrats des tRNA""®-Akzeptorstammes

o 8 v é £ 4

G === — 54,2 83,9 -162,3 -81,1
C -72,6 174,6 55,7 84,5 -147,3 =771
A -51,6 167,0 43,9 79,9 -153,0 -81,0
U -62,4 169,0 46,7 83,5 -152,5 -74 1
C -67,3 166,0 62,0 82,2 -151,8 -85,9
C -45,8 176,1 28,5 84,3 -157,7 -70,9
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G -61,8 166,4 47,2 79,9 --- ---

C -54,6 171,4 41,4 79,5 --- ---

G -57,2 178,5 39,0 80,7 -153,5 -71,9
u -59,6 164,7 52,5 84,3 -157,4 -79,2
A -62,4 170,6 47,7 79,0 -156,9 -64,3
G -565,9 170,1 52,6 80,7 -152,2 -83,9
G -60,3 165,5 50,7 82,5 -142,1 -76,7
C — —- 40,5 85,9 -145,3 -85,0

Tabelle 0.2: Torsionswinkel des Seryl-tRNA-Akzeptorstammes RS-1661




Anhang

Tabelle 0.3: Torsionswinkel der LNA

a B v 6 3 4

C e — 40,9 63,6 -176,5 -60,0
C -71,6 -179,7 54,3 64,4 -161,5 -67,6
T -63,6 176,4 45,3 66,0 -172,9 -49,5
C -82,0 -179,2 70,1 72,4 -151,0 -70,1
A -72,6 -177,0 S5 71,8 -156,8 -61,1
C -65,3 173,7 55,1 67,3 -160,2 -72,3
C -67,1 1751 56,3 66,5 — -

@ -77,6 -175,8 66,6 66,6 — -

@ -57,9 174,8 45,2 69,0 -161,3 -63,3
A -68,6 -1741 51,4 70,6 -152,1 -73,2
@ -71,5 175,9 52,2 73,3 -164,1 -63,9
T -67,3 -178,7 49,8 67,7 -166,8 -62,2
G -80,1 -176,6 58,5 65,4 -164,2 -62,1
@ --- --- 51,2 65,7 -162,6 -62,5




