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Einleitung 1

1. Einleitung

1.1. Klassifizierung von RNA Spleiflen

Viele eukaryontische Gene verfuigen Uber Introns, die auf der Stufe der RNA in einer Spleil3reaktion
entfernt werden. Dabei existieren bei den Eukaryonten mindestens vier verschiedene
SpleiBmechanismen. Das mMRNA SpleiRen wird Uber das Spleilosom katalysiert und beinhaltet zwei
Umesterungsreaktionen. Mechanistisch verwandt findet das Gruppe | und Gruppe Il autokatalytische
Spleilen statt. Das tRNA Spleilen unterscheidet sich deutlich von den anderen Spleilimechanismen
und wird Uber mindestens zwei Enzyme katalyiert, die jeweils fur die Exzision des Introns und die
Ligation der tRNA Halften verantwortlich sind.

mRNA tRNA Gruppe | Gruppe Il

Spleillosom

% A | ()

Endolnuklease l l

o- o o
+
5 + +
) .3v

Abbildung 1. RNA SpleiBRmechanismen

Die vier unterschiedlichen RNA Spleillmechanismen sind schematisch wiedergegeben. Das mRNA
SpleiRen wird durch das SpleiRosom vermittelt und beinhaltet zwei Umesterungsreaktionen.
Mechanistisch verwand findet das Gruppe | und Gruppe Il SpleiRen statt. Das tRNA SpleilRen wird
durch mindestens zwei Enzyme katalyisiert. Eine SpleiRendonuklease hydrolysiert an den
Spleilstellen und eine RNA Ligase verknipft die beiden tRNA Halften.

1.2. Reifung einer intronhaltigen Vorlaufer-tRNA

Eukaryontische tRNA Gene werden von der RNA Polymerase Il mit einer 5°- und 3’-Flanke
transkribiert und sind noch nicht funktionell. Es mussen eine Reihe von Reifungsprozessen
durchlaufen werden, bevor die mature tRNA als Adapter fur die Proteinbiosynthese verwendet werden

kann.



Einleitung 2

RNase P~ [~ tRNase Z und Nukleotidyl-

transferase

tRNA Spleillendonuklease
und tRNA Ligase

intronhaltige Vorlaufer tRNA

Abbildung 2. Schematische Darstellung einer eukaryontischen intronhaltigen Vorlaufer tRNA

Die 5°-Flanke wird Uber die Riboendonuklease RNase P prozessiert (Altman et al., 1995; Arends und
Schoén, 1997). Die 3’-Flanke kann sowohl von einer Reihe von Exoribonukleasen wie auch von
Endoribonukleasen in vitro prozessiert werden (Papadimitriou und Gross, 1996). Es konnte jedoch
aufgezeigt werden, dass in vivo die 3"-Flanke hauptsachlich durch eine Endoribonuklease hydrolysiert
wird (Wolin et al., 1997), die nach Identifizierung des codierenden Gens als tRNase Z bezeichnet wird
(Schiffer et al., 2001; Takuku et al., 2003). Die eukaryontischen tRNA Gene codieren nicht fur ein
CCA-Ende, vielmehr wird von der tRNase Z direkt nach der Diskriminatorbase die 3" Flanke
abgeschnitten. Die Nukleotidyltransferase ubertrdgt die Nukleotide CCA an die Diskriminatorbase
(Deutscher, 1970).

Eine fir tRNA charakteristische Eigenschaft ist die groRe Anzahl modifizierter Basen, die post-
transkriptional aus den Standardbasen erzeugt werden (Bjork et al., 1987). In allen tRNAs sind
bestimmte Nukleotide konserviert, z.B. das Dihydrouridin (D) in der D-Schleife, oder das Ribothymidin
(T) und Pseudouridin (¥) in der T¥C-Schleife. Manche Nukleotid-verandernden Enzyme bendtigen
die Anwesenheit eines Introns. Ein Beispiel hierfir ist die Maturation der amber Suppressor-tRNA"‘au
aus S. cerevisiae mit der Bildung von 5-Methylcytidin an Position 34 (m5034). Zudem werden bei
intronhaltiger tRNA" die beiden Uridine an Position 34 und 36 zu Pseudouridin (W34NWY36)
enzymatisch gebildet (Strobel und Abelson, 1986; Szweykowska-Kulinska et al., 1994). Ebenso
bendtigt die Pseudouridin-Syntase fiir die Umsetzung von Uridin an der Position 35 zu Pseudouridin

Tyr

(W35) eine intronhaltige tRNA™". Diese Basenmadifizierung ist wichtig fur die tRNA'”" Eigenschaft als

Suppressor tRNA (Johnson und Abelson, 1983; Choffat et al., 1988; van Tol und Beier, 1988).

1.3. tRNA SpleifRen

1.31. intronhaltige pre-tRNAs

1.3.1.1. in Eukaryonten

Vertreter intronhaltiger tRNA Gene konnten erstmals in der Hefe Saccharomyces cerevisiae
aufgefunden werden, die fiir eine Suppressor tRNA™" (Goodman et al., 1977) und fiir eine tRNA™™

(Valenzuela et al., 1978) codieren. Intronhaltige tRNAs konnten sehr bald in den Pflanzen (Akama et
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al., 1997) fur die tRNA™" Genfamilie in Nicotiana tabacum (Stange und Beier, 1986; Fuchs et al.,
1992), Arabidopsis thaliana (Beier et al., 1991), Triticum aestivum (Szweykowska-Kulinska und Beier,
1990; Arends et al., 1996), wie auch fur die Elongator tRNAM®" Genfamilie aus Arabidopsis thaliana,
Nicotiana tabacum, Oryza sativa und weiteren niederen Eukaryonten der Rot- und Griinalgen (Akama
und Kashihara, 1996) nachgewiesen werden. Zudem konnten fir Sduger experimentell intronhaltige
tRNA™" und tRNA"*“c.x Gene aufgezeigt werden (van Tol und Beier, 1988; Green et al., 1990).

Mit der Vielzahl der sequenzierten eukaryontischen Genome findet heutzutage die Annotation der
tRNA Gene uber den tRNA Scan SE Algorithmus (Lowe und Eddy, 1997) statt und wird in tRNA
Datenbanken zusammengefasst (Sprinzl und Vasslenko, 2005). Bei der Hefe Saccharomyces
cerevisae sind 275 tRNA Gene annotiert, von denen 59 (21 %) intronhaltig vorliegen. Bei héheren
Eukaryonten liegt mit 4 — 13 % ein niedrigerer Anteil intronhaltiger tRNA Gene vor.

Die tRNA Introns sind mit einer Lange von ca. 11 — 60 Nukleotide relativ klein und befinden sich
hochkonserviert ein Nukleotid nach dem Anticodon. Die typische Kleeblattstruktur bleibt mit der
Anwesenheit des Introns, das 3 - 5 Basenpaare mit der Anticodonscheife eingeht, erhalten. Anhand
Strukturuntersuchungen konnte ein Modell fir die Tertidrstruktur einer intronhaltigen pre-tRNA
aufgestellt werden (Swerdlow und Guthie, 1984; Lee und Knapp, 1985). Die 5°-Spleil3stelle befindet
sich meistens in der verlangerten Anticodonschleife, die 3'-Splei3stelle in einer kleinen Schleife von 3
— 5 Nukleotiden Lange. Die SpleiRstellen liegen von aufen leicht zugéanglich exponiert vor
(Abbildung 3).

A
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C
A 3’
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C—aG
G—C 70
A—U
C—G
c—aG 60
J AuceccYha
G
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GyA G G
20 G — UAG
A—U
G—C 3’ SpleiRstelle
060§ P — ¥\ 3 spleinstelle
A— UAU 32 3
C—GpU 7
Uu—A o
*G—C
o — G a7
A c “~5" SpleiRstelle
G A
#U LG
5" SpleiRstelle

Abbildung 3. Sekundir- und Tertidrstruktur der intronhaltigen pre-tRNA™"

thaliana

(A) Die Sekundarstruktur fir die intronhaltige pre—tRNATyr AtY3Il aus Arabidopsis thaliana ist
wiedergegeben. Das Anticodon mit dem modifizierten Pseudouridin ¥ ist in blauer Farbe
hervorgehoben. Pfeile weisen auf die 5" und 3" Spleifistellen. Das Intron folgt ein Nukleotid nach dem
Anticodon. Die Basenpaarungen des Introns mit dem Anticodonstamm sind in rot hervorgehoben.

(B) Semiempirisches Modell der Tertiarstruktur von der intronhaltigen pre-tRNATy'. Die 5" tRNA Halfte
ist in griiner Farbe, die 3" tRNA Halfte in orangener Farbe hinterlegt. Das Inton wird mit violetter Farbe
hervorgehoben. Die 5" und 3" Spleif3stellen liegen von auRen gut zuganglich exponiert vor.

aus Arabidopsis
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1.3.1.2. in Archaea

In der Klasse von Archaea besitzen eine Vielzahl von tRNA Genen Introns, die weder in der Lange
noch in der Position innerhalb der tRNA konserviert sind. Am haufigsten befindet sich das Intron
zwischen den Positionen 37/38 und unterbricht somit die tRNA ein Nukleotid nach dem Anticodon. Als
charakteristisches Strukturelement konnte das sogenannte "Schleifen — Helix — Schleifen" ("bulge
helix bulge") Motiv aufgezeigt werden: Die 5" und 3" Splei3stellen befinden sich jeweils in einer
Schleife von 3 nt, die durch einen 4 bp langen helikalen Bereich getrennt vorliegen (Thompson et al.,
1989; Marck und Grosjean, 2003).

0—o0

8:8 Abbildung 4. Konsensus-Sekundarstruktur des

G—C "Schleifen-Helix-Schleifen” Motivs

R—YAR'< Die Konsensus-Sekundarstruktur des "Schleifen-

S:EA Helix-Schleifen" Motivs ist aufgezeigt. Konservierte

c—aG Basen sind als G, A, U, C abgebildet. Y steht fur
rVo—o Pyrimidin-, R fir Purinbasen. . Positionen, die stets
AR 2:¥ mit Nukleotiden freier Wahl besetzt sind, sind mit O

0—o0 gekennzeichnet. Bereiche mit variabler Besetzung

0—O0 und La&nge werden als Linie aufgezeigt. Pfeile

geben die Spleil’stellen wieder.

1.3.2. tRNA SpleiBRmechanismus

Sehr bald nach der Entdeckung der ersten intronhaltigen tRNA Gene ist das Augenmerk auf den
Mechanismus zur Entfernung der intervenierenden Sequenz gelegt worden. Intronhaltige pre-tRNAs
konnten anfanglich in vivo aus der Hefe rna7-1 Mutante (Hopper et al., 1978) gewonnen und fur in
vitro SpleiRexperimente verwendet werden (Knapp et al., 1978). Spater konnten Substrate fur die
Hefe tRNA Endonuklease mittels der T7 RNA Polymerase synthetisiert werden. Die Substrate fur die
pflanzliche tRNA Endonuklease wurden im heterologen HelLa Kernextrakt (van Tol et al., 1987), bzw.
im homologen Nicotiana BY-2 Kernextrakt (Yukawa et al, 2001) synthetisiert. Der tRNA
SpleiBmechanismus ist in der Hefe am besten untersucht. Fir die Pflanzen konnte gezeigt werden,

dass der gleiche Spleilmechanismus wie bei der Hefe anzutreffen ist.
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Abbildung 5. SpleiBmechanismen bei der Hefe, Pflanze, sowie bei Sdugern und Archaea

Eine intronhaltige pre-tRNA wird in einer ATP-unabhangigen Reaktion von einer tRNA
SpleiRendonuklease zu tRNA Halften hydrolysiert. Die 5°-Splei3stelle befindet sich stets an Position
37 ein Nukleotid nach dem Anticodon und liegt in der Anticodonschleife. Die 3'-Spleil3stelle befindet
sich stets in einer Schleife von 3 — 5 Nukleotiden. Bei der Hefe und bei Pflanzen werden in einer
komplexen Reaktionsfolge die tRNA Halften durch die tRNA Ligase erst modifiziert und dann ligiert.
Letztlich wird das verbliebene 2-Phosphat durch eine Phosphotransferase auf NAD" iibertragen. Bei
den Saugern und bei Archaea werden die tRNA Halften mit dem 2°,3"-Cyclophosphat und mit einer 5°-
Hydroxylgruppe direkt ligiert. Dabei wird das Cyclophosphat in die neue 3°,5"-Phosphodiesterbindung
eingebaut.

Im ersten Schritt hydrolysiert eine membran-assoziierte tRNA SpleiRendonuklease die intronhaltige

pre-tRNA an der 5 und 3" Spleil3stelle unter Aubsildung eines 2,3 -Cyclophosphats und einer 5°-
Hydroxylgruppe (Peebles et al., 1983; Thompson et al., 1989). Das Intron wird dabei als lineares
Molekll mit einem 2°,3’-Cyclophosphat und einer 5’-Hydroxylgruppe freigesetzt.

Im zweiten Schritt verknipft eine ATP-abhdngige tRNA Ligase die beiden tRNA Halften in einer
komplexen Reaktionsfolge. Eine cyclische Phosphodiesteraseaktivitat 6ffnet das 2,3 -Cyclophosphat
zu einem 2’-Phosphat und einer 3’-Hydroxylgruppe. Die Polynukleotidkinaseaktivitat phosphoryliert
die 5’-Hydroxylgurppe zu einem 5°-Phosphat. Die tRNA Ligase reagiert mit ATP unter Bindung von
AMP an die konservierte Lysinseitengruppe des Lig | Motivs (Abbildung 34) und Ubertragt sodann das
AMP an das 5’-Phosphat unter Bildung einer 5°-5"-Phosphoanhydridbindung. Letztlich ermdglicht die
tRNA Ligase den nukleophilen Angriff der 3’-Hydoxylgruppe an den 5’-aktivierten Terminus unter
Ausbildung einer 2’-Phosphat,3",5 -Phosphodiesterbindung. Im dritten Schritt wird das 2’-Phosphat
durch eine Phosphotransferase auf NAD® unter Bildung von ADP-Ribose-1,2"-Cyclophosphat
Ubertragen.

Bei den Saugern und bei Archaea ist vorwiegend ein anderer Ligationsmechanismus anzutreffen. Hier

wird ausgehend von dem 2°,3-Cyclophosphat und von der 5°-Hydroxylgruppe eine neue 3°,5'-
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Phosphodiesterbindung unter Einbau des urspriinglichen Cyclophosphats gebildet (Laski et al., 1983;
Kjems und Garrett, 1988). Jedoch konnte fir die Sauger gezeigt werden, dass ein gleicher

Ligationsweg wie bei den Hefen und Pflanzen ebenfalls vorhanden ist (Zillman, 1991).

1.3.3. Eukaryontische tRNA SpleiRendonuklease

Die tRNA SpleiRendonuklease konnte zuerst in der Hefe Saccharomyces cerevisiae charakterisiert
werden (Peebles et al.,, 1983). Die tRNA SpleiRendonuklease liegt in einer Hefe-Zelle nur in 100
facher Kopienzahl und zudem als integrales Membranprotein vor. In einer aufwendigen
Aufreinigungsprozedur ausgehend von einer Hefe Membran Praparation wurde die Aktivitat mit der
Zugabe von Triton X-100 solubilisiert und mit einer 5000-fachen Anreicherung Uber sechs
Chromatographiesaulen bis zur Homogenitat aufgereinigt (Rauhut et al, 1990). Nach einer
anfanglichen Identifizierung von 3 Untereinheiten mit einem Molekulargewicht von 54 kD, 44 kD und
34 kD, konnte mit einer vereinfachten Aufreinigungsprozedur die vierte 15 kD Untereinheit aufgezeigt
und die korrespondierenden Gene Sen54, Sen44, Sen34 und Sen15 identifiziert werden (Trotta et al.,
1997). Sen44 und Sen34 weisen zueinander einen homologen Bereich Uber 130 Aminosauren auf
und verfliigen Uber die aktiven Zentren fir die Hydrolye an der 5" und 3" Spleilstelle. Bei der
Untersuchung einer Genbank aus Hefe konnte eine temperatur-sensitive Mutante aufgefunden
werden, bei der sich 2/3 tRNA Molekile ohne hydrolysierte 5° Spleilstelle anreicherten. Das
verantwortliche Gen Sen2 wurde mittels Komplementation kloniert, und Antikdrper gegen das
rekombinante Sen2 Protein erkannten die 44 kD Untereinheit (Winey und Culbertson, 1988). Bei "Zwei
Hybrid" (yeast two hybrid) Analysen wurde eine starke Wechselwirkung zwischen Send44 und Sen54,
sowie zwischen Sen34 und Sen15 nachgewiesen. Zusammen mit den Kristallstrukturdaten fir die
Methanocaldococcus tRNA Endonuklease wurde ein mogliches Strukturmodell vorgeschlagen (Li et
al., 1998; Abbildung 6).

A M. jannaschii B S. cerevisiae
NH, Y115 H125 K156 L,

Abbildung 6. Modell der tRNA SpleiBendonukleasen von M. jannaschii und S. cerevisiae

(A) Der schematische Aufbau der Methanocaldococcus tRNA Spleilendonuklease, die aus vier
identischen Untereinheiten mit einer Grofle von 21 kDa aufgebaut ist. Aminosauren, die fir die
katalytische Aktivitdt am aktiven Zentrum wichtig sind, wurden in der eindimensionalen Darstellung
explizit aufgefuhrt und bilden die sogn. katalytische Triade. Die jeweiligen carboxyterminalen (39-
Faltblattstrukturen sind als Pfeile wiedergegeben. Die Schleife L10 ist explizit aufgefuhrt. In der
schematischen Darstellung wird die katalytische Triade als gleichseitiges Dreieck aufgezeigt.

(B) Der schematische Aufbau der tRNA SpleiRendonuklease aus S. cerevisiae mit den vier
unterschiedlichen Untereinheiten ist wiedergegeben. Pfeile geben die p9-Faltblatt analogen
carboxyterminalen Bereiche wieder, mit Dreiecken sind die aktiven Zentren mit der Triade aufgezeigt.
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Der Aufbau des tRNA Spleilendonuklease-Komplexes erfolgt zuerst Gber die Wechselwirkung der p9-
analogen carboxyteminalen Bereiche zwischen Sen44 — Sen54 und Sen34 — Sen15. Anschlieend
geht die L10 Schleife mit den sauren Aminosauren eine Wechselwirkung mit der gegenuberliegenden
Mulde ein, so dass die tetramere Struktur resultiert.

Uber Datenbanksuche konnte ein zu Hefe Sen44/Sen34 homologes Protein im annotierten
Kerngenom des Menschen aufgefunden werden, das fir eine tandem-affinitdtschromatographische
Aufreinigung der aktiven humanen tRNA SpleiRendonuklease verwendet wurde. Der humane tRNA
Spleilkomplex besteht ebenfalls aus vier Untereinheiten, die in Analogie zu den Hefe Proteinen mit
HsSen54, HsSen2, HsSen34 und HsSen15 annotiert wurden (Paushkin et al., 2004).

Die eukaryontische tRNA Endonuklease erkennt ihre Substrate hauptsachlich Uber
Erkennungsmerkmale innerhalb der maturen Domane der tRNA. Weder die Sequenz nahe den
Spleilstellen ist konserviert, noch verfiigt das Intron ber Strukturmerkmale (Johnson et al., 1980;
Strobel und Abelson, 1986; Reyes und Abelson, 1988). Aufgrund der Diversitat der zu spleiRenden
intronhaltigen pre-tRNAs wurde vorgeschlagen, dass die SpleiRendonuklease vorwiegend
Erkennungsmerkmale in der maturen Domane erkennt und vermutlich Uber die Sen54 Untereinheit
(Trotta et al., 1997) die Lange von Fixpunkten der maturen Domane hin zu den Spleil3stellen misst
und so die richtige Positionierung der beiden katalytisch aktiven Untereinheiten Sen44 und Sen34 fiir
die Hydrolyse an den 5°- und 3"-Spleil3stellen vorgibt. Wird zum Beispiel ein weiteres Basenpaar in
den Anticodonstamm eingefugt, so schneidet die Hefe tRNA Endonuklease je um 1 Nukleotid versetzt
und es wird ein um 2 Basen verlangertes Intron freigestetzt (Greer et al., 1987; Reyes und Abelson,
1988; Mattoccia et al., 1988).

Lediglich fur die Xenopus tRNA Endonuklease konnte ein konserviertes A-l Basenpaar innerhalb des
Introns als Vorraussetzung fur die Hydrolyse an der 3" Splei3stelle aufgezeigt werden (Willis et al.,
1992; Baldi et al.,, 1992). Fur die Xenopus tRNA Endonuklease kann sogar eine enzymatische
Umsetzung ohne die Anwesenheit der maturen tRNA nachgewiesen werden, wenn sich die
Spleilstellen innerhalb des "bulge-helix-bulge" Motivs befinden (Fruscoloni et al., 2001), so dass eine
mdgliche Schlussfolgerung in der teilweisen Konservierung des archealen "bulge-helix-bulge" Motivs

innerhalb der eukaryontischen pre-tRNAs liegt (Segni et al., 2005).
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Abbildung 7. Modell der Hefe tRNA SpleiBendonuklease gebunden an eine intronhaltige pre-
tRNA

(A) Die Konsensus Sekundarstruktur der intronhaltigen pre-tRNA aus Hefe ist aufgezeigt, sowie der
Langenmechanismus fir die Hydrolyse an der 5°- und der 3’-Spleif3stelle.

(B) Die Tertiarstruktur einer intronhaltigen pre-tRNA mit dem tRNA SpleiRendonuklease-Komplex ist
schematisch wiedergegeben. Die Sen54 Untereinheit geht nach diesem Modell ilber basische
Aminoauren eine Wechelwirkung mit der maturen Domane der tRNA ein und positioniert die
katalytisch aktiven Untereinheiten Sen44 und Sen34 fir die Hydrolyse an den 5°- und 3’-Spleil3stellen
(aus Li et al., 1998).

Bei der eukarontischen tRNA Spleilendonuklease scheint der Mechanismus der Substraterkennung
konserviert zu sein, da die Endonuklease aus Hefe, Xenopus und HelLa in der Lage ist, zahlreiche
heterologe intronhaltige pre-tRNAs zu hydrolysieren. Die pflanzliche tRNA Spleillendonuklease jedoch

weist eine hohe Spezifitat fir pflanzliche intronhaltige pre-tRNAs auf (Stange et al., 1992).

1.3.4. Archaea tRNA SpleiBendonuklease

B.P. Kaine fand bereits 1983 die ersten intronhaltigen tRNA Gene in dem Archeon Sulfolobus
Solfataricus, und die tRNA SpleiRendonuklease Aktivitdt in Archaea konnte sehr bald nachgewiesen
werden (Kjems und Garrett, 1988; Thompson und Daniels, 1988; Thompson et al., 1989). Die
Aufreinigung und Identifizierung der Spleilendonuklease aus Haloferax volcanii erwies sich als
langwierig und schwierig und gelang mit der Kombination aus saulenchromatographischer und nativer
gelelektrophoretischer Trennung durch die Proteinsequenzierung eines 37 kDa Proteins (Kleyman-
Leyer et al., 1997). Alle weiteren Untersuchungen wurden mit den rekombinanten Proteinen
durchgefiihrt. Die tRNA Endonuklease aus Haloferax volcanii besteht aus einem Homodimer, wobei
die Untereinheit aus der Duplizierung eines 130 Aminosauren Sequenzmotivs entstanden ist, so dass
eine pseudo-tetramere Struktur postuliert wurde, die fir das homologe Enzym aus Archaeoglobus
fulgidus durch Rongtenstrukturanalyse bestatigt worden ist (Li und Abelson, 2000). Die tRNA
SpleiRendonuklease aus Methanocaldococcus jannaschii besteht aus einem Homotetramer
(Abbildung 6), wie durch "Crosslink"-Analyse, Gelfiltration und Rdntgenstrukturanalyse (Abbildung 8)
experimentell ermittelt wurde (Lykke-Andersen and Garrett, 1997; Li et al., 1998).
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Abbildung 8. Schematische Darstellung der tetrameren SpleiBendonuklease aus
Methanocaldococcus jannaschii

Der Aufbau des Spleilkomplexes aus den vier Untereinheiten findet schrittweise statt. Zuerst
interagieren zwei Untereinheiten (A1 und A2, bzw. B1 und B2) Uber das carboxyterminale 39-Faltblatt
unter Ausbildung von Wasserstoffbriickenbindungen. Je zwei der Dimere (A1/A2 und B1/B2) lagern
sich hauptséachlich Uber polare Wechselwirkungen der sauren L10 Scheife mit einer Nische (Bereiche
sind in obiger Darstellung violett gepunktet) in der gegenlberliegen Untereinheit zusammen. Die an
der Ausbildung der katalytischen Triade beteilgten Aminosduren sind in blau wiedergegeben (aus
Abelson et al., 1998)

1.3.5. Eukaryontische RNA Ligasen

Eine eukaryontische RNA Ligase Aktivitat konnte erstmals von Konarska et al. (1981) nachgewiesen
werden. Das verwendete Substrat — das Q-Fragment — wird aus der TMV RNA durch RNase T1
Hydrolyse gebildet und weist eine 5°-Hydroxylgruppe und ein 2°,3’-Cyclophosphat auf. Bei der
Inkubation des Q-Fragments mit einem Translationsweizenkeimextrakt wird das Substrat zirkularisiert
und weist in einem Polyacrylamidgel ein unterschiedliches Laufverhalten auf. Interessanterweise
konnte die neu gebildete Phosphodiesterbindung nicht mehr mit RNase T1 hydrolysiert werden. Der
Grund hierfur liegt in der Ausbildung einer 2’-Phosphomonoester-3°,5"-Phosphodiesterbindung, wie
durch dinnschichtchromatographische Analyse der RNase T2 und RNase P1 Hydrolysate
nachgewiesen wurde (Konarska et al., 1982).

Ebenfalls wurde in der Hefe und in Xenopus ein Mechanismus der Exzision und Religation fir das
tRNA Spleilten sehr bald postuliert, und beide Prozesse lieBen sich Uber die Abwesenheit, bzw.
Anwesenheit von ATP voneinander trennen (Peebles et al., 1979; Nishikura und De Robertis, 1981).
Die Zuordnung einer unabhdnigen tRNA Ligase-Aktivitdt konnte Uber chromatographische
Anreicherung fiir die Hefe (Greer et al., 1983) und fiir die HeLa RNA Ligase (Filipowicz et al., 1983;
Laski et al., 1983) rasch erfolgen. Ebenfalls konnte die Weizen RNA Ligaseaktivitat sehr bald nach der
Entdeckung (Konarska et al., 1981) chromatographisch angereichert werden (Furneaux et al., 1983;
Gegenheimer et al., 1983). Aufgrund der breiten Substratspezifitdt wurden zum einen artifizielle
Substrate (Konarska et al., 1981, 1982; Furneaux et al., 1983; Pick und Hurwitz, 1986; Pick et al.,
1990) und zum anderen tRNA Halften verwendet (Gegenheimer et al., 1983; Schwartz et al., 1983),
die durch die Hydrolyse einer Hefe pre-tRNA mit einer stark angereicherten Hefe tRNA
Endonukleasefraktion gewonnen wurden (Peebles et al., 1979).
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1.3.5.1. Hefe tRNA Ligase

Die Hefe tRNA Ligase ist in der Arbeitsgruppe von Prof. Abelson Uber fiinf chromatographische Stufen
bis zur Homogenitat aufgereinigt worden und konnte aminoterminal ansequenziert werden. Uber
Hybridisierungsexperimente mit DNA-Sonden, die von der aminoterminalen Sequenz abgeleitet
wurden, konnte der genomische Abschnitt fir die Hefe tRNA Ligase identifiziert werden. (Phizicky et
al.,, 1986). Die Klonierung und Sequenzierung dieses genomischen Abschnitts ermdglichte die
Ermittlung des offenen Leserasters der Hefe tRNA Ligase (Westaway et al., 1988).

Die Hefe tRNA Ligase wurde rekombinant in E. coli Uberexprimiert und fir erfolgreiche
Ligaseaktivitdtsnachweise verwendet. Das monomere Protein mit einer GroRe von 95 kDa verfugt
Uber drei enzmyatische Aktivitdten, die allesamt fur die Ligation von tRNA-Halften erforderlich sind.
Eine zyklische Phosphodiesterase offnet das 2°,3’-Cyclophosphat unter Ausbildung eines 2°-
Phosphats. Die 5’-Hydroxylgruppe wird Uber einer Polynukleotidkinase bevorzugt von GTP
phosphoryliert (Belford et al., 1993). Die RNA Ligase-Domane ubertragt AMP auf das 5°-Phosphat
unter Ausbildung einer 5°,5"-Phosphoanhydridbindung und ermdglicht der mittlerweile freien 3'-
Hydroxylgruppe den nukleophilen Angriff auf den aktivierten 5°-Terminus. Mit der Freisetzung von
AMP wird eine 2’-Phosphat,3’,5"-Phosphodiesterbindung gebildet. Diese so gespleite tRNA ist
jedoch noch nicht funktionell und das 2’-Phosphat wird von einer 2’-Phosphotransferase auf NAD"
unter Ausbildung von ADP-Ribose-17,2"-Cyclophosphat Ubertragen (McCraith und Phizicky, 1990;
1991; Culver et al., 1997).

Die Hefe tRNA Ligase liegt in der Zelle als I6sliches Protein in einer Kopienzahl von ca. 400 vor
(Phizicky et al., 1986). Die Inaktivierung des tRNA Ligasegens, das in nur einer Kopienzahl pro
haploidem Genom vorliegt, ist fir die Hefezelle letal. Es konnte aufgezeigt werden, dass ein Mangel
an tRNA Ligase mit einer Anhdufung von tRNA-Halften Kkorreliert (Phizicky et al, 1992).
Komplementationsstudien mit tRNA Ligase-defizienten Hefezellen und einer Genbank aus Candida
albicans fuhrte zur ldentifizierung eines neuen tRNA Ligasegens aus Candida albicans (Baymiller et
al., 1994). Zudem konnten Ligase-defiziente Hefezellen erfolgreich mit den beiden Enzymen T4
Polynukleotidkinase und T4 RNA Ligase 1 komplementiert werden (Schwer et al., 2004).

Die Hefe tRNA-Ligase zeigt eine hohe Bindungsaffinitdt zu pre-tRNA Halften auf, die 10*-fach
effizienter ligiert werden als artifizielle Substrate und lineare Introns (Apostol und Greer, 1991).
Erstaunlicherweise verfigt die Hefe tRNA Ligase ebenfalls Uber eine hohe Bindungsaffinitdt zu
intronhaltigen pre-tRNAs, wobei Kontakte sowohl Uber die Doméane der maturen tRNA als auch tber
die 3’-Spleilistelle wichtig sind. Obwohl die Hefe tRNA SpleiRendonuklease und die Hefe tRNA Ligase
jeweils in vitro getrennt ihre enzymatische Aktivitdt aufzeigen kénnen, gibt es Anzeichen flir einen
SpleiRkomplex. So konnte die Hefe tRNA SpleiRendonuklease-Aktivitdt durch die Zugabe von aktiver
Hefe tRNA Ligase deutlich gesteigert werden (Culbertson und Winey, 1989). Bei den
Kompetitionsexperimenten mit der Hefe tRNA Endonuklease, der Hefe tRNA Ligase und der
Mischung von T4 Polynukleotidkinase und T4 RNA Ligase werden die in situ erzeugten tRNA Halften
vorwiegend von der Hefe tRNA Ligase ligiert (Greer, 1986). Dieser Befund legt nahe, dass die Hefe
tRNA Spleilendonuklease und die Hefe tRNA Ligase kooperativ arbeiten und keine freien tRNA
Halften fur die Bakteriophagen Enzyme zugéanglich sind.
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1.3.5.2. Pflanzliche tRNA Ligase

Die tRNA Ligaseaktivitat aus Weizenkeimen konnte sehr bald chromatographisch angereichert
werden (Furneuaux et al., 1983; Gegenheimer et al., 1983). Mit der Ligaseaktivitdt korrelieren
wahrend der gesamten Aufreinigungsprozedur tber 8 chromatographische Stufen eine zyklische
Phosphodiesterase-, Polynukleotidkinase- und Adenylyltransferase-Aktivitdt. Bei der analytischen
Auftrennung einer stark angereicherten Ligasepraparation im Glycerolgradienten sedimentiert die
Ligase-, Cyclische Phosphodiesterase- und Polynukleotidkinaseaktivitdt mit 6.2 S und korreliert mit
einem adenylierbaren Proteindublett von 110 kDa in einem Silber-gefarbten Proteingel (Pick und
Hurwitz, 1986; Pick et al., 1986b; 1990). Uber die partielle Hydrolyse mit der Carboxypeptidase Y wird
von den beiden adenylierbaren Proteinen jeweils ein gleiches Proteinfragment gebildet, das lber
keine Kinaseaktivitat, jedoch weiterhin Giber Ligaseaktivitat verfiigt. Die Vermutung liegt nahe, dass die
beiden adenylierbaren 110 kDa Proteine nahezu identisch sind (Pick et al., 1986). Zudem kann man
annehmen, dass die pflanzliche tRNA Ligase wie das Hefeenzym domanenartig aufgebaut ist (Pick et
al., 1986).

In einem ersten Schritt wird das Cyclophosphat zu einem 2°-Phosphat gedffnet. Diese Ringéffnung
findet selbst in Abwesenheit von ATP statt, wird jedoch in der Anwesenheit eines geeigneten
5’-Hydroxyldonors stimuliert. Diese Reaktion ist mit keinem weiteren Reaktionsschritt gekoppelt, da
2’-Monoestersubstrate genauso effizient wie 2°,3"-Cyclophosphatsubstrate von der pflanzlichen tRNA
Ligase verknupft werden. Im zweiten Schritt wird der 5°-Donor Uber die Polynukleotidkinaseaktivitat
phosphoryliert. Zwar findet in Abwesenheit eines Substrates eine leichte Hydrolyse von ATP zu ADP
statt, jedoch wird die Polynukleotidkinaseaktivitdt deutlich mit der Zugabe von RNA mit 5'-
Hydroxylgruppen stimuliert (Pick und Hurwitz, 1986). Inwieweit die pflanzliche tRNA Ligase die gleiche
Praferenz wie die Hefe tRNA Ligase fur GTP aufweist (Belford et al., 1993), ist noch nicht geklart. Die
Adenylylierung der pflanzlichen tRNA Ligase findet nur in Anwesenheit von RNA Substraten statt (Pick
und Hurwitz, 1986), ganz im Gegensatz zu der Hefe tRNA Ligase, die selbst in Abwesenheit eines

Substrates adenylyliert werden kann (Greer et al., 1983).

1.3.5.3. Sauger tRNA Ligase

Wahrend der Ligationsmechanismus zwischen Hefen und Pflanzen konserviert ist, findet bei Sdugern
die Verknipfung der tRNA Halften direkt Gber eine 3°,5°-Phosphodiesterbindung in einer ATP-
abhangigen Reaktion statt (Filipowicz und Shatkin, 1983, Filipowicz et al., 1983). Das Phosphat der
neuen Bindung entstammt hierbei aus dem 2°,3’-Cyclophosphat, das eine Voraussetzung fir die
Ligation an eine 5°-Hydroxylgruppe darstellt. Die Sauger tRNA Ligase weist wie die Weizen tRNA
Ligase ein grof3es Substratspektum auf und ist in der Lage neben tRNA Halften noch Virusoide RNA
und Oligoribonukleotide zu verknupfen. Die Sduger tRNA Ligase bendtigt fur die Ligation Energie in
Form von ATP oder dATP und wird von einer hohen Konzentration an Pyrophosphat PP; gehemmt

Die Ligaseaktivitdt aus HelLa Zellen erwies sich als relativ instabil und eine chromatographische
Anreicherung der Aktivitdt konnte nur sehr eingeschrankt erfolgen. Dabei konnte das native
Molekulargewicht Uber Sedimentation im Glycerolgradient (Perkins et al, 1985) zu 160 KDa

abgeschatzt werden.
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1.3.6. Archaea tRNA Ligase

Bei dem RNA Spleien von intronhaltiger ribosomaler und transfer RNA durch die Archaea
Endonuklease entstehen Exongrenzen mit einem 27,3 -Cyclophosphat und einer 5°-Hydroxylgruppe,
die Uber eine Ligaseaktivitdt (Kjems und Garret, 1988) unter Ausbildung einer 3°,5'-
Phosphodiesterbindung (Zofallova et al., 2000) verknupft werden. Das Phosphat der neuen
Phosphodiesterbindung entstammt vermutlich aus dem 2°,3"-Cyclophosphat, da in Anwesenheit von
y[32P]GTP oder ATP keine Radioaktivitat in die verknipfte RNA eingebaut wird (Kjems und Garret,
1988). Ob Uberhaupt Energie in Form von ATP oder GTP fir die Ligationsreaktion benétigt wird,
konnte bisher noch nicht mit Sicherheit ermittelt werden (Gomes und Gupta, 1997).
Interessanterweise konnten in den sequenzierten Archaea Genomen Proteine mit hoher Homologie zu
der T4 RNA Ligase 1 und 2 (Ho und Shuman, 2003), sowie zu den bakteriellen RNA Ligasen (Arn und
Abelson, 1996) aufgezeigt werden, die ein 2,3 -Cyclophosphat mit einer 5’-Hydroxylgruppe zu einer
2°,5-Phosphodiesterbindung verknipfen. Die ldentifizierung der Archaea Splei RNA Ligase steht

jedoch noch aus.

1.3.7. Bakteriophagen RNA Ligasen

Die T4 RNA Ligase — der erste Vertreter der Enzymklasse der RNA Ligasen — konnte Uber die
enzymatische Aktivitdt der Zirkularisierung von Poly-A mit 5'—[32P]— und 3’-Hydroxyl-Enden
nachgewiesen werden (Silber et al., 1972). Als Ligationsprodukt ist eine 3’-5"-Phosphodiesterbindung
unter Einbau des terminalen 5'—[32P]—Phosphats entstanden. Die T4 RNA Ligase konnte sehr rasch
aus mit T4 Phagen Partikel infizierten E. coli Bakterien chromatographisch aufgereinigt und
charakterisiert werden (Silber et al., 1972). Eine physiologische Rolle der T4 RNA Ligase konnte
zusammen mit der T4 Polynukleotid Kinase aufgezeigt werden. In dem E. coli Stamm CTr5x wird mit

Y an der “Wooble* Position zu einem

der T4 Infektion eine Anticodon-Nuklease freigesetzt, die tRNA
2°,3’-Cyclophosphat und einer 5°-Hydroxylgruppe hydrolyisert und so tber den Suizidmechanismus
eine weitere Ausbreitung der Phagen-Partikel zu unterdicken versucht (Amitsur et al., 1987;
Kaufmann, 2000). In einem Zweistufenmechanismus werden die Enden zuerst von der
Polynukleotidkinase/3’-phosphatase zu einer 2°,3-Hydroxylgruppe umgewandelt (Cameron und
Uhlenbeck, 1977) und mit ATP zu einem 5°-Phosphat phosphoryliert. Diese Enden stellen sodann das
Substrat fur die T4 RNA Ligase dar, und die tRNA"® wird Gber die Ligation wieder funktionell. Kurzlich
konnte die Roéntgenkristallstruktur der T4 Polynukleotidkinase ermittelt werden (Gaburt et al., 2002).
Dabei konnte die konservierte P-Schleife als aktives Zentrum bestatigt werden.

In einer relativ neuen Arbeit konnten Ho und Shuman (2002) eine zweite RNA Ligase im T4
Phagengenom Uber Datenbanksuche auffinden und die enzymatische Aktivitdt des rekombinanten
Proteins charakterisieren (Yin et al., 2003). Interessanterweise weist die Proteinsequenz der T4 RNA
Ligase 2 eine hdhere Ahnlichkeit zu weiteren bekannten Vertretern von RNA Ligasen auf (Ho und
Shuman, 2002). Die Kristallstruktur der T4 RNA Ligase 2 zeigt die Verwandtheit der verschiedenen
Vertreter von RNA Ligasen, DNA Ligasen und mRNA "Capping" Enzymen auf (Ho et al., 2004).

Seit der Entdeckung der T4 RNA Ligase vor uber 20 Jahren ist der Ligationsmechanismus grindlich
erforscht worden. Die Ligationsreaktion kann formal in drei Schritte unterteilt werden. Zuerst reagiert
die T4 RNA Ligase mit ATP unter kovalenter Bindung von AMP und der Freisetzung von Pyrophoshat
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(PP;). Diese Reaktion findet unabhangig von dem RNA Substrat statt und kann bei einem Uberschuss
an PP; umgekehrt werden (Cranston et al., 1974). Uber Proteolyse der T4 RNA Ligase und
massenspektrometrischer Analyse der Fragmente konnte die Adenylylierungsstelle zu der e-
Aminogruppe von Lysin-99 bestimmt werden (Thogersen et al., 1985; Wang et al., 2003). Im zweiten
Schritt wird die Adenylylgruppe von Lysin-99 auf das 5°-Phosphat unter Ausbildung einer 5°-5'-
Phosphoranhydridbindung Ubertragen. Der zweite Schritt findet in Anwesenheit eines passenden
Aktzeptorsubstrates statt und verlauft reversibel (Sugino et al., 1977; Krug und Uhlenbeck, 1982). Die
Verwendung von bereits adenylylierter RNA in Abwesenheit von ATP beschleunigt die T4 RNA Ligase
vermittelte  Verknupfung in signifikanter Weise. Daher kann die Adenylylierung als
geschwindigkeitsbestimmender Schritt der T4 RNA Ligase vermittelten Verknupfung von RNA
angesehen werden (Sigino et al., 1977; Krug und Uhlenbeck, 1982). Im dritten Schritt ermdglicht die
T4 RNA Ligase den nukleophilen Angriff der terminalen 3’-Hydroxylgruppe an die 5’-aktivierte
Phosphoanhydridbindung unter Ausbildung einer 3’-5"-Phosphodiesterbindung und Freisetzung von
AMP. Dieser nukleophile Angriff erfolgt direkt unter Inversion der Konfiguration an dem verknipfenden
Phosphor, so dass eine weitere kovalente Verknipfung mit der T4 RNA Ligase ausgeschlossen
werden kann (Bryant und Benkovic, 1982).

Interessanterweise befindet sich im dem Virusgenom Autographa californica ein offenes Leseraster fur
ein Protein, das eine hohe Homoligie zu der T4 Polynukleotidkinase und zu der T4 RNA Ligase 1
aufweist (Durantel et al., 1998).

1.3.8. Trypanosoma RNA Editing Ligasen

White und Borst (1987) konnten eine RNA Ligaseaktivitdt aus Zellextrakten von Trypanosoma
nachweisen, die RNA mit 5°-Phosphat- und 3’-Hydroxylenden verknipft. Die RNA Ligase bendtigt fur
die Ausbildung einer 3°-5"-Phosphodiesterbindung Mg2+ und ATP als Cofaktoren (Huang und Van der
Ploeg). Die physiologische Rolle der Trypanosoma RNA Ligase konnte flir das RNA Editing von
mRNA in den Mitochondrien aufgezeigt werden (Pollard et al., 1992; Sabatini und Hajduk, 1995). Die
RNA Ligase liegt dabei in zwei Editing Komplexen zusammengesetzt aus Endo-, Exonukleasen und
Terminaler-Uridin-Transferase vor. Die chromatographische Aufreinigung der RNA Editing Komplexe
gelang mit dem Adenylyltransferase-Nachweis, der die Detektion von RNA und DNA Ligasen des T4
Typs ermdglicht (Rusché et al., 1997). Von der Trypanosoma brucei RNA Editing Ligase 1 ist die
Kristallstruktur ermittelt worden (Deng et al, 2004), mit deren Hilfe man Medikamente zur
Inaktivierung der Editing Ligase fir die Behandlung von tropischen Krankeiten, z.B. die Afrikanische
Schlafkrankheit, Chagas Krankheit und Leishmaniase mittels Strukturdesign und funktioneller Analyse

entwickeln mochte.
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1.4. Problemstellung

Der Mechanismus des pre-tRNA Spleil’ens ist vorwiegend in der Hefe Saccharomyces cerevisiae
untersucht worden. Intronhaltige tRNA Gene sind jedoch in allen bekannten eukaryontischen
Kerngenomen vorhanden. Bisher konnte noch in keinem héheren Eukaryonten ein tRNA Ligase Gen
identifiziert werden. Im Rahmen dieser Arbeit wird daher der Mechanismus des pre-tRNA Spleif3ens in
héheren Eukaryonten untersucht und dabei der Schwerpunkt auf die Charakterisierung der tRNA
Ligase gelegt. In dieser Arbeitsgruppe sind verschiedene molekukarbiologische Ansatze zur
Identifizierung des pflanzlichen tRNA Ligase Gens durchgefiihrt worden, wie z.B. DNA Hybridiserung,
Expressions-“Screening” und funktionelle Komplementation, die jedoch nicht zum Erfolg flhrten.
Weiterhin haben Datenbanksuchen mit Hilfe der bekannten Hefe tRNA Ligase-Sequenz keine
homologen Gene in irgendeinem animalen oder pflanzlichen Genom identifiziert.

Daher wird in dieser Arbeit der klassische Weg der biochemischen Aufreinigung der tRNA Ligase aus
héheren Eukaryonten gewahlt. Als Ausgangsmaterial fir die pflanzliche tRNA Ligase werden
Weizenkeime benutzt, da (I) die tRNA SpleilRendonuklease- und tRNA Ligaseaktivitdten in diesem
Gewebe bereits ausgiebig charakterisiert worden sind und (ll) Weizenkeime relativ arm an RNasen
und Proteasen sind. Fir die animale tRNA Ligase wird von gut aufschlieRbarem tierischen Gewebe,
d.h. Schweineleber ausgegangen. Das Ziel hierbei ist es, die tRNA Ligase bis zur Homogenitat
aufzureinigen und mittels Proteinsequenzierung das codierende Gen in den sequenzierten
Kerngenomen von Arabidopsis thaliana und Homo sapiens zu identifizieren. Hierzu werden die in
dieser Arbeitsgruppe etablierten Nachweismethoden fir tRNA Endonuklease und tRNA Ligase in
Hinblick auf die Durchflihrung einer chromatographischen Enzymaufreinigung verwendet.

Der Schwerpunkt dieser Arbeit liegt in der sdulenchromatographischen Aufreinigung der tRNA
Ligasen. Hierfir werden Chromatographiemedien wie lonenaustauscher., Gruppen- und Ligand-
spezifische Affinitdtschromatographie, sowie die Gelfiltration benutzt. Durch geschickte Wahl der
Reihenfolge wird schlieRlich eine Aufreinigungstrategie erarbeitet, die die Isolierung des tRNA
Ligaseproteins zum Ziel hatte. Nach der Proteinsequenzierung des vermeintlichen tRNA
Ligaseproteins verbleibt die Verifizierung, tatsachlich das tRNA Ligasegen identifiziert zu haben.
Durch Klonierung und Uberexpression in einem geeigneten Zellextrakt soll fir das rekombinante tRNA

Ligaseprotein ein Ligase Aktivitdtsnachweis durchgefuhrt werden.
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2. Materialien

2.1. Chemikalien

Acrylamid / Bisacrylamid (29 : 1)
(40 %ige gebrauchsfertige Losung)
Agarose MP

Agarose SeaKem® GTG
Ammoniumperoxodisulfat
Ammoniumsulfat

Ampicillin

i-Amylalkohol

Bacto-Agar

Bacto-Trypton
Bacto-Yeast-Extrakt

Borséaure

5-Brom-4-chlor-3-indolyl-B-D-galactopyranosid

Bromphenolblau

Chloroform

Dimethylformamid

Ethanol

Ethanolamin

Ethidiumbromid
Ethylendiamintetraessigsaure-Dinatriumsalz
Formamid

86 % Glycerin

Glycin

Harnstoff
1-Isopropyl-B-1-thiogalactopyranosid
Magnesiumchlorid
Magnesiumchlorid, ultrapur
Methanol

Mineraldl

Natriumdodecylsulfat
Natriumthiosulfat

Phenol (gebrauchsfertige Losung)
i-Propanol

Saccharose

Salzsaure 32%
N,N,N",N’-Tetramethylethylendiamin
Tris-(hydroxymethyl)-amino-methan, Pufferan
Triton X-100

Xylenxyanol

Roth, Karlsruhe

Roche Diagnostics, Mannheim
FMC BioProducts, Rockland (USA)
Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Roche Diagnostics, Mannheim
Merck, Darmstadt

Difco, Detroit (USA)

Difco, Detroit (USA)

Difco, Detroit (USA)

Grussing, Filsum

Roche Diagnostics, Mannheim
Serva, Heidelberg

Fluka, Neu-Ulm

Merck, Darmstadt

Roth, Karlsruhe

Sigma, Miinchen

Serva, Heidelberg

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Roche Diagnostics, Mannheim
Riedel-deHaan, Seele

Sigma, Miinchen

Sigma, Miinchen
Roth, Karlsruhe
Grussing, Filsum
Roth, Karlsruhe
Fluka, Neu-Ulm
Roth, Karlsruhe
Merck, Darmstadt
Serva, Heidelberg
Roth, Karlsruhe
Serva, Heidelberg

Serva, Heidelberg
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2.2. Nukleinsauren und Nukleotide

Adenosin-5"-[a-**P]-triphosphat

Adenosin-5"-[y-*?P]-triphosphat

Guanosin-5"-[a->2P]-triphosphat

Uridin-5"-[a->2P]-triphosphat

Adenosintriphosphat

Cytidintriphosphat

Guanosintriphosphat

Uridintriphosphat

Plasmid DNA

Vektoren

pUC19

pIVEX 2.4c

pIVEXWG 1.3

pIVEXWG 1.4

pTH-2

Plasmide

pNtY1

pNtY9

pAtY5lI

pAtSen1

pAtSen2

pDAKC

2.3. Proteinchromatographie
2.3.1. Ausgangsmaterialien

Weizenkeime

Schweineleber

Amersham, Freiburg

(spez. Aktivitat: 15 TBg/mmol)
Hartmann, Braunschweig
(spez. Aktivitat: 15 TBg/mmol)
Hartmann, Braunschweig
(spez. Aktivitat: 15 TBg/mmol)
(spez. Aktivitat: 15 TBg/mmol)
Amersham, Freiburg

(spez. Aktivitat: 150 TBg/mmol)
Roche Diagnostics, Mannheim
Roche Diagnostics, Mannheim
Roche Diagnostics, Mannheim

Roche Diagnostics, Mannheim

Plasmid-DNA Sammlung des
Instituts flr Biochemie

Roche Diagnostics, Mannheim
Roche Diagnostics, Mannheim
Roche Diagnostics, Mannheim
Prof. Akama, Matsue (Japan)

Fuchs et al., 1992
Fuchs et al., 1992
Beier et al., 1991
Akama et al., 2000
Akama et al., 2000
Apostol et al., 1991

Sigma, Miinchen (W-125)
Sid-Fleisch, Veitshochheim
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2.3.2. Saulenmaterialien
DEAE-Cellulose

Phospho-Cellulose

Heparin-Sepharose (FF, HiTrap: 1ml, 5 ml)
Cibacron Blau Trisacryl M

Cibarcron Blau Sepharose (HiTrap: 5 ml)
Source S15

Superdex™ 200 (HiLoad®, in XK16/60 Saule)
NHS-aktivierte Sepharose (HiTrap: 1 ml)

Chromatographie-Systeme
Pericyclische Pumpe

Pericyclische Pumpe
LKB Bromma Fraktionssammler
FPLC System bestehend aus:
2x P500 Kolbenhubpumpen
G250 Programm-Steuereinheit
Mixer
Superloop (10 ml)
Ventil
UviCord S UV-Meter
Rec100 Schreiber
Frac100 Fraktionssammler

24. Diagnose-Kits
ABI Prism BigDye™ Terminator Cycle
Sequencing Ready Reaction Kit
Versionen: 2.0, 3.0, 1.1

JETquick Plasmid Miniprep Spin Kit
JETquick Gel Extraction Spin Kit
JETquick PCR Purification Spin Kit
Qiagen Plasmid Kit Tip100

Qiagen Plant RNeasy Mini Kit
RiboMax T7-transcription Kit

2.5. Gerate
Inkubationsschrank
Elektrophorese-Apparatur GNA-100
Flussigkeits-Szintillationszahler LS3801
Spektralphotometer Novaspec |l
Thermomixer 5436

Kihlzentrifuge Beckman J-6B

Whatman, Maidstone, England
Whatman, Maidstone, England
Amersham, Freiburg

Serva, Heidelberg

Amersham, Freiburg
Amersham, Freiburg
Amersham, Freiburg

Amersham, Freiburg

Amersham, Freiburg
Amersham, Freiburg

Amersham, Freiburg

Applied Biosystems, Darmstadt
Genomed, Bad Oeynhausen
Genomed, Bad Oeynhausen
Genomed, Bad Oeynhausen
Qiagen, Hilden

Qiagen, Hilden

Promega, Mannheim

Infors, Miinchen
Amersham, Freiburg
Beckman, Minchen
Amersham, Freiburg
Eppendorf, Hamburg

Beckman, Minchen
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Kuhlzentrifuge Sorvall RC-5B
Kuhlzentrifuge Biofuge 28 RS
Ultrazentrifuge Beckman L8-80M
Ultrazentrifuge Beckman XP8
Minifuge

2.6 Sonstige Materialien
DC-Platten, Cellulose

Réntgenfilme Retina CBD

Verstarkerfolie Cronex Lightning Plus
Sterilfilter (PorengréfRe 0.45 um)
Microcon™ 30 bzw.100-Mikrokonzentrator
PVDF Membran

Miracloth

Du Pont, Bad Homburg
Heraeus-Christ, Hanau
Beckman, Miinchen
Beckman, Miinchen
Hettich, Tuttlingen

Merck, Darmstadt

Fotochemische Werke, Berlin

Pu Pont, Bad Homburg

Schleicher & Schuell, Dassel

Millipore, Bad Schwabach

Millipore, Bad Schwabach
Calbiochem-Novabiochem Corporation,
Ja Jolla, USA
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3. Methoden
3.1. Charakterisierung und Handhabung von Nukleinsauren
3.1.1. Elektrophoretische Trennung von Nukleinsauren

Die Gelelektrophorese ist fiir das molekularbiologische Arbeiten die Standardmethode, um
Nukleinsauren aufzutrennen, zu identifizieren und aufzureinigen. Nukleinsauren sind bei neutralem pH
Uber das Phosphatriickrat negativ geladen und wandern in einem elektrischen Feld zur Anode. Die
Elektrophorese von Nukleinsduren wird standardmaRig in stabilisierenden Matrices durchgefihrt. Am
haufigsten verwendet werden Agarosegele und Polyacrylamidgele. Neben den duReren Parametern —
Wert der angelegten Spannung, Lange des separierenden Gels — ist die Wanderungsgeschwindigkeit
von der Lange und der Konformation der Nukleinsduren abhangig. Die Ribonukleinsduren liegen
normalerweise einzelstrangig vor und bilden unter nativen Bedingungen sehr stabile
Sekundarstrukturen aus, die neben der Lange der Ribonukleinsadure einen deutlichen Einflul auf die
Wanderungsgeschwindigkeit einnehmen. Fir analytische gelelektrophoretische Trennungen von
Ribonukleinsauren werden daher denaturierende Bedingungen gewahlt, um die Sekundarstrukturen
aufzulésen und die Wanderungsgeschwindigkeit in direkten Bezug zur Lange der Nukleinsdure
setzen. Die zurlckgelegte Wegstecke ist umgekehrt proportional zu dem Logarithmus des
Molekulargewichts der denaturierten Nukleinsaure.

Agarosegele werden standardmaRig fur die Auftrennung hochmolekularer Nukleinsauren,

Polyacrylamidgele fur die Auftrennung von niedermolekularer Nukleinsauren verwendet.
3.1.1.1. Agarosegel-Elektrophorese

3.1.1.1.1. Auftrennung von Deoxyribonukleinsauren
Agarose besteht aus einem linearen Polysaccarid aus D- und L-Galactose, die alternierend durch

a(1—3)- und pB(1—4)-glykosidische Bindungen verknipft sind. Die Agarosestrange von
durchschnittlich 700 Galactosebausteinen Lange bilden o-Helices, die wiederum zusammengeknault
vorliegen und so eine dreidimensionale Gelmatrix mit einer Porengréf3e von 50 — 200 nm bilden.
Aufgrund der relativ hohen Porengrofle eignen sich Agarosegele fiir die Auftrennung von
doppelstrangigen Deoxynukleinsduren in einem Bereich von 100 bp bis 20 kb. Fir ein optimales
Trennergebnis wird die Agarosekonzentration an die erwartete GroRe der aufzutrennenden DNA-
Fragmente angepal’t (Sambrook und Russel, 2001).

Tabelle 1: Trennbereiche von Agarosegelen

Gelkonzentration Agarose MP Seakem GTG Agarose
0.6 % 1 kb bis 30kb -
0.8 % 500 bp bis 15 kb 800 bp bis 10 kb
1.0 % 250 bp bis 12 kb 400 bp bis 8 kb
1.2% 150 bp bis 6 kb 300 bp bis 7 kb
1.5% 100 bp bis 4 kb 200 bp bis 4 kb
2.0% 80 bp bis 3 kb 100 bp bis 3 kb
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FUr analytische Gele wird Agarose MP, fur praparative Gele wird die Seakem® GTG® Agarose
verwendet, die eine niedrigere Schmelztemperatur und eine hoéhere Qualitdt in Bezug auf die
Abwesenheit von DNasen und RNasen aufweist.

Bei dieser Arbeit werden Gelkammern mit der Lange von 10 cm und einer Breite von 7 cm verwendet.
Die Agarose wird in 30 ml 1x TBE Elektrophoresepuffer aufgeschwemmt und durch dreimaliges
Aufkochen in einem Mikrowellenofen geldst. Die Gellésung wird auf 40 — 60 °C abkuhlen lassen, mit
Ethidiumbromid zu einer Endkonzentration von 0.5 ug/ml (15 ul einer 1 mg/ml Stammldsung) versetzt
und in die mit Klebeband abgedichtete Elektrophoresekammer mit einem geeigneten Taschenformer
gegossen. Nach 2 Stunde ist das Gel durch Abklhlung auf Raumtemperatur erstarrt. Das Klebeband
kann jetzt entfernt und die Gelkammer in die horizontale Elektrophoreseapparatur eingesetzt werden,
in die so lange 1x TBE Elektrophoresepuffer gegeben wird bis das Gel vollstandig Uberschichtet ist.
Der Taschenformer kann jetzt entfernt werden.

Die DNA-Proben werden mit 0.66 Vol 2.5x HSE Probenpuffer versetzt. Die enthaltenen Farbstoffe
Xylenxyanol und Bromphenolblau erleichtern nicht nur das Auftragen der Proben in die Geltaschen,
sondern ermoglichen es, den Verlauf der elektrophoretischen Trennung zu verfolgen. Die
elektrophoretische Trennung findet bei einer Spannung von 80 bis 120 V statt. Das
Wanderungsverhalten von Xylenxyanol entspricht der eines DNA-Fragments mit 3 bis 4 kb, von
Bromphenolblau eines DNA-Fragments mit 200 bis 300 bp. Sobald der Bromphenolblau Farbstoff
etwa die Halfte der maximalen Wegstrecke zurilickgelegt hat kann das Agarosegel ausgewertet
werden. Der zugegebene Fluoreszenzfarbstoff Ethidiumbromid lagert sich zwischen die Basen von
Nukleinsduren ein. Ein DNA-Fragment kann so unter UV-Licht als Bande visualisiert werden. Die
Nachweisgrenze liegt bei ca. 5 ng und durch Vergleich der Intensitdt des DNA-Fragments mit einem
Standard kann die DNA-Menge beurteilt werden. Bei Verwendung eines geeigneten DNA-
Langenstandards kann die Lange eines unbekannten DNA-Fragments abgeschéatzt werden. Fur eine
genauere Langenbestimmung wird von dem empirischen Zusammenhang zwischen zurtickgelegter
Wegstrecke und dem Logarithmus des Molekulargewichts Gebrauch gemacht und anhand des

Langenstandards eine Kalibriergerade erstellt.

10x TBE Elektrophoresepuffer 890 mM Tris-Base
890 mM Borsaure
20 mM Na,EDTA

2.5x HSE Probenpuffer: 50 % (w/v) Saccharose
4 M Harnstoff
50 mM Na,EDTA
0.1 % (w/v) BPB und/oder XC

3.1.1.1.2. Denaturierende Auftrennung von Ribonukleinsauren
Bei der Auftrennung hochmolekularer Ribonukleinsduren Uber Agarosegele ist es erforderlich, die

ausgebildeten Sekundarstrukturen aufzulésen und so eine elektrophoretische Trennung nach dem
Molekulargewicht zu ermdglichen. Als denaturierendes Agens wird Formaldehyd im
Elektrophoresepuffer verwendet. Zudem wird die RNA Probe in einem Formaldehyd- und Formamid-

haltigen Probenpuffer denaturiert.
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Die Vorgehensweise ist bis auf die veranderte Pufferzusammensetzung analog zur DNA Agarosegel
Elektrophorese. Die Agarose wird in 30 ml 1x FA Gelpuffer aufgeschwemmt und der

Elektrophoresepuffer enthalt neben 1x FA Gelpuffer zusatzlich 0.74 % Formaldehyd.

10x FA Gelpuffer: 200 mM  3-[N-morpholino]propansulfonsdure (MOPS)
50 mM Natriumacetat
10 mM Na,EDTA
mit NaOH ad pH 7.0 einstellen.

1x FA Elektrophoresepuffer: 50 ml  10x FA Gelpuffer
10 ml 37 % Formaldehyd
440 ml  ddH,O
5x RNA Probenpuffer: 4 ml 10x FA Gelpuffer

3.1 ml Formamid
720 Il Formaldehyd
2.3 ml 86 % Glycerin
80 ul 500 mM Na,EDTA, pH 8.0
0.2 % BPB (w/v)

3.1.2. Polyacrylamid-Elektrophorese

Polyacrylamidgele eignen sich fir die Auftrennung von niedermolekularen und insbesondere
einzelstrangigen Nukleinsduren und zeichnen sich durch ein sehr hohes Aufldésungsvermdgen aus.
Soll die Auftrennung der Nukleinsduren ausschlief3lich nach dem Molekulargewicht erfolgen, so wird
die Elektrophorese unter denaturierenden Bedingungen durchgefuhrt. Die Anwesenheit von 8 M
Harnstoff in der Gelmatix und die Elektrophorese bei 50 bis 60 °C unterbinden die Ausbildung von
Basenpaarungen und die damit verbundenen Sekundarstrukturen. Die Polyacylamid-Konzentration
richtet sich nach GréRe der aufzutrennenden Nukleinsauren (Tabelle 2).

Tabelle 2. Trennbereiche fiir Polyacrylamidgele

Gelkonzentration Trennbereich in bp
6 % 80 — 500
8 % 60 — 400
10 % 40 — 200
13 % 20 — 150
15 % 12 — 100
20 % 7 - 80

Polyacrylamidgele entstehen aus der Copolymerisation der monomeren Bausteine Acrylamid und
N,N"-Methylen-Bisacrylamid in 1xTBE. Das Bisacrylamid quervernetzt die Polyacrylamidstrange, bildet
so engmaschige Poren und verleiht dem Gel mechanische Festigkeit. Die Polymerisierungsreaktion
findet unter radikalischen Bedingungen statt. Im Rahmen dieser Arbeit wird ein System aus
Ammoniumperoxodisulfat (APS) und N,N,N’,N’-Tetramethylethylendiamin (TEMED) verwendet.
TEMED reagiert in einer Redoxreaktion mit dem APS und flhrt so zur Bildung von freien Sulfation-
Radikalen, die die Polymerisierung initiieren.

Fir die Analyse von Ribonukleinsduren werden Polyacrylamidgele mit den Abmessungen 20 x 20 cm
X 0.4 mm und 20 x 40 cm x 0.4 mm verwendet. Die Gelldsung setzt sich aus den folgenden

Komponenten zusammen:
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Tabelle 3. Zusammensetzung der Polyacrylamidgel-L6sung

Komponenten Menge Endkonzentration
Harnstoff 96 g 8M
40 % AA/BAA (29/1) variabel 6—20 %
10x TBE 2 ml 1x TBE
ddH,O ad 20 ml
2 min im Wasserstrahlvakuum evakuieren
20 % APS 100 i
TEMED 8 ul

Die Gellésung wird vorsichtig erwarmt bis sich der Harnstoff vollstandig geldst hat und sodann 2 min
unter Wasserstrahlvakuum und vorsichtigem Schwenken entgast und somit von Sauerstoff, das als
stabiles Diradikal die Polymerisierung behindern und von Kohlendioxid, das neben Sauerstoff
wahrend der Polymerisierung kleine Luftbldschen zwischen den Glasplatten bilden kann, entfernt.

Die Gellésung wird direkt nach der Zugabe von APS und TEMED zwischen zwei Glasplatten, die
durch 0.4 mm Abstandhalter getrennt und abgedichtet sind, luftblasenfrei gegossen. Es wird ein
Taschenformer eingesetzt, und das Gel in horizontaler Lage polymerisieren lassen. Die Gelldsung
sollte nach 5 bis 15 min erstarren und ist dann nach 1 Stunde vollstandig auspolymerisiert.

Fir die Elektrophorese wird das Gel mit den beiden Glasplatten vom Taschenformer und dem
gegeniberliegenden Abstandhalter befreit, mit ddH,O von entflossener Gellésung gewaschen und in
die vertikale Elektrophoreseapparatur mit 1x TBE Elektrophoresepuffer eingesetzt. Fur eine
gleichmalige Verteilung der bei der Elektrophorese entstehenden Warme wird eine 2 mm
Aluminiumplatte an die hintere Glasplatte befestigt.

Die Nukleinsaureprobe wird in 8 bis 10 ul HE-Puffer geldst und 5 min bei 90 °C denaturiert und sofort
auf Eis abgekuhlt. Vor dem Auftragen der Probe wird die Geltasche mit Elektrophoresepuffer griindlich
gespult und so von aus der Gelmatix diffundiertem Harnstoff befreit. Flr einen gleichmaRigen Einlauf
der Proben wird die Stromstéarke zuerst bei 20 mA gehalten, wahrend die elektrophoretische Trennung
bei 25 W (20 x 20 cm x 0.4 mm) bzw. 50 W (20 x 40 cm x 0.4 mm) durchgefiihrt wird. Sobald BPB das
untere Ende des Polyacrylamidgels erreicht hat, wird die Elektrophorese beendet. Das Gel mit den
beiden Glasplatten wird aus der Apparatur enthommen und eine Glasplatte von dem Gel entfernt. Das

Gel wird mit Haushaltsfolie abgedeckt und ein Réntgenfilm fiir die Autoradiographie aufgelegt.

HE Probenpuffer 8 M Harnstoff

0.02 % Bromphenolblau (w/v)
0.02 % Xylencyanol (w/v)

3.1.3. Elution und Aufreinigung von Nukleinsauren aus Agarosegelen

Wird ein DNA-Gemisch praparativ Uber ein Agarosegel aufgereinigt, so kann nach erfolgter
elektrophoretischer Trennung das gewiinschte DNA-Fragment aus der Gelmatrix zurickgewonnen
werden. Die DNA wird Uber Ethidiumbromid unter UV-Licht sichtbar gemacht und mit einem sauberen
Skalpell ausgeschnitten. Die Aufreinigung erfolgte Gber den JETquick Gel Extraction Kit (Genomed,
Bad Oeynhausen) nach Herstellervorschrift. Die Gelmatrix wird unter Hochsalzbedingungen bei 50 °C
aufgeschmolzen und die DNA an eine Silica-Matrix gebunden. Nach einem Waschschritt wird die
gereinigte DNA mit 50 ul auf 70 °C erhitztes ddH,O eluiert. Die Ausbeute betragt 50 % und die
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Reinheit und Ausbeute ist stark von der 5 minttigen Inkubation der Silica-Matrix mit der Waschlésung

abhangig.

3.1.4. Elution und Aufreinigung von Nukleinsauren aus Polyacrylamidgelen
Bei der Handhabung von Ribonukleinsduren sowie bei der Markierung von Oligodeoxynukleotiden
kann es erforderlich sein, die Nukleinsduren praparativ Uber ein Polyacrylamidgel aufzureinigen. Das
Uber Autoradiographie identifizierte Nukleinsdure-Fragment wird mit einem sauberen Skalpell
ausgeschnitten, das Gelstick in einem 1.5 ml Reaktionsgefal} fir 15 min bei -80 °C eingefroren und
so die Gelmatrix durch die entstehenden Eiskristalle aufgebrochen. Das Gelstlick wird anschlieend
mit 200 pl Elutionspuffer 1 h bei RT geschwenkt. Die eluierten Nukleinsduren werden in einer
Phenol/Chloroform Extraktion gereinigt und nach Zugabe von 5 ug tRNA; bzw. 2 ug Glycogen mit 3
Vol Ethanol 1 h bei -80 °C gefallt.

Elutionspuffer: (Gross, 1982) 0.5M NH;OAc
0.1 mM Na,EDTA
2mM MgCl,
0.04 % SDS
3.1.5. Konzentrationsbestimmung von Nukleinsauren

3.1.5.1. Mittels UV-spektrometrischer Messung

Nukleinsduren weisen ein Absorptionsmaximum bei 260 nm auf und ermdglichen eine UV-
spektrometrische Konzentrationsbestimmung nach dem Lambert-Beerschen Gesetz aus einer
wassrigen Nukleinsdurelésung. Ungepaarte Basen weisen eine hohere Absorption als gepaarte
Basen auf, eine Absorption Az von 1 entspricht bei einer Kivettenlange von 1 cm daher einer
Konzentration von 50 pg/ml doppelstrangiger DNA, 40 pg/ml einzelstranger Nukleinsduren und 33
pg/ml an Oligodeoxynukleotiden. Proteine weisen ein Absorptionsmaximum bei 280 nm auf, das durch
die aromatischen Aminosauren hervorgerufen wird. Das Verhaltnis von A,y zu Aog ist daher ein guter
Indikator, die Reinheit einer Nukleinsdurepraparation abzuschatzen. Da die Absorption von
Nukleinsduren bei 260 nm sehr hoch ist, dndert sich das Verhaltnis A,g/Azso Vvon 2.0 einer reinen

Nukleinsdureldsung erst bei einer deutlichen Verunreinigung mit Proteinen.

3.1.5.2. Mittels des Fluoreszenzfarbstoffs Ethidiumbromid

Der Fluoreszenzfarbstoff Ethidiumbromid lagert sich zwischen die Basen von doppelstrangigen
Nukleinsduren ein. Wird ein Agarosegel mit Ethidiumbromid, das Nukleinsduren enthalt, unter UV-
Licht betrachtet, so ist die Intensitat der Fluoreszenz proportional zur DNA Menge. Die Konzentration
einer Nukleinsaureprobe kann so durch den Vergleich mit der Intensitat eines Standards abgeschatzt
werden.

Bei der “Tupfelmethode® wird 1 yl der Probe, sowie eine Reihe von 0 bis 100 ng eines DNA Standards
auf eine 1 % Agaroseplatte mit 0.5 pg/ml Ethidiumbromid aufgetragen. Nach 7% h ist die DNA mit dem
Ethidiumbromid vollstdndig eingefarbt, und die Agaroseplatte kann unter UV-Licht ausgewertet
werden. Die Nachweisbarkeitsgrenze liegt bei 1 — 5 ng DNA.

Insbesondere bei Plasmid DNA Praparationen kann die Anwesenheit von chromosomaler DNA und

von Ribonukleinsauren nicht grundsatzlich ausgeschlossen werden. Far eine
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Konzentrationsbestimmung von Plasmid DNA Praparationen sollte neben der Absorptionsmessung
Az ein analytisches Agarosegel durchgefiihrt werden. Uber das analytische Agarosegel kann so ein
zweiter unabhangiger Wert fir die Konzentration, die Bestatigung der Abwesenheit von
Ribonukleinsauren und chromosomaler DNA, sowie das Verhaltnis von denaturierter zu ,supercoiled®

Plasmid DNA erhalten werden.

3.1.6. Reinigung und Konzentrierung von Nukleinsauren

Wahrend der Handhabung von Nukleinsduren ist es bei nahezu jedem Arbeitsschritt nétig, die
Nukleinsaurelésung aufzureinigen, die Pufferzusammensetzung zu andern, und die Nukleinsduren zu
konzentrieren. Die Entfernung von Proteinen und weiteren Verunreinigungen findet standardmafig
Uber eine Phenolextraktion statt. Die Nukleinsduren werden anschlielend mit Ethanol aus einer
wassrigen Losung ausgefallt und somit von Salzen befreit und konzentriert.

Eine Nukleinsaurelésung kann ferner durch Zugabe einer cheletropen Salzlésung an eine Silicamatrix
gebunden werden, somit von Verunreinigungen aufgereinigt und in einem kleinen Volumen ddH,O

eluiert werden.

3.1.6.1. Phenolextraktion

Eine mit Proteinen und Kohlenhydraten verunreinigte Nukleinsaurelésung kann Uber eine
Phenolextraktion aufgereinigt werden. Zu der wassrigen Nukleinsdurelésung wird 1 Vol Phenol, das
zuvor gegen TE-Puffer equilibriert wurde, gegeben, 5 min auf dem Schiittler zur sehr feinen Emulsion
durchmischt, und die beiden Phasen werden durch Zentrifugation (Tischzentrifuge, RT, 12000 UpM, 5
min) aufgetrennt. Die wassrige Phase befindet sich oberhalb der Phenol- und der Interphase mit den
denaturierten Proteinen und wird mit einer Mikropipette in ein neues Reaktionsgefal® Gberfuhrt. Zur
Entfernung von geléstem Phenol wird mit 1 Vol Chloroform/Isoamylalkohol (24:1) zur feinen Emulsion
durchmischt und kurz zentrifugiert. Die untere Chloroformphase wird mit einer Mikropipette
abgezogen. Geringe Rickstande an Chloroform nehmen keinen Einfluss auf die anschlieRende

Ethanolfallung der Nukleinsduren aus der wassrigen Phase.

3.1.6.2. Ethanolfallung

Bei der Zugabe von Ethanol zu einer wassrigen Nukleinsdurelésung werden die negativ geladenen
Phosphatgruppen nicht mehr ausreichend solvatisiert und binden einwertige Kationen. Bei leicht
saurem pH werden zudem ein Teil der Phosphatgruppen protoniert. Durch den Verlust an repulsiven
Kraften — hervorgerufen durch die negativ geladenen Phosphatgruppen — konglomeriert die
Nukleinsdure und fallt aus. Die Ethanolfallung erfolgt sehr schnell flr eine hochmolekulare und in
hoher Konzentration vorliegende Nukleinsdurelésung. Geringe Mengen oder sehr kleine
Nukleinsduren erfordern sehr stringente Bedingungen flir eine vollstdndige Ethanolféllung. Unter
diesen Bedingungen ist es vorteilhaft bei der Ethanolfallung eine Fallhilfe Nukleinsdure, z.B. tRNAy,
zuzugeben, und so unter Standardbedingungen die geringen Mengen an der gewinschten
Nukleinsaure oder den Oligodeoxynukleotiden vollstandig zu fallen.

Zu einer wassrigen Nukleinsaurelésung werden 0.1 Vol 3 M NaOAc pH 4.6 oder wahlweise 0.1 Vol
2 M NaOAc pH 5.5 und 2.5 bis 3 Vol Ethanol gegeben, kurz durchmischt, und der Ansatz 30 bis
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60 min bei -60 °C fallen lassen. Die Nukleinsduren werden durch Zentrifugation (Biofuge, 4 °C,
17000 UpM, 20 min) sedimentiert, der Uberstand mit einer Mikropipette abgehoben. Soweit
erforderlich wird das Sediment mit 3 Vol 70 % Ethanol salzfrei gewaschen und erneut zentrifugiert
(Biofuge, 4 °C, 17000 UpM, 10 min). Der Uberstand wird mit einer Mikropipette abgehoben und der
restliche Ethanol aus dem offenen Reaktionsgefal verdampfen lassen. Alternativ kann das Sediment
fur 2 min im Rotationsverdampfer unter Vakuum getrocknet werden. Das Nukleinsdure-Sediment wird

in einem geeigneten Volumen ddH,O oder Gelladepuffer geldst.

3.1.6.3. Isopropanolfillung

Soll das Volumen bei der Fallung von Nukleinsduren das Volumen gering gehalten werden, kann eine
Isopropanolfallung durchgefihrt werden. Zu der wassrigen Nukleinsadurelésung werden 0.1 Vol 2 M
NaOAc pH 5.5 und 1 Vol Isopropanol gegeben, kurz durchmischt und 15 min auf Eis inkubiert. Die
Nukleinsauren werden durch Zentrifugation sedimentiert (Biofuge, 4 °C, 17000 UpM, 20 min), und der
Uberstand wird mit einer Mikropipette abgehoben. Das schwer fliichtige Isopropanol wird durch

Waschen mit 70 % Ethanol entfernt und wie unter 3.1.6.2 beschrieben aufgearbeitet.

3.1.6.4. Aufreinigung liber eine Silica-Matrix

Der JETquick PCR Purification Kit (Genomed, Bad Oeynhausen) kann neben der Aufreinigung von
PCR-Ansatzen prinzipiell fir die Aufreinigung von doppelstrangiger DNA im Bereich von 80 bp bis
10 kb aus wassrigen Losungen verwendet werden. Die Durchflihrung der Aufreinigung erfolgte nach
Hersteller-Angaben. Die DNA wurde mit 50 pl ddH,O eluiert.

3.1.7. Hydrolyse von DNA durch Restriktionsendonukleasen
Restriktionsendonukleasen des Typs |l spalten doppelstrangige DNA inmitten oder unmittelbar neben
einer spezifischen, palindromen Erkennungssequenz von 4 bis 8 Nukleotiden Lange. Wird in der Mitte
der palindromen Erkennungssequenz gespalten, entstehen glatte Enden, wird versetzt gespalten,
entstehen kurze Gberstehende Einzelstrangabschnitte, die als kohasive Enden bezeichnet werden.
Die zu hydrolysierende DNA wird in 1x Restriktionspuffer mit 2 bis 5 E der Restriktionsendonuklease
pro uyg DNA bei der angegebenen Temperatur fir 1 bis 4 h inkubiert. Das Gesamtvolumen sollte
mindestens das Zehnfache des Enzymvolumens betragen, da sonst das in der Enzymlésung
enthaltene Glycerin stérend wirkt. Wird die hydrolysierte DNA fir eine weitere Enzym-katalysierte
Reaktion verwendet, wird der Ansatz Uber eine Phenol-Extraktion (3.1.6.1) und eine Ethanolfallung

(3.1.6.2) aufgereinigt.

3.1.8. Amplifizierung von Deoxynukleinsauren mit der Polymerase-
Kettenreaktion

Die Polymerase-Kettenreaktion (PCR) wird fur die Vervielfaltigung von DNA-Abschnitten mit
basenspezifischen, flankierenden Oligodeoxynukleotiden verwendet. Die PCR kann in drei
Elementarschritte eingeteilt werden, die einen Zyklus bilden:

1. Denaturierung: Die Matrizen-DNA wird beim Erhitzen auf 92 bis 98 °C in Einzelstrange

aufgeschmolzen.
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2. Hybridisierung: Zwei Startsequenzen in Form von Oligodeoxynukleotiden binden basenspezifisch
an die Erkennungssequenz der jeweiligen komplementaren Einzelstrange.
3. Synthese: Die thermostabile DNA-Polymerase verlangert an den freien 3-Enden der
Oligodeoxynukleotide Matrizen-abhangig die Startsequenzen und bildet so
Tochterstrange.
Bei der Wiederholung dieses Zyklus dienen die soeben synthetisierten Tochterstrange ebenfalls als
DNA-Matrize, so dass unter Korrektur der Effektivitdit der DNA-Polymerase und der Limitierung der
Einzelkomponenten des PCR-Ansatzes Uber einen weiten Bereich der Zyklenwiederholungen eine
exponentielle Vervielfaltigung des durch die beiden Startsequenzen festgelegten DNA-Abschnitts
erreicht wird.
Die beiden Oligodeoxynukleotide werden so gewahlt, dass sie an die jeweiligen komplementaren
DNA-Stange der Matrize binden und in ihrer 5°—3’-Orientierung zueinander gerichtet sind. Die
Startsequenz sollte zum 3°-Ende mit mindestens 15 bis 25 Basen an die Matrize binden. Dieser
Bereich bestimmt die Hybridisierungstemperatur und hangt von der Basenzusammensetzung ab. Die
Hybridisierungstemperatur sollte bei 50 bis 60 °C und zudem 4 bis 8 °C unter der Schmelztemperatur
T liegen, die am einfachsten nach der Regel von Wallace abgeschatzt werden kann:
Tu = (A+T)2 °C + (G+C)*4 °C
Fir (A+T) wird die Anzahl der Adenin- und Thymin- und fiur (G+C) die Anzahl der Guanin- und
Cytosin-Basen fur die Berechung der Schmelztemperatur Ty verwendet. Die optimale Synthese-
Temperatur liegt fur die Taq und die Pfu DNA-Polymerase bei 72 °C. Die Synthesezeit richtet sich
nach der Lange des zu vervielfaltigenden DNA-Abschitts und sollte fur die Tag DNA-Polymerase 1
min pro 2 kb und fir die Pfu DNA-Polymerase 1 min pro 1 kb betragen.

Der PCR-Ansatz setzt sich standardmafig aus folgenden Komponenten zusammen:

Komponenten Menge Endkonzentration
ddH,O ad 50 i
10x PCR Puffer 5 ul 1x
10 mM dNTPs 1 ul 02 mM
10 uM Startsequenz A 1 ul 0.2 uM
10 uM Startsequenz A 1 ul 0.2 uM
Matrize 1 pl 0.05-1 ng/ul
PCR Polymerase 1 0.05-0.1 U/l
kurz durchmischen
Minaralél | 40 ul |

Die PCR Reaktion wird in einem Thermozykler nach folgendem Programm durchgefiihrt:

Prozess Temperatur Dauer
Denaturierung 90-98 °C 2—-10 min
Denaturierung 90 -98 °C 1 min
Hybridisierung 45-60°C 1 min 20 — 35 Zyklen
Synthese 68 —-72°C 0.5—2min/ kb
Aufflllen 72°C 10 min
Lagerung 4°C ©

Zur Kontrolle werden 2 bis 5 pyl des PCR-Ansatzes Uber ein DNA-Agarosegel aufgetrennt. Ist die PCR-
Reaktion erfolgreich und in hoher Spezifitdt verlaufen, wird der Ansatz Uber den JETquick PCR

Purification Spin Kit (Genomed, Bad Oeynhausen) aufgereinigt und so von den Einzelkomponenten
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des PCR-Ansatzes befreit. Die aufgereinigte DNA wird in 50 yl ddH,O eluiert. Sollten mehrere PCR-
Produkte gebildet worden sein, so ist es erforderlich, den PCR-Ansatz praparativ Uber ein DNA-
Agarosegel aufzureinigen. Das gewtinschte DNA-Fragment wird aus dem Gel ausgeschnitten und die

DNA Uber den JETquick Gel Extraction Spin Kit (Genomed, Bad Oeynhausen) zuriickgewonnen.

3.1.9. Sequenzanalyse von DNA

Im Rahmen dieser Arbeit findet die Sequenzanalyse von DNA nach der Sanger Methode statt. Das
Prinzip beruht auf dem Einbau von 2°,3’-Didesoxynukleotiden und dem damit verbundenen
Kettenabbruch der DNA Synthese. Bei der klassischen Durchfiihrung werden die DNA-Strange durch
Einbau von *P-markiert. Die Sequenzierreaktion findet in 4 getrennten Ansatzen unter Verwendung je
eines der Kettenabbruchnukleotiden statt. Bei der nicht radioaktiven Sangersequenzierung werden die

Kettenabbruch-DNA-Strange mit Fluoreszenzfarbstoffen markiert.

3.1.9.1. mit dem Sequenase 2.0 Sequencing Kit

Die DNA Sequenzierung mit dem Sequenase 2.0 Sequencing Kit (Amersham, Freiburg) erfolgt nach
Hersteller-Angaben. Fir die Sequenzierung werden 5'-[**P]-phosphorylierte Startsequenzen
verwendet, so dass keine weitere Markierung der Kettenabbruchstrange (ber den Einbau von

[0—32P]dATP erforderlich ist. Die Sequenzierreaktion gliedert sich in mehrere Schritte:

Denaturierung der Plasmid DNA
4 ug Plasmid DNA werden in 10 yl 200 mM NaOH bei 37 °C fur 10 min inkubiert, durch Zugabe von
2 pl Essigsaure, 40 pyl 200 mM NaOAc, pH 5.2 und 150 pl Ethanol prazipitiert. Das mit 70 % Ethanol

gewaschene Sediment wird in 7 pyl ddH,O gelést.

Hybridisierung der Startsequenz
Zu 7 pl denaturierter Plasmid DNA Lésung werden 2 pl 5x T7 “Sequencing reaction buffer” und 1 pl
(100.000 cpm) 5'—[32P]—phosphorylierte Startsequenz gegeben, flr 2 min auf 65 °C erhitzt und Uber

einen Zeitraum von 30 min auf RT abkuihlen lassen.

Sequenzierreaktion

In vier Ansatzen werden jeweils 2.5 pl der Terminationsmixe A, C, G, T bei 37 °C vorgelegt. Der
Hybridisierungsansatz wird mit 1 yl 100 mM DTT, 2 pl Markierldsung (1:5 Verdinnung) und 2 pl
Sequenase 2.0 (1:8 Verdiinnung) supplementiert und sofort zu Aligoten von 3.5 pl jeweils zu den vier
Terminationsmixen gegeben. Nach weiteren 5 min bei 37 °C wird die Sequenzierungsreaktion durch
Zugabe von 4 pl Stopplésung beendet. Nach Denaturierung der Proben bei 90 °C fir 5 min werden je

2 pl auf ein denaturierendes Polyacrylamidgel aufgetragen.

3.1.9.2. mit dem ABI Prism BigDye Kit

Die DNA-Sequenzierreaktion wurde mit dem "ABI Prism® BigDyeTM Terminator Cycle Sequencing
Ready Reaction Kit" in den Versionen 2.0, 3.0 und 1.1 durchgefuhrt und anhand des ABI PRISM®
Genetic Analyser 310 (Applied Biosystems, Darmstadt) ausgewertet. Bei dieser Methode handelt es
sich um eine abgewandelte Form der Sanger-Sequenzierung, bei der an den vier Dideoxynukleotiden,
die als Terminatoren der DNA Synthese dienen, jeweils ein unterschiedlicher Fluoreszenzfarbstoff
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kovalent gekoppelt ist. Die so erhaltene basenspezifische Farbcodierung der terminierten DNA-
Strdnge ermdglicht die Durchfihrung der Sequenzierreaktion in einem Reaktionsansatz. Mit der
Verwendung einer hitzestabilen, modifizierten Tag DNA Polymerase flr die Sequenzierungsreaktion
konnen die Einzelschritte der Denaturierung der Matrize, Hybridisierung der Startsequenz und
Synthese der Kettenabbruchstrdange in einem Ansatz unter mehrfacher Zyklenwiederholung

durchgefiihrt werden.

Komponenten Menge Endkonzentration
DNA-Matrize 200 — 500 ng 10 — 25 ng/yl
Sequenzier-Startsequenz 6.4 pmol 0.32 uM
Ready Reaction Mix 4 1] 20 %
Gesamtvolumen mit ddH,O 20 pl
Mineraldl 30 pl

Die Sequenzierungsreaktion wird in dem Perkin Elmer Cetus Thermozykler mit 25facher

Zyklenwiederholung durchgefuhrt

Prozess Temperatur Dauer
Denaturierung 96 °C 2 min
Denaturierung 96 °C 1 min
Hybridisierung 50 °C 1 min 25 Zyklen
Synthese 60 °C 4 min
Lagerung 4°C ©

Der Sequenzierungsansatz wird mit 30 yl ddH,O verdinnt und mit 5 ul einer 2 % SDS Ldsung fur
5 min bei 98 °C erhitzt. Nach Abkihlung auf Eis wird die DNA Uber eine Ethanolfallung aufgereinigt.
Nach Waschen mit 70 % Ethanol wird das Sediment in 12 yl TSR ("template supression reagent")
gel6st und in das Sequenzier-Gefaly Uberfuhrt. Der Sequenzier-Ansatz wird mit dem "ABI Prism 310
Genetic Analyser" in einer Hochspannungs-Kapillar-Elektrophorese aufgetrennt und die DNA-

Terminationsstrange Uber Laser-induzierte Fluoreszenz detektiert.

3.1.10. Deoxyoligonukleotid-gerichtete Mutagenese von DNA mittels PCR

Die Deoxyoligonukleotid-gerichtete Mutagenese ermdglicht die gezielte Anderung einer DNA-Sequenz
unter Austausch von Deoxynukleotiden, sowie die Durchfihrung von Deletionen und Insertionen. Das
gemeinsame Prinzip der verschiedenen Methoden ist die Hybridisierung eines synthetischen
Deoxyoligonukleotids, das die geplante Mutation tragt und das als Startsequenz fiir die Synthese der
mutagenisierten DNA dient. Wahrend in den 80er Jahren fir die Deoxyoligonukleotid-gerichtete
Mutagenese einzelstrangige DNA als Matrize erforderte, setzte sich mit dem Erfolg der Polymerase-
Kettenreaktion die PCR-basierende Deoxyoligonukleotid-gerichtete Mutagenese durch, fir die
Plasmid-DNA als Matrize dient.

Der Austausch von Deoxynukleotiden findet standardmaRig nach der QuikChange®-Prozedur
(Stratagene, Heidelberg) statt, wahrend Insertionen und Deletionen Uber inverse PCR nach der

ExSite®-Prozedur (Stratagene, Heidelberg) durchgefiihrt werden.
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3.1.10.1. nach der QuikChange Prozedur (Stratagene)

Ausgehend von methylierter Plasmid-DNA als Matrize wird in einer PCR-Reaktion mit zwei
Deoxyoligonukleotiden, die die geplante Mutation tragen und zueinander komplementar sind, Tochter-
Plasmid-DNA gebildet, die die geplante Mutation tragt und an den jeweiligen 5 "Hydroxylgruppen der
Deoxyoligonukleotiden einen Strangbruch aufweist. Nach erfolgter PCR-Reaktion wird eine
enzymatische Restriktionshydrolyse mit Dpnl durchgefiihrt, die mit der Erkennungsequenz GA™/TC
nur die von einem dam” E. coli Bakterienstamm isolierte und somit semi- und voll-methylierte Plasmid-
DNA, jedoch nicht die Uber eine PCR synthetisierte DNA statistisch alle 256 Basen hydrolysiert. Somit
ist Uber die Hydrolyse mit Dpnl eine Selektion von Mutante gegentber Wildtyp méglich.

Fir eine erfolgreiche Mutagenese ist die Konzeption der mutagenisierenden Deoxyoligonukleotiden
entscheidend, die eine Lange von mindestens 25 Basen und einen Schmelzpunkt oberhalb 78 °C

aufweisen sollten. Der Schmelzpunkt der mutagenisierten Startsequenz wird hierflr nach

Tm=81.5+0.41(%GC) —6%— (% Fehlpaarung)

berechnet, wobei fir N die Lange, fur (%GC) der GC-Gehalt als Prozentwert und fur (%Fehlpaarung)
der Anteil der mutagenisierten Deoxynukleotiden in Bezug zur Gesamtlange als Prozentwert des
Deoxyoligonukleotids angegeben wird.

Die Mutagenese findet in einem 50 pl Standardansatz statt mit folgendem Zyklenprogramm:

Prozess Temperatur Dauer
Denaturierung 96 °C 2 min
Denaturierung 96 °C 1 min
Hybridisierung 50 °C 1 min 12 - 25 Zyklen
Synthese 68 °C 1 -2 min/kb
Lagerung 4°C o

Die erfolgreiche Durchfiihrung der PCR wird durch die Auftrennung von 5 pl Reaktionsmischung in
einem 0.8 % Agarosegel uberpruft. Wenn unter UV-Licht ein DNA-Fragment auf der Hb6he von
denaturierter Plasmid-DNA zu erkennen ist, wird der PCR-Ansatz Gber den JETquick PCR Purification
Kit (Genomed, Bad Oeynhausen) aufgereinigt, wobei die DNA anschlieRend mit 50 pl auf 70 °C
erhitztes ddH,O eluiert wird. Das Eluat wird im Rotationsverdampfer unter Vakuum auf 10 pl eingeengt
und dann mit 5 E Dpnl in 1x Restriktionspuffer 3 — 4 h bei 37 °C inkubiert bevor 1 — 2 ul fur die

Transformation durch Elektroporation verwendet werden.

3.1.10.2. mittels inverser PCR

Die inverse PCR nltzt die Eigenschaft der Plasmid-DNA, zirkuldr vorzuliegen. Daher flhren
Startsequenzen, die nahe beieinander liegen, jedoch in ihrer 5°—3"-Orientierung auf den ersten Blick
voneinander weg weisen, zur Amplifizierung der gesamten Plasmid-DNA, die dann als lineares PCR-
Produkt vorliegt. Nach Phosphorylierung des PCR-Fragments mit der T4 Polynukleotidkinase wird der
Ansatz mit der T4 DNA Ligase zirkularisiert. Die so mittels PCR synthetisierte und enzymatisch
zirkularisierte  Plasmid-DNA  ist unmethyliert. Bei der anschlieBenden enzymatischen

Restriktionshydrolyse mit Dpnl wird daher nur die vom einem dam’ E. coli Bakterienstamm isolierte
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Matrizen Plasmid-DNA statistisch alle 256 Basen hydrolysiert und so eine Selektion der synthetisierten

DNA gegenuber der Matrize durchgefuhrt.

3.2. DNA Klonierung

Gene koénnen einfach gehandhabt werden, wenn die codierenden Abschnitte in Vektoren kloniert
werden. Je nach Verwendungszweck kann der Vektor von den viralen A-Bakteriophagen oder von den
bakteriellen Plasmiden abstammen. Im Rahmen dieser Arbeit wurde eine cDNA Genbank aus
Arabidopsis thaliana im Bakteriophagen A-Zapll amplifiziert und sdmtliche Klonierungen in Vektoren

durchgefihrt, die aus Plasmid DNA hergestellt wurden.

3.21. Praparation von Vektoren aus Plasmid DNA

Plasmid DNA liegt in E. coli als zirkulare, doppelstrangige, extrachromosomale DNA vor. Verflugt die
Plasmid DNA Uber das modifizierte pMB1 Replikon, so weist diese in einer E. coli Zelle eine
Kopienzahl von 400 — 600 auf und wird als high copy Plasmid bezeichnet. Alle verwendeten Plasmide
verfigen Uber ein Gen fir die B-Lactamase und verleihen so Bakterien, die Plasmid DNA
aufgenommen haben, ein Uberleben in Ampicillin-haltigen Medien.

Im Rahmen dieser Arbeit wird als PCR-Klonierungsvektor das linearisierte pUC19 Plasmid und fir die
Proteiniberexpression pIVEX Vektoren der Firma Roche Diagnostics (Mannheim) verwendet. Die
DNA Fragmente werden vor der Klonierung mittels PCR amplifiziert, sei es um Uber genligend DNA
fur den ungerichteten Einbau in Vektoren mit glatten Enden zu verfligen, oder mit den bei der PCR
verwendeten Startsequenzen Restriktionsschnittstellen einzufiigen, die einen gerichteten Einbau in

Vektoren mit koh&sive Enden ermdglicht.

3.2.1.1. Direkter Einbau von PCR Fragmenten mit glatten Enden

10 pg pUC19 Plasmid DNA werden in 50 pyl 1x SURE Puffer A mit 30 E Smal UN bei RT inkubiert. Der
Ansatz wird mit dem JETquick PCR Purification Kit (Genomed, Bad Oeynhausen) aufgereinigt. Fiur die
Dephosphorylierung der Smal hydrolysierten pUC19 DNA wird das Eluat in 50 pl 1x CIP Puffer mit 3 E
alkalischer Phosphatase aus Kalberdarm (calf intestine phosphatase CIP) bei 37 °C fir 45 min und
56 °C fur 30 min inkubiert. Die DNA wird in einer Ethanolfallung konzentriert und praparativ tUber ein
0.8 % Agarosegel aufgereinigt. Die Rickgewinnung der Smal hydrolysierten, dephosphorylierten
pUC19 DNA aus dem ausgeschnittenen Agarosegelstiick erfolgt iber den JETquick Gel Extraction Kit
(Genomed, Bad Oeynhausen).

PCR Produkte liegen in der unphosphorylierten Form vor und missen zuerst an den 5° Enden mit der
T4 Polynukleotidkinase phosphoryliert werden bevor sie in den Smal-geschnittenen und
dephosphorylierten pUC19 Vektor ligiert werden kénnen. Der PCR Reaktionsansatz wird Uber den
JETquick PCR Purification Kit (Genomed, Bad Oeynhausen) aufgereinigt und das Eluat in 50 pl 1x
PNK Puffer mit 1 mM ATP und 5 E T4 Polynukleotidkinase (ohne 3" Phosphataseaktivitat) bei 37 °C
fur 1 h inkubiert. Der Ansatz wird in einer Ethanolfallung konzentriert und praparativ Uber ein
Agarosegel aufgereinigt, aus dem das gewlinschte DNA Fragment ausgeschnitten und mit dem

JETquick Gel Extraction Kit zurlickgewonnen wird.
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3.21.2. Gerichteter Einbau von DNA Fragmenten

10 ug Plasmid DNA sowie der aufgereinigte PCR Ansatz werden jeweils in getrennten Ansatzen
zuerst mit der ersten Restriktionsendonuklease vollstandig hydrolysiert und nach Aufreinigung mit
dem JETquick PCR Purification Kit (Genomed, Bad Oeynhausen) mit der zweiten
Restriktionsendonuklease vollstandig hydrolysiert. Die beiden Ansatze werden jeweils mit einer

Ethanolfallung konzentriert und praparativ Uber ein Agarosegel aufgereinigt.

3.2.2. Ligation von DNA Fragmenten

Fir einen Ligationsansatz mit einem Gesamtvolumen von 10 pl 1x Ligationspuffer werden 50 ng
Vektor DNA mit der Fragment DNA im 3fachen molaren Uberschuss versehen. Nach Zugabe von
0.5 E T4 DNA Ligase wird bei 16 °C UN inkubiert.

3.2.3. Transformation von Ligationsansatzen

Die Aufnahme von Plasmid DNA durch Bakterien wird im molekularbiologischen Sprachgebrauch als
Transformation bezeichnet und findet normalerweise nicht spontan statt. Im Rahmen dieser Arbeit
wird die physikalische Transformation mit Hilfe der Elektroporation verwendet. In einer Mischung aus
einer E. coli Bakteriensuspension mit dem Ligationsansatz wird durch ein starkes elektrisches Feld die
negativ geladene Plasmid DNA stark beschleunigt und trifft auf bakterielle Zellwédnde. Durch das
Bombardment mit der Plasmid DNA wird so die Barriere der bakteriellen Zellwand uberwunden. Das
dabei angelegte elektrische Feld ist dabei so hoch, dass nur etwa die Halfte der Bakterien, die

Plasmid DNA aufgenommen haben Uberleben.

3.2.3.1. Herstellung elektrokompetenter Bakterien

11 LB Medium werden mit 10 ml einer frischen UN Kultur eines E. coli Stamms angeimpft und bei
37 °C und 150 UpM geschwenkt bis die Zelldichte eine Absorption Agy von 0.5 — 0.7 erreicht hat.
Nach 20 mindtiger Abkihlung auf Eis werden die Bakterien bei 8000 g fur 15 min sedimentiert
(Beckman JA14, 7200 UpM) und das Zellsediment zuerst mit 11 eiskalter 10 % Glycerinldsung
resuspensiert und erneut bei 8000 g fir 15 min sedimentiert. Analog werden die Waschschritte mit
500 und 50 ml 10 % Glycerin durchgefiihrt. Das Sediment wird letztlich ad einem Volumen von 3 ml

mit 10 % Glycerin resuspensiert, zu Aliquoten von 45 pl aufgeteilt und bei -80 °C gelagert.

3.2.3.2. Transformation elektrokompetenter Bakterien

Das Aliquot elektrokompetenter Bakterien Zellen wird auf Eis aufgetaut und mit 1 — 2l
Ligationsansatz versetzt. Die Mischung wird in eine auf Eis vorgekihlte Elektroporationskivette
Uberfuhrt. Die Elektroporation erfolgt im Micro-Pulser (BioRad, Minchen) mit dem Programm "Eco2".
Der bei der Spannung von 2.5 kV durchgeflihrte Puls sollte hierbei ca. 5 ms betragen. Nach erfolgter
Elektroporation nimmt man den Ansatz sofort in 1 ml LB-Medium auf, schittelt bei 37 °C fir 60 min,

bevor auf selektivem Medium ausplattiert wird.
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3.2.4. Selektion von nicht-rekombinanter Plasmid DNA

3.2.4.1. durch a-Komplementierung

Die multiple Klonierungsstelle des Plasmids pUC19 liegt innerhalb des Leserasters des lac Z" Gens,
das fur den aminoterminalen Bereich der B-Galactosidase codiert. Mit nur sehr wenigen Ausnahmen
wird durch den Einbau eines DNA-Fragments in die multiple Klonierungsstelle die Expression des
funktionellen aminoterminalen Fragments der p-Galactosidase zerstort. In den verwendeten E. coli
Stdmmen JM109 und XL1-Blue MRF wird nach Induktion mit IPTG eine inaktive Form der B-
Galactosidase exprimiert, die nur Uber die Komplementierung des funktionellen a-Fragments
enzymatisch aktiv ist. Bei der Farbreaktion wird der Galactosebaustein in X-gal hydrolysiert und so ein
Indolderivat freigestetzt, das zur Aufbildung einer tiefblauen Farbe befahigt ist.

Wird ein Transformationsansatz auf eine LB-Agar Platte mit Amp, IPTG und X-gal ausplattiert, sollten
nach Inkubation bei 37 °C UN weilRe und blaue Kolonien sichtbar sein, wobei es sich bei den weilken

Kolonien um Bakterien mit nicht-rekombinanter Plasmid DNA handelt.

3.2.4.2. durch Restriktionsspaltung

Wird ein PCR-Fragment in den Smal-hydrolysierten pUC19 Vektor ligiert, so wird die
Erkennungssequenz fur die Restriktionsendonuklease Smal zerstort. Nach erfolgter Ligationsreaktion
wird zuerst die T4 DNA Ligase durch Inkubation bei 60 °C fir 10 min inaktiviert. Die gebildete
rekombinante Plasmid DNA wird sodann mit 5 E Smal bei RT fiir 1 h hydrolysiert.

Wird ein DNA-Fragment durch den gerichteten Einbau in einen Vektor ligiert, so liegen meist zwischen
den beiden verwendeten noch weitere Restriktionsschnittstellen, die bei dem Klon mit der nicht-
rekombinanten Plasmid DNA fehlen. Durch Inkubation mit einer dieser weiteren
Restriktionsendonkleasen wird somit nur die rekombinante Plasmid DNA hydrolysiert.

Wird ein neues Plasmid einzig iber die PCR synthetisierte DNA aufgebaut, so liegt dieses Plasmid
unmethyliert vor. Die von dam” E. coli Bakterien gewonnene Plasmid DNA ist jedoch methyliert und
wird so selektiv von der Restriktionsendonuklease Dpnl, die die Sequenz G"ATC erkennt, statistisch

alle 256 Basen hydrolyiert.

3.2.5. Aufreinigung von Plasmid DNA aus E. coli

Fir eine weitere Handhabung muss die Plasmid DNA aus den E. coli Bakterien gewonnen werden.
Dafur wird LB-Medium mit 100 ug/ml Ampicillin mit einer Bakterienkolonie angeimpft und bei 37 °C UGN
in die stationare Phase wachsen lassen. Bei high copy Plasmiden lassen sich pro ml LB GN Kultur
3 bis 10 ug Plasmid DNA isolieren. Die Bakterien werden in einer alkalischen Lyse aufgeschlossen.
Nach der Neutralisation prazipieren bakterielle Zelltimmer, chromosomale DNA und Kalium-SDS-
Proteinkomplexe und werden durch Zentrifugation abgetrennt. Der Uberstand enthalt die Plasmid
DNA und wird chromatographisch aufgereinigt. Die Plasmid DNA kann zum einen unter cheletropen
Salzbedingungen an eine Silica Matrix gebunden und nach erfolgten Waschschritten mit ddH,O in
aufgereinigter Form eluiert werden. Zum anderen kann die Aufreinigung der Plasmid DNA uber

lonenaustausch-Chromatographie mit DEAE gekoppelt an einen Silicatrager durchgefiihrt werden. Die
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Bindung an die Saule erfolgt unter moderaten Salzbedingungen und nach einem Waschschritt mit 1 M
NaCl erfolgt die Elution mit 1.25 M NacCl.

3.2,5.1. im analytischen MaRstab

4 ml LB UN Bakterienkultur werden mittels des "JET Quick Plasmid Miniprep Spin Kit"'s (Genomed,
Bad Oeynhausen) nach Herstellerangaben verarbeitet. Die Plasmid DNA wird mit 75 pl auf 70 °C
erhitztes ddH,O eluiert. Von den zurtickgewonnenen 65 pl an Plasmid DNA Ldsung werden 5 pl fur
eine UV-spektroskopische Konzentrationsbestimmung, bzw. fiir eine analytische Restriktionshydrolyse

verwendet.

3.2.5.2. im praparativen MaRstab

Grolere Mengen an Plasmid DNA, die dariber hinaus eine hdhere Reinheit und Qualitat fir weitere
Applikationen aufweisen, kénnen Uber den Qiagen Plasmid Midi Kit (Qiagen, Hilden) gewonnen
werden. Die Durchfihrung der Aufreinigung erfolgte nach Herstellerangaben, lediglich das Volumen
fur den Resupendierungs-, Lyse- und Neutralisationspuffers wurde von 4 auf 8 ml erhéht. Von 25 ml
LB UN Bakterienkultur kbnnen 50 bis 150 pug Plasmid DNA gewonnen werden, die man 100 pl ddH,O

16st.

3.2.6. Amplifikation und Aufreinigung von ADNA aus Bakteriophagen

Das Genom des Bakteriophagen A besteht aus linearer, doppelstrangiger DNA von ca. 50 kb Lange.
Aufgrund der einfachen Packung von ADNA mit den Hullproteinen und der effizienten Infektion und
Vermehrung im E. coli Wirt werden vom A-Phagen abgeleitete Vektoren haufig fur die Erstellung von
DNA Genbanken verwendet. Im Rahmen dieser Arbeit wird eine von J.R. Ecker erstellte cDNA
Genbank aus Arabidopsis thaliana im Bakteriophagen AZap Il verwendet (Gubler et al., 1983), deren
cDNA Insertgrole zuvor auf 3 — 6 kb selektioniert worden ist. Die Konzentration einer
Phagensuspension wird in den "Plaque bildenden Einheiten" auf einem Bakterienrasen von E. coli
angegeben und kann in einer Titerbestimmung ermittelt werden.

Fir AZap Il wird als Wirt E. coli XL-1 Blue MRF" verwendet. 20 ml LB Medium mit 0.2 % Maltose
werden mit E. coli XL1-Blue MRF" angeimpft und GN bei 37 °C geschuttelt. Die Bakterien werden in
einer Zentrifugation bei 500 g fir 10 min sedimentiert, in 10 ml 10 mM MgSO, resuspendiert und bei
4 °C fir maximal 1 — 2 Wochen gelagert.

Die Amplifizierung der cDNA Genbank erfolgt Uiber Plattenlysate. 300 ul Bakteriensuspension werden
mit 100.000 PBE bei 37 °C fiur 15 min inkubiert, zu 6 ml auf 46 °C vorgewarmte Top-Agarose
durchmischt und auf eine auf 37 °C vorgewarmte 14.5 cm LB-Agar Platte ausplattiert. Nach Inkubation
bei 37 °C fur 7 — 9 h sollte die konfluente Lyse erreicht werden. Man lasst die LB-Agar Platte auf 4 °C
abkuhlen, tberschichtet mit 15 ml SM-Medium und schiittelt vorsichtig bei 4 °C (iN. Die Mischung aus
SM-Medium, Top-Agarose und Phagen-Partikeln wird mit einem Drigalski-Spatel in einen
Zentrifugenbehalter Gberfihrt und bei 10.000 g fir 15 min zentrifugiert. Der Uberstand enthalt die
Phagenpartikel und kann bei 4 °C fir mind. 3 Monate gelagert werden. Fir langere Zeitrdume wird

DMSO zur Endkonzentration von 7 % zugegeben und bei -70 °C gelagert.
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Die Aufreinigung der ADNA aus der Phagensuspension erfolgt nach dem ADNA Aufreinigungsprotokoll
der Firma Qiagen (Hilden) mit Tip20 Anionenaustauschersaulen. 10 ml Phagensuspension werden mit
30 pl Puffer L1 bei 37 °C fir 30 min inkubiert und so Uber die RNase A und DNase | Hydrolyse von
Ribonukleinsduren und chromosomaler DNA befreit. Mit der Zugabe von 2 ml Puffer L2 wird auf Eis
60 min inkubiert, so dass die Phagenpartikel mit Polyethylenglykol ausgefallt, durch Zentrifugation bei
10.000 g fir 10 min sedimentiert und in 1 ml Puffer L3 resuspendiert werden. Die SDS Lyse wird
durch Zugabe von 1 ml Puffer L4 initiert und durch Inkubation bei 70 ° C fur 10 min vervollstandigt.
Das Lysat wird mit 1 ml Puffer L5 neutralisiert und die ausgefallenen Kalium-SDS-Proteinaggregate
durch Zentrifugation bei 15.000 g fir 30 min entfernt. Die Tip20 Saulen werden mit 1 ml Puffer QBT
aquilibriert, mit dem klaren Phagenlysat beladen, zweimal mit 2 ml Puffer QC gewaschen und mit
1.5 ml Puffer QF eluiert. Die aufgereinigte Phagen DNA im Elutionspuffer QF wird durch Zugabe von
1 ml Isopropanol prazipitiert, mit 70 % Ethanol gewaschen und in 50 pyl ddH,O geldst.

Suspensions Medium (SM):
50 mM  Tris-Cl, pH 7.5
100 mM NaCl
8 mM MgSO,
0.01 % Gelantine

Puffer L1:
100 mM  Tris-Cl, pH 7.5
300 mM NaCl
10 mM Na,EDTA
0.2 mg/ml BSA
20 mg/ml RNase A
6 mg/ml DNase |

Puffer L2:
30 % Polyethylenglykol PEG 6000
3 M NaCl
Puffer L3:

100 mM  Tris-Cl, pH 7.5
100 mM NacCl
25 mM Na,EDTA

Puffer L4:
4 % SDS
Puffer L5:
3 M KOAc, pH 5.5

Puffer QBT, QC und QF:
werden von dem Qiagen Plasmid Midi Kit verwendet

3.3. In vitro Transkription von tRNAs

Fir die Untersuchung der tRNA Spleilireaktion werden intronhaltige pre-tRNAs mit prozessierten
5" und 3" Enden bendtigt. Die Synthese kann zum einen Uber in vitro Kernextrakte aus HelLa bzw.
Nicotiana tabacum BY-2 Zellen erfolgen. Hier transkribiert die eukaryontische RNA Polymerase llI
Vorlaufer transfer Ribonukleinsduren (tRNA), die von der RNase P, der tRNase Z und der
Nukleotidyltransferase an den 5" und 3" Flanken prozessiert werden. Zum anderen kdnnen grof3e
Mengen an intronhaltiger pre-tRNA enzymatisch mit der T7 RNA Polymerase transkribiert werden. Die

mittels des T7 Enzyms transkribierte tRNA unterscheidet sich mit dem Triphosphat am 5" Ende und
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der Abwesenheit von einer Vielzahl von Basenmodifizierungen von der im eukaryontischen
Kernextrakt synthetisierten tRNA.

3.3.1. Transkription von pflanzlichen transfer Ribonukleinsauren im HelLa
Kernextrakt

Die genomischen Abschnitte von einer Vielzahl von intronhaltigen tRNA Genen aus niederen und
héheren Pflanzen sind mittlerweile kloniert worden, und die jeweilig entsprechende Plasmid DNA kann
direkt fur die in vitro Transkription im HelLa Kernextrakt eingesetzt werden. Der in dieser Arbeit
verwendete HelLa Kernextrakt H4 wurde gemaR der Vorschrift von Dignam et al. (1983) hergestellt,

gegen Puffer D dialysiert und zu Aliquoten von 50 pl in flissigen Stickstoff gelagert (Junker, 1999).

Puffer D:
20 mM HEPES, pH 7.9
20 % Glycerin

100 mM KClI

0.2 mM Na,EDTA
0.5 mM PMSF
0.5 mM DTT

Die fur eine erfolgreiche in vitro Transkription erforderlichen Komponenten werden in einer 5x fach
konzentrierten Nukleotid-Salz-Lésung zugegeben. Ein analytischer Transkriptionsansatz wird in einem
Endvolumen von 10 ul mit 300 ng Plasmid DNA und 5 pl HeLa Kernextrakt durchgefihrt. Praparative
Transkriptionsansatze kdnnen auf ein Endvolumen von 50 pl hochskaliert werden. Die Nukleotid-Salz-

Lésung setzt sich aus folgenden Komponenten zusammen:

Komponenten Stamm Volumen | Konz. im 5x Mix Endkonzentration

ATP, CTP, UTP 30 mM 2 3 mM 0.6 mM
GTP 1.35 mM 2 135 uM 27 uM
[a*P]GTP 25 uM 2yl 25 uM 04 uM
Creatinphosphat 0.5 M 2 pl 50 mM 10 mM
KCI 1.25 M 2 125 mM 75 mM
MgCl, 250 mM 04-2yul |5-25 mM 1-5 mM
ddH,O ad 20 pl

Nach Inkubation bei 30 °C fur 90 min wird die Transkription durch Zugabe von 4 Vol Stopp-Puffer
beendet. Die Nukleinsduren werden in einer Phenol/Chloroform Extraktion gereinigt, prazipitiert, in
HE-Probenpuffer aufgenommen und Uber ein denaturierendes Polyacrylamid-Gel aufgetrennt. Die
radioaktiv markierten Transkripte werden tber Autoradiographie visualisiert.

Stopp Puffer:
200 mM NaOAc, pH 5.5
40 ng/pl tRNAy

HE-Probenpuffer:
8 M Harnstoff
1 mM Na,EDTA
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3.3.2. Transkription von pflanzlichen transfer Ribonukleinsauren mit der T7
RNA Polymerase

Die Transkription mit dem Bakteriophagen Enzym der T7 RNA Polymerase ermdglicht die effiziente in
vitro Transkription von Ribonukleinsduren, deren Gene unter der Kontrolle des T7-Promotors mit der
Basensequenz T"TAATACGACTCACTATA™ stehen. Fir die Initiation der Transkription ist vor allem
das erste transkribierte Nukleotid entscheidend, wobei die Effizienz mit G > A > C >>U abnimmt. Die
definierte Termination der Transkription wird Uber die Restriktionshydrolyse der Matrizen DNA am
3" Ende gewabhrleistet. Fur tRNA Gene wird daher direkt nach der Diskriminatorbase die
Erkennungssequenz CCAlGG fiir die Restriktionsendonuklease BstNI kloniert (Reyes und Abelson,
1987).

Die T7 Transkription wurde zum einen nach der Originalvorschrift von Milligan und Uhlenbeck (1989)
durchgefiihrt, wobei die T7 RNA Polymerase nach Zawadzki und Gross (1991) Uberexprimiert und

aufgereinigt iGbernommen wurde.

Komponenten Stamm Volumen Endkonzentration
ATP, CTP, UTP 10 mM 2 1 mM
GTP 2 mM 2 200 uM
[a*°P]GTP 25 uM 8 ul 10 uM
Tris-Cl pH 8.0 400 mM 2 40 mM
MgCl, 60 mM 2 6 mM
Spermidin 10 mM 2yl 1 mM
DTT 50 mM 2 5 mM
Plasmid DNA, BstNI hydr. 1 pg/iul 1l 50 ng/pl
T7 RNA Polymerase 1 pg/ul | 0.5 i 25 nglul
ddH,0 ad 20 pl

Fir einen mdglichst hohen Umsatz bei der T7 Transkription sind mehrere Aspekte zu beachten. Das
von Milligan und Uhlenbeck (1989) ermittelte Mgz+-0ptimum von 6 mM liegt nur bei niedriger
Nukleotidkonzentrationen vor, zudem werden im Verlauf der Transkription freie Mg2+ lonen dem
Reaktionsansatzes entzogen, da sich unldsliche Magnesiomphosphate bilden. Daher wird
standardmaRig die T7 Transkription bei 12 — 48 mM MgCl, durchgefiihrt. Das gebildete Pyrophosphat
hemmt zudem die T7 Transkription, kann jedoch durch Zugabe der Hefe Pyrophosphatase zu
Phosphat abgebaut werden. Zudem konnen selbst bei sehr sauberen Arbeiten nicht grundsatzlich
Spuren von RNasen ausgeschlossen werden, so dass prinizpiell ein RNase Inhibitor den
Transkriptionsansatzen zugegeben wird. Unter Berlcksichtigung dieser Aspekte kann die Ausbeute
ca. um den Faktor 2 bis 10 erhdht werden. Im Rahmen dieser Arbeit wurde daher die T7 Transkription

vorwiegend mit dem RiboMax T7 Transkriptions Kit (Promega, Mannheim) durchgefihrt.
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Komponenten Stamm Volumen Endkonzentration
ATP, CTP, UTP-Mix 10 mM 2 ul 1 mM
GTP 2 mM 2 ul 200 UM
[a*’P]GTP 25 uM 8 ul 10 UM
5x Tk Puffer: 4 ul

HEPES KOH pH 8.0 400 mM 40 mM
MgCl, 120 mM 24 mM
Spermidin 10 mM 2 mM
DTT 200 mM 40 mM
Plasmid DNA, BstNI hydr. 1 pg/ul 1 ul 50 ng/ul
Enzym Mix: 2 ul

T7 RNA Polymerase

Hefe Pyrophosphatase

RNasin Inhibitor

ddH,0 ad 20 pl

Der T7 Transkriptionsansatz wird bei 37 °C flr 60 bis 180 min inkubiert, prazipitiert und Uber ein
denaturierendes Polyacrylamidgel aufgetrennt. Das Uber Autoradiographie sichtbar gemachte
Transkript wird mit einem sauberen Skalpell ausgeschnitten und Uber Diffusionselution
zurlickgewonnen. Die Ausbeute an aufgereinigter pre tRNA belauft sich auf ca. 2 * 10° bis 4 * 10’ cpm
(2 bis 40 pmol, 50 ng bis 1 pg). Das RNA Sediment wird in ddH,O ad 40 000 cpm/pl geldst, bei -20 °C
gelagert und kann ca. 3 Wochen fir in vitro tRNA Prozessierungsreaktionen verwendet werden.

3.4. In vitro Prozessierung von pre-tRNAs

An der Reifung einer intronhaltigen Vorldufer tRNA mit 5” und 3" Flanke sind mehrere enzymatische
Aktivitaten beteiligt. Die RNase P schneidet endonukleolytisch die 5” “Leader” Sequenz, wahrend der
3" “Trailer” vorwiegend endonukleolytisch Uber die tRNase Z prozessiert wird. Die Exzision des Introns
erfolgt uber die tRNA Spleilendonuklease und die Ligation der entstandenden tRNA Halften findet
durch die tRNA Ligase statt. Alle enzymatischen Aktivitdten konnten in Extrakten aus Weizenkeimen,
im Nicotiana tabaccum Kernextrakt und im HelLa Kernextrakt nachgewiesen werden. Die Analyse der
jeweiligen Einzelschritte erfordert ein passendes Substrat. Die Analyse der Intron-Exzision geht
glnstigerweise von intronhaltigen pre-tRNAs mit prozessierten 5° und 3" Enden aus. Fir die
Untersuchung der Ligationsreaktion sollten die tRNA Halften und das lineares Intron jeweils mit einem

2°,3"-Cyclophosphat und einer 5’-Hydroxylgruppe im geniigenden Uberschuss vorliegen.

3.4.1. tRNA SpleiBendonuklease-Nachweis

Die analytische Spleifreaktion wird standardmafig in einem Endvolumen von 20 pl durchgefuhrt. Die
erforderlichen Komponenten werden in einem 2fach konzentrierten Spleipuffer vorgelegt und mit
1*10* bis 4 * 10* cpm (10 — 40 fmol) Transkript und 1 — 6 pl Extrakt bzw. Proteinfraktion ad 20 pl mit
ddH,O supplementiert. Nach Inkubation bei 37 °C fir 30 — 60 min wird die Reaktion durch Zugabe von
40 pl Stopp Puffer beendet, der Ansatz phenolisiert, prazipitiert und gelektrophoretisch tber ein

12.5 % denaturierendes Polyacrylamidgel analyisert.
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2x Spleilpuffer Stamm Volumen | 2x Konzentration 1x Konzentration
Tris-Cl, pH 7.5 500 mM 400 ul 20 mM 10 mM
KOAc 2.5 M 800 ul 200 mM 100 mM
Mg(OAc), 150 mM 800 ul 12 mM 6 mM
Spermin 30 mM 100 0.3 mM 0.15 mM
DTT 500 mM 20 ul 1 mM 0.5 mM
ATP 100 mM 200 i 2 mM 1 mM
GTP 100 mM 100 ul 1 mM 0.5 mM
Triton X-100 10 % | 1000 i 1 % 0.5 %
ddH,O ad 10 ml

Der tRNA SpleiRendonuklease-Nachweis findet mit einer pflanzlichen intronhaltigen pre-tRNA statt.
Die optionale Ligation der entstehenden Halften kann unterbunden werden, wenn ein Splei3puffer
ohne ATP und GTP verwendet wird. Bei der 1x Endkonzentration werden die Salzkomponenten des
Extrakts bzw. der Proteinfraktion nicht bericksichtigt. Vor allem Sulfat- und Phosphationen hemmen

die am tRNA Spleif3en beteiligten Enzyme.

3.4.2. tRNA Ligase-Nachweis

Der tRNA Ligase-Nachweis kann Uber tRNA Halften erfolgen, die in sifo durch die endogen
vorhandene tRNA SpleiRendonuklease gebildet worden sind. Fir Ligase-angereicherte
Proteinfraktionen ist jedoch nicht mehr gentigend tRNA SpleiRendonuklease vorhanden.

GrolRe Mengen an tRNA Halften lassen sich Uber die Hydrolyse der chimaren Archeuka pre-tRNA mit
der rekombinanten tRNA Endonuklease aus Methanocaldococcus jannaschii bilden. Das aufgereinigte
T7 Transkript (10 — 40 *10° cpm, 10 — 40 pmol) wird in einem Gesamtvolumen von 20 pl mit 10 mM
Tris-Cl, pH 7.6, 100 mM KCI, 10 mM MgCl,, 1 mM DTT, 40 yM Spermin und 2 pg rekombinanten
Enzym bei 65 °C fir 10 min inkubiert. Nach einer Phenolextraktion werden die gebildeten RNA
Produkte prazipitiert und das Sediment in ddH,O ad 40.000 cpm/pul (40 fmol/ul) gelést und kdnnen fir
den tRNA Ligase-Nachweis verwendet werden.

Die analytische Nachweisreaktion findet in 20 pl 1x SpleiRpuffer mit 40 fmol tRNA Halften und 1 — 6 pl
Extrakt bzw. Proteinfraktion statt. Nach Inkubation bei 37 °C fir 10 — 30 min werden die gebildeten
RNA Produkte phenolisiert, prazipitiert und Uber ein 13 % denaturierendes Polyacrylamidgel
aufgetrennt.

3.4.3. Adenylyltransferase-Nachweis

Die RNA Ligasen von Hefen, Pflanzen und Bakteriophagen sind zur kovalenten Bindung von AMP an
die Aminogruppe des Lysins aus dem Nukleotidyltransferase Motiv 1 "KxxG" befahigt und liegen
normalerweise in der adenylierten Form vor. Nach der Ubertragung von AMP auf den 5’-Phosphat
Terminus von RNA gehen die RNA Ligasen bei Anwesenheit von ATP eine Adenylierungsreaktion ein.
Bei der Inkubation einer Enzymfraktion mit RNA Substrat und [a—32P]ATP wird somit das RNA Ligase
Protein mit [**PJAMP markiert.

Bei dem Adenylyltransferase-Nachweis werden 10 pl Proteinfraktion mit 40 fmol Archeuka tRNA
Halften und 1 pmol [0(-32P]ATP bei 37 °C flr 10 min inkubiert, bevor die Reaktion mit 1 Vol 2x SDS
Ladepuffer gestoppt wird. Nach Auftrennung und Silberfarbung der Proteine in einem SDS Proteingel

wird das getrocknete Gel Uber Autoradiographie ausgewertet.
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3.5. Analyse von pre-tRNAs

Neben der gelelektrophoretischen Analyse von RNA nach dem Molekulargewicht existieren eine
Reihe weiterer Analysemethoden, die eine gezielte Charakterisierung von Ribonukleinsauren
ermdglichen. Im Rahmen dieser Arbeit wird die Primer Extension Analyse und die spezifische
Hydrolye  von RNA  mittels Ribonukleasen  fir  eine  gelektrophoretische und

diinnschichtchromatographische Analyse der gebildeten Produkte verwendet.

3.5.1. Primer Extension Analyse

Die Primer Extension Analyse dient der Bestimmung des 5" Endes von Ribonukleinsduren. Eine 5°-
[**P]-markierte DNA-Startsequenz wird an die RNA Matrize hybridisieren lassen und dient einer
reversen Transkriptase als Initiationpunkt fir die Synthese eines DNA-Strangs, die an dem 5°-Ende
der zu untersuchenden Ribonukleinsdure zum Erliegen kommt. Die gleiche Startsequenz wird fir eine
Sanger-Sequenzierung mit dem Gen, das fir die zu untersuchende Ribonukleinsaure codiert, als
Matrize durchgefuhrt. Die synthetisierten DNA-Strange der Sanger-Sequenzierung und der Primer
Extension Analyse werden in einem harnstoffhaltigen Polyacrylamidgel aufgetrennt und Gber
Autoradiographie visualisiert. Durch Vergleich der Héhe des Primer Extension Produkts mit dem
Sanger-Sequenzmuster kann so das 5 Ende der Ribonukleinsdure experimentell ermittelt werden.

Die DNA Startsequenz wird zuerst durch Transfer von [y-szP]ATP mit der Polynukleotidkinase mit 2p

phosphoryliert und somit markiert.

Komponenten Stamm Volumen | Endkonzentration
Startsequenz 10 uM 2.5 pl 25 uM
PNK-Puffer 10 X 1 ul 1 X
[y*’P]JATP 10 pCi/pl 4 ul 4 uCilpl
Polynukleotidkinase 10 E/pul 0.5 pl 0.5 E/l
ddH,O ad 10 pl

Der Ansatz wird fir 1 h bei 37 °C inkubiert und auf 10 pl in der Speed Vac eingetrockente HE-
Probenpuffer pipettiert. Nach elektrophoretischer Trennung in einem 15 % denaturierenden
Polyarylamidgel wird die markierte Startsequenz mittels Autoradiographie lokalisiert, ausgeschnitten
und mittels Diffusionselution zuriickgewonnen. Bei der anschlieRenden Ethanolfallung wird 1 pg
Glycogen als Fallhilfe verwendet. Das Sediment wird nach Cerenkov im Tritiumkanal des
Szinitillationszahlers vermessen und ad 100.000 cpm/pl in ddH,O geldst.

Die zu untersuchende Ziel-RNA wird in 9 pl ddH,O geldst, mit 1 pl 5°-[*P]-markierter Startsequenz
supplementiert, 2 min auf 94 °C erhitzt und Uber einen Zeitraum von 30 min auf RT abkuhlen lassen.

Der Primer Extenion Reaktionsansatz

Komponenten Stamm Volumen | Endkonzentration

Hybridierungsansatz 10 i

AMV Puffer 5 X 2.6 pl 1 X

dNTPs 10 mM 1 i 0.75 mM

AMV Reverse 20 E/pl 1 E/I
. 0.4 yl

Transkriptase

ddH,O ad 13 pl
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wird 1 h bei 44 °C inkubiert, prazipitiert und fur die Auftragung auf ein denaturierendes

Polyacrylamidgel bei — 20 °C gelagert.

3.5.2. Spezifische Hydrolyse von RNA mit Ribonukleasen
In vitro transkribierte und Uber den Einbau von [0-32P]NTP radioaktiv markierte Ribonukleinsduren
kénnen durch Hydrolyse mit spezifischen Ribonukleasen und anschlieRender analytischer
Auftrennung weiter analysiert werden. Ribonuklease T1 spaltet nach dem 3’-Phosphat von Guanosin,
RNase A nach dem 3’-Phosphat von Uridin und Cytidin, RNase T2 nach jedem 3’-Phosphat und
RNase P1 vor jedem 3’-Phosphat.

RNase T1 Hydrolyse:
Die RNA-Probe wird in einem Gesamtvolumen von 20 pl mit 50 mM Tris-Cl, pH 8.0, 5 pg tRNA; und 2
E RNase T1 fur 4 h bei 37 °C inkubiert.

RNase A Hydrolyse:
Die RNA-Probe wird in einem Gesamtvolumen von 20 pl mit 50 mM Tris-CI, pH 8.0, 5 pg tRNA; und 2
E RNase A fur 4 h bei 37 °C inkubiert.

RNase T2 Hydrolyse:
Die RNA-Probe wird in einem Gesamtvolumen von 20 pl mit 5 mM NH,OAc, pH 4.6, 5 ug tRNA. und
1 E RNase T2 fiir 5 h bei 37 °C inkubiert.

RNase P1 Hydrolyse:
Die RNA-Probe wird in einem Gesamtvolumen von 20 yl mit 50 mM NH,OAc, pH 5.3, 5 ug tRNA; und
200 ng RNase P1 fir 2 h bei 50 °C inkubiert.
Die jeweiligen Reaktionsansatze werden im Rotationsverdampfer eingetrocknet und in einem

passenden Puffer fir die nachste Separationsmethode geldst.

3.5.3. Analyse der RNA Hydrolyseprodukte tliber Cellulose Diinnschicht-
Chromatographie

Die RNase T2 bzw. P1 Hydrolysate werden in 1 yl Np bzw. pN Markerlésung aufgenommen und Gber
eine ausgezogene Micro-Glaskapillare auf eine 20 x 20 cm Cellulose DlUnnschichtplatte aufgetragen
und 1 h bei RT eintrocknen lassen. Die Auftragungsorte befinden sich 1.5 cm von der unteren Kante
entfernt und belaufen sich auf einen cm Breite. Ein Chromatographie-Tank wird mit 100 ml Laufmittel
A (iso-Buttersaure/25% Ammoniak/ddH,O0 = 57.7/3.8/38.5) oder mit 100 ml Laufmittel B (iso-
Propanol/32 % Salzsaure/ddH,O = 70/17.5/12.5) fir mindestens 24 h stehen gelassen, so dass sich
die Atmosphare im Tank mit dem Laufmittel vollstandig sattigen kann, bevor die DC-Platte eingesetzt
wird. Nach 10 bis 15 h ist die Laufmittelfront bis ca. 1 cm unterhalb des oberen Endes der DC-Platte
gewandert, die Platte wird jetzt entnommen und 1 h unter dem Abzug trocknen lassen. Die radioaktiv
markierten Nukleosid-3'-[32P]-phosphate bzw. -5'-[32P]-phosphate werden Uber Autoradiographie, die
Marker Nukleosid-3’-phosphate bzw. -5'-phosphate Uber Fluoreszenz bei 254 nm visualisiert. Die
Auswertung des chromatographischen Laufverhaltens erfolgt mit Hilfe bereits verdffentlichter Daten
(Nishimura, 1979).
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3.6. Charakterisierung von Proteinen

3.6.1. Allgemeine Handhabung von Proteinen

Proteine werden in einem wassrigen Milieu unter physiologischen Bedingungen gebildet und behalten
in vivo durch zellulare Schutzmechanismen ihre native Struktur, die zur Auslibung der Funktion
erforderlich ist. Bei der Handhabung von Proteinen nach einem Zellaufschluss ist es erforderlich die
native Struktur und die enzymatische Aktivitdt der Proteine in vitro zu erhalten. Physiologische
Bedingungen werden Uber einen Puffer mit definierter Salzkonzentration erhalten. Als
Oxidationsschutz wird DTT oder B-Mercaptoethanol zugegeben. Wahrend einzelner Arbeitschritte ist
es oftmals erforderlich Pufferbedingungen zu andern, Proteinldsungen zu konzentrieren oder Proteine

zu prazipieren.

3.6.1.1. Dialyse

Bei der Dialyse werden semipermeable Membranen verwendet, die mit definierter PorengréfRe ein
Konzentrationsausgleich von kleinen Partikeln ermdéglicht, jedoch Makromolekile oberhalb der
molekularen Auschlussgréfe zurlckhalten. Proteinlésungen kénnen so in pH- und Salzkomposition
dem Dialysepuffer angepasst werden.

Vor dem Gebrauch werden die Dialyseschlauche einmal in 1 % (w/v) Na,CO3z mit 1 mM Na,EDTA und
anschlielend zweimal mit ddH,O aufgekocht und bei 4 °C gelagert. Bei der Durchfiihrung der Dialyse
ist zu beachten, dass sich die Dialyse Giber einen Zeitraum von mindestens 5 h erstreckt und fir einen
kompletten Pufferaustausch unter zweifachen Pufferwechsel je das 100fache Volumen an

Dialysepuffer benétigt wird.

3.6.1.2. Ultrafiltration

Kleine Volumina an Proteinlésungen kénnen mit den Mikrokonzentratoren microcon-30 und microcon-
100 konzentriert und umgepuffert werden. Eine semipermeable Membran mit einer Auschlussgréfie
von 30 und 100 kDa befindet sich am Boden des Zentrifugeneinsatz in den die Proteinlésung
gegeben wird. Wahrend der Zentrifugation bei max. 14.000 g wird das Wasser und kleine Partikel
durch die Memban in ein Auffanggefal} passieren lassen, die Makromolekile werden jedoch retardiert.
Wird eine so ca. 25fach konzentrierte Proteinldsung zweimal im Puffer verdinnt und erneut

konzentriert, erfolgt ein Pufferaustausch und optional eine Konzentrierung der Proteinldésung.

3.6.1.2. Entsalzung mit Sephadex G25

Proteinlésungen kénnen effizient Uber eine Gelfiltration mit Sephadex G25 umgepuffert werden. Das
Sephadex G25 Pulver wird gemafl Herstellerangaben 1 h im kochenden Wasserbad vorgequollen, in
eine Chromatographie-Saule gepackt und mit 3 Saulenvolumen Puffer equilibriert. Die Proteinldsung
mit einem Volumen, das maximal 30 % des Saulenvolumens betragt, wird auf die Sdule aufgetragen
und mit Puffer eluiert. Das Eluat wird in Fraktionen gesammelt und tber UV-Absorbtion bei 280 nm
auf die Anwesenheit von Protein analysiert. Die Proteine gehen keine Wechselwirkung mit dem
Gelfitrationsmedium ein und eluieren sehr friih von der S&ule. Kleine Partikel bis 5000 Da diffundieren

wahrend der Gelfiltration in die Poren von Sephadex G25, werden retardiert und verlassen die Saule
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erst bei einem deutlich héheren Elutionsvolumen. Die Proteinlésung im Eluat befindet sich jetzt in dem

Milieu des Puffers und wird bei einer Rlickgewinnung von 95 % um den Faktor 1.3 verdinnt.

3.6.1.3. Prazipitation unter denaturierenden Bedingungen

Proteine kdnnen aus wassrigen Loésungen mit dem Zusatz von Trichloressigsaure und / oder Aceton
ausgefallt und somit konzentriert und von Salzen befreit werden. Da hierbei die Proteine denaturiert
werden, eignet sich die Préazipitaton vorwiegend als Probenvorbeitung fur die denaturierende
Elektrophorese von Proteinen, bei der das Probenvolumen limitiert ist und die Anwesenheit von Salz
sich stérend auswirken kann.

Proteinlésungen mit einer Konzentration oberhalb 1 mg/ml werden mit 3 Vol eiskaltem Aceton versetzt
und 30 min bei -20 °C fallen lassen, bevor 15 min bei 25.000 g (Biofuge, 17.000 UpM, 4 °C)
zentrifugiert wird. Das Sediment wird im offenen Reaktionsgefal® an der Luft trocken lassen und in 1x
SDS-Probenpuffer aufgenommen. Stark verdinnte Proteinlésungen werden mit 1 Vol 10 %
Trichloressigsaure versetzt, 30 min bei -20 °C inkubiert und die ausgefallenen Proteine 15 min bei
25.000 g (Biofuge, 17.000 UpM, 4 °C) zentrifugiert. Das Sediment wird anschlieRend zweimal mit
eiskaltem Aceton gewaschen, so von restlicher Trichloressigsdure befreit und in einem geeigneten

Puffer geldst.

3.6.2. Diskontinuierliche SDS-Polyacrylamid-Elektrophorese

Die Zonenelektrophorese nach dem Molekulargewicht wird flr Proteine mit der Behandlung des
anionischen Detergenz SDS (engl.: sodium dodecylsulfate) erreicht, das sich effektiv an die
Polypeptidkette anlagert und die Eigenladung der Proteine quasi vollstdndig Uberlagert. Vorhandene
Disulfidbricken werden durch Erhitzung mit B-Mercaptoethanol oder DTT reduziert. Es resultieren mit
SDS-beladene lineare Polypeptidketten, die in einem Polyacrylamidgel von der Kathode zur Anode
wandern. Proteine neigen jedoch beim Einlauf in ein Polyacrylamidgel zur Aggregation und
Prazipitation, und es resultiert eine unsaubere Zonenseparierung des Proteingemischs unter
Ausbidung eines Proteinschmiers. Daher wird im Rahmen dieser Arbeit das diskontinuierliche
Elektrophoresesystem nach (Laemmli, 1970) mit dem Puffersystem Tris-Glycin / Tris-Cl pH 6.8 / Tris-
Cl pH 8.8 / Tris-Glycin verwendet. Beim Eintritt der Proteinprobe in das 5 %ige Sammelgel mit pH 6.8
erfolgt eine isotachometrische Migration und Fokussierung des Proteingemischs, das mit dem
Erreichen des Trenngels mit pH 8.8 in einer Zonenelektrophorese gemall dem Molekulargewicht
aufgetrennt wird. Dabei liegt ein linearer Bezug zwischen zurlickgelegter Wegstrecke und dem
Logarithmus des Molekulargewichts vor. Bei Verwendung eines geeigneten Proteinmarkers kann so

das Molekulargewichts eines Proteins bestimmt werden.
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Trenngel 7.5 % 10 % 12.5 % 15 %
30 % Acrylamid 7.5 mi 10.0 ml 125 ml 15.0 ml

2 % Bisacrylamid 3.0 ml 40 ml 50 ml 6.0 ml
1.5 M Tris-Cl, pH 8.8 75 ml 75 ml 75 ml 75 ml
ddH,O 115 ml 8.0 ml 45 ml 1.0 ml

2 min im Wasserstrahlvakuum evakuieren
10 % SDS 300 i 300 i 300 i 300 i
20 % APS 200 i 200 i 200 i 200 I
TEMED 20 20 20 20
Gesamt 30 ml 30 ml 30 ml 30 ml
Sammelgel 5%
30 % Acrylamid 25 mi

2 % Bisacrylamid 1.0 ml
0.5 M Tris-Cl, pH 6.8 3.7 ml
ddH,O 75 ml

2 min evakuieren
10 % SDS 150 i
20 % APS 200 i
TEMED 10
gesamt 15 ml
SDS Probenpuffer 2x SP 1x SP
0.5 M Tris-Cl, pH 6.8 1.0 ml 05 ml
10 % SDS 20 ml 1.0 ml
86 % Glycerin 1.0 ml 0.5 mi
14 M B-Mercaptoethanol 0.3 ml 0.15 ml
ddH,O 0.8 ml 150 i
gesamt 5 ml 5 ml
Elektrophoresepuffer 1x
Glycin 15 g
Tris-Base 5 g
10 % SDS 15 ml
ddH,O ad 1 [

Proteinegele mit 1 mm Dicke werden zwischen 2 Glasplatten, die durch Abstandhalter separiert und
abgedichtet sind, in vertikaler Lage polymerisieren lassen. Die Trenngelldsung wird 2 min unter
Wassestrahlvakuum evakuiert, mit SDS, APS und TEMED supplementiert und bis 2,5 cm unterhalb
des oberen Rands der ausgeschnittenen Glasplatte gegossen und mit ddH,O (berschichtet. Nach 10
min ist das Trenngel auspolymerisiert, und das Uberschichtete Wasser wird entfernt. Die evakuierte,
mit SDS, APS und TEMED supplementierte Sammelgellésung wird auf das Trenngel gegossen und
von einem Taschenformer am oberen Ende abgeschlossen. Nach weiteren 10 min ist das Sammelgel
polymerisiert, der Taschenformer sowie der gegentuberliegende Abstandhalter kbnnen entfernt und die
Taschen mit 1x Lammli-Elektrophoresepuffer gespilt werden. Das Gel wird mit den beiden
Glasplatten in die Elektrophoreseapparatur festgeklemmt, in die so lange 1x Lammli-
Elektrophoresepuffer gegeben wird, bis das Gel im vollstandigen Kontakt mit dem Puffer steht.

Die Proteinproben werden in 1x SDS Probenpuffer 5 min auf 95 °C erhitzt, somit vollstandig
denaturiert und nach Abklhlung auf RT in die jeweiligen Taschen pipettiert. Der elektrophoretische
Lauf erfolgt zuerst bei 30 mA bis die Uber BPB sichtbare Pufferfront das Trenngel erreicht hat und wird
bei 45 mA fortgesetzt. Direkt nach dem Austritt des Bromphenolblau-Farbstoffs aus dem Trenngel wird

die Elektrophorese beendet.
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Die im Polyacrylamidgel separierten Proteine kénnen direkt Gber Coomassie- bzw. Silberfarbung
sichtbar gemacht, mittels Western Blot auf eine PVDF Membran Ubertragen, sowie bei Anwesenheit

von *°S- oder **P markierten Proteinen iber Fluorographie oder Autoradiographie analyisiert werden.

3.6.2.1. Farbung von Proteinen in Polyacrylamidgelen

Nach erfolgter elektrophoretischer Trennung in einem Polyarcylamidgel missen die Proteine zuerst
fixiert werden, um den Verlust durch eine Diffusion aus dem Gel wahrend des Farbens zu vermeiden.
Die Fixierung erfolgt im Rahmen dieser Arbeit mittels eines wassrigen Essigsaure-Methanol-

Gemischs.

3.6.2.1.1. mit Coomassie Blau
Die Coomassie Farbung wird standardmaflig fur die Visualisierung von Proteinen in

Polyacrylamidgelen verwendet. Der Farbstoff Serva Brilliant Blau R-250 lagert sich mit seiner
anionische Form Uber elektrostatische Wechselwirkungen an positive Seitenketten von Aminosauren
an und wird ferner Gber hydrophobe Wechselwirkungen mit Proteinen gebunden.

Das Proteingel wird in dem 10fachen Volumen Coomassie Farbeldsung 1 h bei RT schwenken lassen,
so fixiert und mit dem Farbstoff vollstdndig durchtrédnkt. Ungebundener Farbstoff wird anschlielend
unter mehrfachen Wechsel der Entfarbungslésung Uber einen Zeitraum von mind. 4 h entfernt. Die

Nachweisbarkeitsgrenze fur ein Protein liegt bei ca. 100 ng.

Coomassie Farbelésung

Serva Brilliant Blau R250 2 g
Methanol 450 ml
Essigsaure (100 %) 100 ml
ddH,0 ad 1000 ml

Der Coomassie Farbstoff wird in Methanol geldst, mit Essigsdure versehen und mit ddH,O zum
Endvolumen aufgefullt. Nach 30 min Ruhren bei RT werden unldsliche Farbstoffriickstande durch zwei

Lagen Faltenfilter entfernt.

Coomassie Entfarbelésung

Methanol 350 ml
Essigsaure (100 %) 70 ml
ddH,0 ad 1000 ml

3.6.2.1.2. Uber Silberfarbung

Proteine kénnen Uber Aminosauren mit Aminogruppen Silberionen binden und in ihrer reduzierenden
Eigenschaft elementares Silber bilden, das sich in einem Proteingel mit einer rétlich brauen bis
schwarzen Farbung niederschlagt. Diese Farbemethode ist ca. 100fach sensitiver, jedoch bei weitem
nicht so spezifisch und quantifizierbar fir Proteine wie ein Coomassie Farbung. Die Siberfarbung wird
aufgrund der  Sensitivitat vor allem bei der gelelektrophoretischen Analyse von

saulenchromatographischen Elutionsfraktionen verwendet.
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Der Ablauf der Silberfarbung erfolgt nach der Vorschrift von Blum et al. (1987). Alle Losungen werden
frisch unter Verwendung von entgastem Wasser angesetzt. Bei den einzelnen Schritten wird das Gel

in dem 10fachen Lésungsvolumen bei RT flr die angegebene Zeit geschwenkt.

Schritt Lésung Zeit
50 % Methanol 60 min
1. Fixieren 12 % Essigsaure (100 %)
0.5 ml/l 37% Formaldehyd
2. Waschen 50 % Ethanol 3x 20 min
3. Imprégnieren 0.22 g/l Natriumthiosulfat 1 min
4. Waschen ddH,O 3x20 s
. . 2 g/ISibernitrat 20 min
5. Silbernitrat 0.75 ml/l 37 % Formaldehyd
6. Waschen ddH,O 2x 20 min
. 60 g/l Natriumcarbonat 1-10 min
7. Entwickeln 0.5 mi/l 37 % Formaldehyd
8. Waschen ddH,O 2x 1 min
50 % Methanol 15 min
9. Stoppen 12 % Essigséure (100 %)

3.6.2.2. Ubertragung von Proteinen aus einem Polyacrylamidgel auf eine
PVDF-Membran

Fir den immunologischen Nachweis von Proteinen Uber Antikdrper missen die Proteine zuerst aus
dem Proteingel auf eine Nitrocellulose- oder PVDF-Membran ubertragen werden. Dieser sogn.
Western Blot wird im Rahmen dieser Arbeit im "Semi-dry"-Verfahren mit einem Puffersystem nach
Kyhse-Andersen (1984) durchgefiihrt.

Anodenpuffer |, pH ~ 10.4
0.3 M Tris-Base
10 % Methanol

Anodenpuffer I, pH = 10.4
25mM Tris-Base
10 % Methanol

Kathodenpuffer, pH ~ 9.4
25mM Tris-Base
40 mM  Glycin
10 % Methanol

Nach erfolgter elektrophoretischer Trennung wird das Proteingel auf die MalRe 9 x 12 cm
zurechtgeschnitten und fir mind. 15 min im 10fachen Volumen Kathodenpuffer aquilibriert. Je
6 Filterpapiere (Typ Whatman) werden fir 30 s im Anodenpuffer | und Kathodenpuffer, sowie
3 Filterpapiere im Anodenpuffer Il getrankt. Die PVDF Membran wird 15 s in Methanol angefeuchtet,

2 min in ddH,O gewaschen und mindestens 5 min im Anodenpuffer Il &qulibriert.

Kathode 6 Filterpapiere im Kathodenpuffer
— Proteingel

PVDF Membran

3 Filterpapiere im Anodenpuffer Il

Anode 6 Filterpapiere im Anodenpuffer |

In einem Stapel werden aufeinander 6 Filterpapiere mit Anodenpuffer |, 3 Filterpapiere mit
Anodenpuffer 1, die aquilibrierte PVDF Membran, das aqilibrierte Proteingel und 6 Filterpapiere mit
Kathodenpuffer Iuftblasenfrei und ohne Uberhang gelegt. Der so vorliegende Sandwich wird zwischen

die beiden Elektroden der Transblot Semi-dry Transfer Cell gelegt und fir 90 min eine Spannung von
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25V angelegt. Nach erfolgtem alkalischen Abwartstransfer der Proteine aus dem Gel wird die PVDF
Membran mit den gebundenen Proteinen flir 2 min in Methanol angefeuchtet und mind. 1 h in 1x
TBS-T mit 2 % BSA blockiert.

1x TBS-T
40mM Tris-Cl, pH 7.6
280mM NacCl
01 % Tween 20

3.6.2.3. Immunologischer Nachweis membrangebundener Proteine

Eine Proteinmischung, die Uber SDS Polyacrylamid-Gelektrophorese separiert und iber Western Blot
auf eine PVDF Membran immobiliert wurde, kann Uber einen Erstantikérper auf die Anwesenheit des
korresponierenden Antigens untersucht werden. Fir den eigentlichen Nachweis wird ein gegen die
IgG-Domaéane des Erstantikdrpers gerichteter Zweitantikbrper verwendet, der als Enzymkonjugat mit

der alkalischen Phosphatase vorliegt und eine Chemilumineszenzreaktion mit CSPD eingeht.

Antikorperbindung
Alle Schritte werden bei RT unter leichtem Schwenken durchgefiihrt. Die angegebenen Volumina

beziehen sich auf eine 9 x 12 cm PVDF Membran in einem Gefal}, das stets die komplette Benetzung

der Membran mit der Lésung ermdglicht.

Schritt Lésung Volumen Zeit
1. Waschen 1x TBS-T 50 ml 2x 10 min
2. Erstantikorper Erstqptikérpgr mit einer 1:1(_)00 bis 1: 10.000 15 ml 60 min
Verdinnung in 1x TBS-T mit 0.1 % BSA
3. Waschen 1x TBS-T 50 ml 3x 10 min
. - Zweitantikorper mit einer 1:4000 bis 1:10.000 15 ml 3x20s
4. Zweitantikorper | o B GeT mit 0.1 % BSA
5. Waschen 1x TBS-T 50 ml 3x 10 min
6. Aquilibrierung Nachweispuffer 50 ml 1x 10 min
7. Detektion Nachweislésung bei 37 °C 2ml 10 min @37 °C

Chemilumineszenz-Nachweis mit CSPD
Die an den Zweitantikbrper gekoppelte Alkalische Phosphatase wird in Kontakt mit der

Nachweisldsung gebracht und dephosphoryliert das Substrat Dinatrium 3-(4-methylspiro{1,2"-(5"-
chloro)tricyclo[3.3.1.13'7]decan}-4-yl)phenylphosphat (CSPD), das im alkalischen Milieu in der freien
Phenolatform metastabil ist und unter Aussendung von Lichtquanten der Wellenladnge von 477 nm zu
zwei Ketonen zerfallt.

Die im Nachweispuffer agqilibrierte PVDF-Membran wird mit 2 ml Nachweisldsung bei 37 °C fir 10 min
inkubiert. Die PVDF-Membran wird von uberschissiger Lésung befreit und mit Haushaltsfolie
abgedeckt, bevor ein Rontgenfilm fir 1 bis 20 min aufgelegt wird. Die Chemilumineszenz ist fur
mehrere Stunden stabil, so dass mehrfach ein Roéntgenfiim zur Ausfindung der optimalen
Expositionszeit aufgelegt werden kann.

Nachweispuffer Nachweisldsung
100 mM  Tris-Cl, pH 9.5 2 ml Nachweispuffer
100 mM NaCl 20 ul CSPD
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3.6.3. Praparation von Proteinextrakten

Die Reifung der tRNA vom Vorlaufer hin zu der maturen tRNA erfolgt enzymatisch unter Beteiligung
von Enzymen aus Ribonukleoproteinen und Proteinen. Das in vivo generierte Endprodukt — die mature
tRNA — kann aus Pflanzenmaterial isoliert und charakterisiert werden. Die Untersuchung einzelner
Reifungschritte innerhalb der Enzymkaskade erfolgt glnstigerweise in vitro unter Verwendung von
Extrakten bzw. von rekombinant Gberexprimierten Proteinen, die mit den erforderlichen Komponenten
supplementiert und mit den passenden Substraten fir die zu beobachtende Umsetzung versehen
werden. Die Auswahl des Ausgangsmaterials, der Aufschluss, die Extraktion der Proteine, die
Abwesenheit bzw. Inaktivierung der enthaltenen Proteasen und RNasen und die Stabilisierung des
Extraktes nehmen entscheidenden Einfluss auf die zu beobachtende enzymatische Aktivitat, sowie
deren weiteren Charakterisierung und Anreicherung. Die hierfur erforderlichen Parameter und
Bedingungen kénnen nur experimentell ermittelt werden und werden nach der Aufgabenstellung und

dem Verwendungszweck individuell optimiert.

3.6.3.1. Herstellung von Weizenkeimextrakten

Weizenkeime enthalten Zellen in einem relativ undifferenzierten embryonalen Pflanzenstadium.
Mitochondrien sind noch relativ wenig vorhanden, die Chloroplasten liegen in der Vorstufe als
Proplastide vor. Die trockenen Keimlinge befinden sich im Ruhestadium, kénnen bei 4 °C lange ohne
merklichen Verlust an enzymatischer Aktivitdt gelagert werden, verfugen Uuber einen hohen
Proteingehalt und im Vergleich zu differenzierten Pflanzenzellen Uber einen geringen Anteil an
Nukleasen und Proteasen. Die einfache Verfligbarkeit groRer Mengen unter gleich bleibender Qualitat
und der leichte mechanische Aufschluss der Weizenkeime sind von Vorteil bei der Herstellung eines
Proteinextraktes fur die anschlieRende Charakterisierung und Anreicherung von enzymatischen
Aktivitaten.

Die Weizenkeime werden durch Rihren in Cyclohexan unter zweimaligen Losungsmittelwechsel von
Lipiden und Starkeresten befreit und die luftgetrockneten Weizenembryonen in Portionen von 15 g in
einer elektrischen Muhle gemahlen. Das resultierende feine Pulver wird mit der vierfachen Menge
Extraktionspuffer zu einem homogenen Brei 10 min gerthrt. Zelltrimmer und Organellen werden
durch Zentrifugation bei 30.000 g fir 15 min sedimentiert (JA14, 13000 UpM, 4 °C). Es resultiert ein
S30 Weizenkeimextrakt mit einer Proteinkonzentration von 100 — 120 mg/ml. Ribosomen und
Membranen kdénnen aus einem S30 Extrakt in einer Ultrazentrifugation bei 100.000 g fir 90 min
sedimetiert werden (Ti45, 42.000 UpM, 4 °C). Es resultiert ein S100 Weizenkeimextrakt mit einer
Proteinkonzentration von 80 — 100 mg/ml.

Extraktionspuffer:
50 mM Tris-Cl, pH 7.5
200 mM (NH,),SO, bzw. 100 mM KOAc
3 mM MgCl,
5 mM B-Mercaptoethanol
0.1 % Triton X-100

3.6.3.2. Herstellung von Schweineleberextrakten

HelLa S3 Zellen lassen sich im Labor kultivieren und die Herstellung eines Gesamt- bzw. eines

Kernextraktes sind etabliert und eignen sich gut fir eine analytische Charakterisierung der
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enzymatischen Aktivitdt. Fur eine chromatographische Enzymaufreinigung werden jedoch grof3e
Mengen an Saugerzellen bendtigt. Aufgrund der hohen Homologie der proteincodierenden Sequenzen
zwischen Mensch, Schwein, Ratte und Maus und der leistungsfahigen massenspektrometrischen
Proteinsequenzierungsmethoden ist des daher geschickt von tierischen Zellen aus mechanisch leicht
aufschlieBbaren Organen auszugehen. Die Leber hat sich fir die Enzymaufreinigung als vorteilhaft
erwiesen.

Schweineleber konnte im Rahmen dieser Arbeit von einem lokalen Schlachthof frisch und noch
handwarm bezogen werden. Nach Abkuhlung auf Eis werden Teile der Schweineleber in einem
Fleischwolf mechanisch zerkleinert und mit der dreifachen Menge (v/w) an Extraktionspuffer in einem
Mixer (Typ Warren Blender) fir 5 min durchmischt. Noch intakte Zellkerne schert man durch
Ultraschallsonifizierung fur 2 min. Die Zelltrimmer werden in einer Zentrifugation bei 25.000 g fur 15
min sedimentiert (JA14, 12.000 UpM, 4 °C) und der Uberstand durch zwei Lagen Mull zur Entfernung
des gebildeten Fettfilms filtriert. Der erhaltenen S25 Schweineleberextrakt weist einen Proteingehalt
von 100 — 120 mg/ml auf und ist noch relativ tribe. Die verbliebenen Membranen und Ribosomen
werden daher durch eine Ultrazentrifugation bei 100.000 g fir 90 min sedimentiert (Ti45, 42.000 UpM,
4 °C) und der Uberstand vorsichtig zwischen obiger Fettschicht und pelletierter Membran- und
Ribosomenschicht mit einer 10 ml Pipette enthommen. Es resultiert ein klarer, tiefroter S100
Schweineleberextrakt mit einem Proteingehalt von 60 — 80 mg/ml, der fir einige Stunden bei 4 °C

ohne merklichen Verlust an enzymatischer Aktivitat lagerbar ist.

3.6.4. Allgemeine Handhabung von Enzympraparationen

Die enzymatischen Aktivitaten in Proteinextrakten sollten nach Moglichkeit stabilisiert werden. Fir die
Extraktion wird ein Puffer verwendet, der im physiologischen Bereich liegt und eine geniigend hohe
Salzkonzentration aufweist. Als Oxidationsschutz wird standardmafRig 2 — 5 mM B-Mercaptoethanol
zugegeben. Proteasen inaktiviert man durch Zusatz von 0.2 mM PMSF, 0.2 mM Benzamidin, sowie
optional 0.4 ug/ml Pepstatin A und 0.5 pg/ml Leupeptin. Oftmals sind enzymatische Aktivitaten in
Rohextrakten bei 4 °C nicht stabil bzw. verlieren ihre Aktivitat nach einer Lagerung bei -80 °C. Es
empfiehlt sich so rasch wie méglich mit einer chromatographischen Enzymaufreinigung fortzfahren.
Die enzymatische Aktivitdt wird sodann stabilisiert, angereichert und von hemmenden Substanzen

bzw. interferierenden Enzymen befreit.

3.6.5. Chromatographische Enzymaufreinigung

In einem Proteinextrakt sind ein groRer Teil der enzymatischen Aktivitdten vorhanden, die flir den
Stoffwechselumsatz in der Zelle verantwortlich sind. Fir die Aufkldrung der Einzelschritte einer
Enzymkaskade und der Zuordnung von enzymatischen Aktivitdten zu dem enzymatisch aktiven
Protein ist eine Aufreinigung aus dem Extrakt essentiell. Aufgrund der Bedingung des Erhalts der
enzymatischen Aktivitdt wahrend jedes Aufreinigungschritts fallt die Wahl der Saulenmaterialen auf
die Gruppe der lonenaustausch-, Affinitdts- und Gelfiltrationschromatographie. Fraktionierte
Proteinprazipitationen unter nicht-denaturierenden Bedingungen kénnen sich zudem als vorteilhaft bei

der Verarbeitung groRRer Proteinmengen zu Beginn einer Enzymaufreinigung erweisen.
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3.6.5.1. Fraktionierte Prazipitation von Proteinen

Proteine liegen in Lésung umgeben von einer Hyrdrathille vor. Wird der Lésung Wasser entzogen
kénnen die Proteine nicht mehr vollstandig hydratisiert werden und fallen aus. In dem Laborgebrauch
wird einer Proteinlésung entweder mit Polyethylenglykol ("crowding agent": ausflockendes Reagenz)
oder mit Ammoniumsulfat freies Wasser entzogen. Da sich die Proteine in ihrer hydrophilen
Oberflache und somit in ihrer Hydrathulle unterscheiden kann je nach Gehalt des Polyethylenglykols

oder des Ammoniumsulfats eine Fraktionierung durchgefiihrt werden.

3.6.5.1.1. mit Polyethylenglykol

Zu der Proteinldsung wird unter Rihren eine 50 %ige Polyethylenglykol-Lésung im
Chromatographiepuffer bis zur definierten Endkonzentration tropfenweise zugegeben, weitere 15 min
geruhrt, und das gebildete Prazipitat durch Zentrifugation bei 10.000 g fir 10 min sedimentiert. Meist
findet die Fraktionierung in den Bereichen 0 — 6 % - 12 % - 18 % Polyethylenglykol statt. Das
Sediment enthaltene Polyethylenglykol verhalt sich in Bezug auf die lonenstarke neutral, so dass das
Sediment direkt im Startpuffer fur die ndchste Chromatographiesdule aufgenommen und aufgetragen

werden kann.

3.6.5.1.2. mit Ammoniumsulfat
Zu der Proteinldsung werden unter Riuhren entweder eine bei 4 °C geséttigte (4 M) Ammoniumsulfat-

Lésung zugetropft, oder eine abgewogenen Menge festes Ammoniumsulfat in kleinen Portionen
zugegeben. Ist ein Fixpunkt der Fraktionierung erreicht wird weitere 30 min gerthrt und das Prazipitat
durch Zentrifugation bei 10.000 g fur 10 min sedimentiert. Der Ubliche Fraktionierungsbereich liegt bei
0—-40 % - 60 % - 80 % Sattigung Ammoniumsulfat. Das in dem Sediment enthaltene Ammoniumsulfat
wirkt sich stabilisierend auf die prazipierten Proteine aus, erleichtet das Lésen der Proteine im
Chromatographie-Puffer und beeinflusst erheblich die lonenstarke. Daher wird die Losung entweder
zu einer definierten Leitfahigkeit mit dem Chromatographie-Puffer verdinnt, oder ein Pufferaustausch
mittels Dialyse oder eine Entsalzung Uber Sephadex G25 Gelfiltration durchgeflhrt, bevor die Probe

auf die nachste Chromatographiesaule aufgetragen wird.

Fraktionierte Ammoniumsulfatfallung

Anfangliche Endsattigung der Lésung mit NH,SO, in % bei 0 °C
Sattigung i 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70 75 80 85 90 95 100
NH,SO4 in % Zugabe von festem NH,SO,4 zu 1| der Lésung
o 106 134 164 194 226 258 291 326 361 398 436 476 516 559 603 650 697
5 79 108 137 166 197 229 262 296 331 368 405 444 484 526 570 615 662
10 53 81 109 139 169 200 233 266 301 337 374 412 452 493 536 581 627
15 26 54 82 111 141 172 204 237 271 306 343 381 420 460 503 547 592
20 0 27 55 83 113 143 175 207 242 276 312 349 387 427 469 512 557
25 0 27 56 84 115 146 179 211 245 280 317 355 395 436 478 522
30 0 28 56 86 117 148 181 214 249 285 323 362 402 445 488
35 0 28 57 87 118 151 184 218 254 291 329 369 410 453
40 0 29 58 89 120 153 187 222 258 296 335 376 418
45 0 29 59 90 123 156 190 226 263 302 342 383
50 0 30 60 92 125 159 194 230 268 308 348
55 0 30 61 93 127 161 197 235 273 313
60 0 31 62 95 129 164 201 239 279
65 0 31 63 97 132 168 205 244
70 0 32 65 99 134 171 209
75 0 32 66 101 137 174
80 0 33 67 103 139
85 0 34 68 105
90 0 34 70
95 0 35
100 0
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3.6.5.2. lonenaustausch-Chromatographie

Proteine weisen uber die geladenen Aminosauren Oberflachenladungen auf, die eine Interaktion mit
den geladenen Gruppen eines lonenaustauschers eingehen kénnen. Im allgemeinen Sprachgebrauch
weisen saure Proteine bei einem physiologischen pH Wert eine negative Nettoladung auf und werden
bevorzugt von Anionenaustauschern gebunden, wahrend die basischen Proteine mit ihrer positiven
Nettoladung mit Kationenaustauschern interagieren. Die pH-Abhangigkeit der Nettoladung der
Proteine und somit die Interaktion mit dem lonenaustauscher erméglicht unter der Voraussetzung des

Erhalts der enzymatischen Aktivitat die Anpassung an ein Sdulenmaterial.

3.6.5.2.1. DEAE-Cellulose
Bei der DEAE-Cellulose ist Diethylaminoethyl an Cellulose kovalent verknupft. Bei einem pH unterhalb

von 11 liegt das tertidre Amin in der protonierten und somit positiv geladenen Form vor, die Uber das
negativ geladene Gegenion zum einen kompensiert wird, zum anderen den reversiblen
Anionenaustausch mit negativ geladenen Proteinen ermdglicht.

Die fibrése DEAE SH23 Cellulose wird entsprechend der Herstellerangaben mit Salzsdure und
Natronlauge vorbehandelt und mit 0.5 M HCI in die protonierte Form tberfihrt. Nach pH-Adjustierung
Uber den Chromatographiepuffer mit der héchsten verwendeten Salzkonzentration wird die Saule mit
5 Vol Chromatographie-Startpuffer equilibriert. Nach der Auftragung der Probe wird mit 2
Saulenvolumen Startpuffer nachgewaschen. Die gebunden Proteine werden in einem linearen
Gradienten von 0 bis 500 mM KCI lber 10 Saulenvolumina eluiert, wobei mindestens 20 Fraktionen
gesammelt werden.

Nach erfolgter chromatographischen Aufreinigung wird die Saule mit 2 M KCI im Chromatographie-
puffer gewaschen und gelagert. Nach drei Aufreinigungsrunden bzw. bei einer merklichen
verbliebenen Verunreinigung auf der S&ule wird die Sdule nach Herstellerangaben regeneriert

("cleaning in place: CIP"-Prozedur).

3.6.5.2.2. Mono Q

Bei dem Mono Q Saulenmaterial handelt es sich um einen starken Anionenaustauscher bei dem die
Trimethylaminoethylgruppe an einen Polystyrentrager mit einheitlicher PartikelgréRe von 10 um
gekoppelt ist. Aufgrund des erhdhten Gegendrucks bei Ublichen Flielgeschwindigkeiten kann die
Mono Q Saule nur in Verbindung mit einer FPLC Apparatur verwendet werden. Die Handhabung

erfolgt nach Herstellerangaben.

3.6.5.2.3. Phosphocellulose

Bei der Phosphocellulose sind die freien Hydroxylgruppen der in der Cellulose aufbauenden
Zuckerbausteine teilweise mit Phosphorsaure verestert. Unter physiologischen pH liegt dieser
Phosphorsdureester als negativ geladenes Phosphat vor, dessen Ladung von einem Kation
kompensiert wird und mit positiv geladenen Proteinen einen Kationenaustausch eingehen kann.

Die fibrése Phosphocellulose P11 wird nach Herstellerangaben vorbehandelt, mit 0.5 M KOH in die
Kationenform Uberfiihrt, zuerst mit dem Chromatographie Puffer mit der hochsten Salzkonzentration
im pH adjustiert und dann mit 3 Vol Chromatographie Startpuffer equilibriert. Bei der Phosphocellulose

sind irreversible Proteinbindungsstellen vorhanden, die vor der eigentlichen chromatographischen
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Trennung mit Rinderserumalbumin blockiert werden mussen, um eine verlustfreie reproduzierbare
Aufreinigung erzielen zu kénnen. Die equilibrierte Phosphocellulose wird mit 2 Saulenvolumina
Startpuffer mit 20 mg/ml Rinderserumalbumin beladen und mit 2 M KCI im Chromatographiepuffer
gewaschen. Nach erneuter Equilibrierung im Startpuffer kann die chromatographische Trennung
erfolgen. Die gebundenen Proteine werden in einem linearen Gradienten von 0 bis 1 M KCI in 10 bis
20 Saulenvolumina eluiert und dabei auf mindestens 20 Fraktionen aufgeteilt.

Nach erfolgter chromatographischer Trennung kann die Phosphocellulose in 2 M KCI wenige Wochen
bei 4 °C gelagert werden. Da die Phosphoresterbindung an die Cellulose nicht stabil ist wird in diesem

Zeitraum Phosphat freigesetzt und die Saule verliert an Bindungskapazitat.

3.6.5.2.3. Source S15

Bei dem Source S15 Saulenmaterial sind Sulfatgruppen an einen Trager immobilisiert, deren Partikel
einen einheitlichen Durchmesser von 15 ym und eine annhahernde Kugelform verfligen. Dadurch wird
eine sehr hohe Auflésung bei einem moderaten Gegendruck erzielt. Die Handhabung des Source S15
Saulenmaterials erfolgt nach Herstellerangaben. Die Elution findet in einem linearen Gradienten von 0
bis 500 mM KCI Gber 15 bis 20 Saulenvolumina statt, es werden dabei mindestens 20 Fraktionen

gesammelt.

3.6.5.3. Affinititschromatographie

Proteine liegen in einer Zelle nicht isoliert vor, sondern gehen Interaktionen mit weiteren Proteinen
und / oder Substraten ein. RNA prozessierende Enzyme interagieren mit ihren natirlichen Substraten
in der Ausbildung eines Enzym-Substrat-Komplexes, bei 4 °C findet jedoch normalerweise keine
merkliche Substratumsetzung statt. Wird das Substrat oder ein Substratanalogon an ein
Saulenmaterial gekoppelt, so kann eine reversible Bindung des Enzyms in Abhangigkeit von der
Salzkonzentration fiir eine chromatographische Aufreinigung verwendet werden.

Die limitierte Zuganglichkeit grol3er Mengen der spezifischen Ribonukleinsaure fir eine Kopplung an
ein aktiviertes Sdulenmaterial, die relative Instabilitdt der Ribonukleinsdure und die Anwesenheit von
einer Vielzahl von RNasen in einem rohen Proteinextrakt schrankt jedoch die Anwendung der Ligand-
spezifischen Affinitdtschromatographie fiir bereits stark vorgereinigte Proteinfraktionen ein. Zu Beginn
und wahrend eines intermediaren Aufreinigungszeitpunkts kann eine gute Anreicherung mit
gruppenspezifischen Affinitdtschromatographiemedien fir Nukleinsdure-bindende Proteine erzielt

werden. Das Heparin und der Farbstoff Cibacron Blau sind die wichtigsten Vertreter.

3.6.5.3.1. Heparin-Sepharose

Heparin besteht aus einem Polyglykangerist, das alternierend Uber die 1—4 B-glykosidisch
verknupften Zuckerderivate Hexuronsaure und D-Glucosamin aufgebaut wird. Die Seitengruppen sind
teilweise modifiziert und tragen zu einem hohen Anteil negativ geladene Sulfatgruppen. Das Heparin
ahnelt der in der Struktur der polyanionischen Nukleinsdure und interagiert mit einer Vielzahl von
Nukleinsaure-bindenden Proteinen. Die relativ unspezifische Wechselwirkung des Heparins Uber die
negativ geladenen Sulfatseitengruppen als Kationenaustauscher mit baschen Proteinen kann durch
Zugabe von Salz im Startpuffer minimiert werden. Daher empfiehlt es sich die maximal madgliche

Salzkonzentration im Startpuffer, die noch das Binden des aufzureinigenden Proteins an das Heparin
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ermdglicht, empirisch in einer Reihe zu ermitteln. Unter optimierten Bedingungen kann so eine hohe
Selektivitat und eine damit verbundenen hohe Aufldsung und Kapazitat erreicht werden. Die Elution
der gebundenen Proteine findet in einem linearen Salzgradienten von 0 — 500 mM KCI tber 10

Saulenvolumen statt, es werden mindestens 20 Fraktionen gesammelt.

3.6.5.3.2. Cibacron-Blau Trisacryl
Der polycyclische Farbstoff Cibacron™ Blau F3G-A weist eine Ahnlichkeit zu NAD* auf und bindet

eine Vielzahl von Enzymen biospezifisch, die eine Adenyl-gruppe als Cofaktor verwenden. Dartber
hinaus finden ionische und hydrophobe Interaktionen des anionischen, aromatischen Farbstoffs mit
Proteinen statt. Die biospezifische interagierenden Proteine kdnnen sauber in einem Salzgradienten
eluiert werden. Sollte das aufzureinigende Protein Uber einen weiten Bereich des Salzgradienten
eluieren, sind bei der nachsten Aufreinigung einige Modifizierungen durchzufihren. Das
Saulenmaterial darf dann nicht mehr vollstdndig gesaubert werden. Vielmehr werden die hydrophoben
Bindungsstellen mit Triton X100 und Rinderserumalbumin abgesattigt und nur die bei einem 2 M KCI

Waschschritt freigesetzten Bindungstellen fiir die Aufreinigung verwendet.

3.6.5.3.3. Weizen tRNA-Sepharose

An der Prozessierung von transfer Ribonukleinsduren beteiligten Enzyme weisen teilweise eine hohe
Substratspezifitat auf. Mit der Kopplung des naturlichen Liganden — der pflanzlichen tRNA an ein
aktiviertes S&ulenmaterial kann so eine sehr hohe Selektivitdt - insbesondere bei bereits stark
angereicherten Proteinfraktionen - erzielt werden.

10 mg Gesamt tRNA aus Weizen werden nach Herstellerangaben an eine vorgepackte 1 ml HiTrap
NHS-aktivierte Sepharose Saule 2 h bei 4 °C und 1 h bei RT gekoppelt. Anschlielend werden die
noch freien Bindungstellen mit Ethanolamin geblockt, die Saule ausgiebig gewaschen, bevor im
Chromatographie Startpuffer equilibiert wird. Eine so hergestellte tRNA-Sepharose Saule weist eine
Bindungskapazitat von ca. 1 mg Protein pro ml Sdulenvolumen auf und kann bei 4 °C fir 1 — 2 Monate
ohne merklichen Kapazitatsverlust gelagert werden. Die Elution der gebunden Proteine erfolgt in

einem Salzgradienten von 0 — 500 mM KCI in 10 Sdulenvolumina.

3.6.5.4. Gelfiltration mittels Superdex™ 200

Das Prinzip der Gelffiltration beruht in der Auftrennung eines Proteingemischs nach der GréRRe unter
isokratischen Elutionsbedingungen. Die Probe wird in einem Volumen, das maximal 5 % des
Saulenvolumens betragt, aufgetragen. Die Elution erfolgt mit einer konstanten Flussrate des
Gelffiltrationspuffers. Das Medium verflgt Gber kleine Poren und Nischen, in die kleine Proteine
leichter hineindiffundieren kdénnen und so retardiert werden. Makromolekile, die keine
Wechselwirkung mit dem Medium eingehen werden nach dem sogn. Totvolumen eluiert. Es folgen
Proteinaggregate, hochmolekulare bis hin zu niedermolekularen Proteinen. Fur I6sliche Proteine liegt
ein linearer Bezug zwischen Elutionsvolumen und dem Logarithmus der Masse vor, so dass neben
der praparativen chromatographischen Aufreinigung eine Molekulargewischtsbestimmung des
Proteins im nativen Zustand durchgefiihrt werden kann. Hierfir ist die Kalibrierung der verwendeten

Saule mit Standard-Eichproteinen von Vorteil.
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Die Gelfiltration wird im Rahmen dieser Arbeit mit HiLoad™ SuperdexTM 200 in einer vorgepackten XK
16/60 Saule mit einem Volumen von 120 ml durchgefuhrt. Superdex besteht aus einem Composite
aus quervernetzer Agarose und Dextran und =zeichnet sich durch ein herausragendes
chromatographisches Auflésungsvermoégen aus. Die PorengrofRe ist flir eine optimale Trennung von
Proteinen von 50 bis 200 kDa und die Porendichte fir die praparative Separierung eines
Proteingemischs ausgelegt. Die Durchfiihrung der Gelfiltration erfolgt nach Herstellerangaben bei
einer konstanten Flussrate von 1 ml/min. Das Totvolumen liegt bei ca. 35 ml, die Kalibrierung der
Saule erfolgt mit den Eichproteinen 3-Amylase (200 kDa, Vg=58 ml), Alkoholdehydrogenase (150 kDa,
Ve = 60 ml) und Rinderserumalbumin (68 kDa, Vg = 66 ml).

3.6.6 Konzentrationsbestimmung von Proteinen

3.6.6.1 Kolorische Bestimmung nach Bradford

Der Farbstoff Coomassie Brilliant Blau G-250 liegt wassriger, saurer Loésung in der rétlichen
protonierten Form mit einem Absorbtionsmaximum bei 465 nm vor. Bei Anwesenheit von Proteinen
wird der Farbstoff tGber polare und hydrophobe Wechelwirkungen mit Arginin sowie weniger stark mit
Lysin, Histidin und Phenylalanin gebunden und so in der deprotonierten, tief-blauen Form mit einem
Absorptionsmaximum bei 595 nm stabilisiert. Die Absorbtion bei 595 nm ist proportional der

zugegebenen Proteinmenge.

Bradford-Lésung

Serva Brilliant Blau G250 100 mg
Ethanol p.a. 50 ml
ortho-Phosphorsaure (85%) 100 ml
ddH,O ad 1000 ml

Der Farbstoff wird in Ethanol gel6st, durch Zugabe der Phosphorsaure in die protonierte Form
Uberfuhrt, mit ddH,O zum Endvolumen verdiinnt und 30 min bei RT gerihrt, bevor durch 2 Lagen
Filterpapier unldsliche Farbstoffriickstdnde abgetrennt werden. Die Bradford-Lésung ist unter
Lichtausschluss mehrere Monate bei RT lagerbar.

1 — 50 pl Proteinlésung werden mit 1 ml Bradford-Lésung durchmischt, 5 min bei RT inkubiert und die
Absorbtion Asgs gemessen. Die Kalibrierung erfolgt tiber die Zugabe von 1, 2, 4, 6, 8, 12, 16, 20 ug
BSA zu 1 ml Bradford-Lésung. Anhand der erstellten Kalibriergeraden kann Uber die ermittelte
Absorbtion die unbekannte Proteinmenge sowie Uber Verrechnung des eingesetzten Volumens die
Konzentration einer Proteinldsung bestimmt werden.

Die Vorteile der Bradford-Proteinbestimmung liegen in der hohen Sensitivitdt, der Unempfindlichkeit
gegen einer Vielzahl von Reduktionsmitteln, Salzen und Detergenzien und der einfachen, schnellen
praktischen Durchflihrung einer Messung. Der Nachteil der Methode liegt in der relativ hohen
Subjektivitdt der Messung, d.h. gleiche Mengen unterschiedlicher Proteine koénnen deutlich

verschiedene Absorptionen Asgs hervorrufen.
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3.6.6.2 UV-Spektrometrische Konzentrationsbestimmung

Proteine absorbieren UV-Licht von 280 nm hauptsachlich aufgrund der enthaltenenen aromatischen
Aminosauren Tryptophan, Tyrosin und in geringem Maly Phenylalanin. Die Ungenauigkeit und die
Storanfalligkeit der Messung sind sehr hoch, so dass diese Methode kaum noch fiir eine
Konzentrationsbestimmung einer Probe eingesetzt wird.

Die UV-Messung einer Proteinldsung erfolgt jedoch nach einem physikalischen Parameter — der
Absorption Aygy. Da die Proteinlésung weder in den Kontakt mit weiteren Reagenzien kommt, noch
durch die Messung verandert wird, kann eine UV-Messzelle zwischen einer Chromatographie-Saule
und einem Fraktionssammler geschaltet werden und Uber die kontinuierliche Messung Ayg ein

Elutionsprofil der Saule erstellt werden.

3.7. Uberexpression und Aufreinigung von rekombinanten
Proteinen
Sobald das gewinschte Protein in einer Datenbank identifiziert und vollstandig aufgefunden werden
kann, bietet die rekombinante Uberexpression die Mdglichkeit groRe Mengen des Proteins innerhalb
kurzer Zeit und geringem Zeitaufwand zu bilden. Die Aufreinigung des rekombinanten Proteins aus
einem heterologen oder homologen Zelllysats kann Uber eine kurze spezifische Aminosauresequenz,
die an den Amino- bzw. Carboxyterminus angehangt ist, deutlich erleichtert werden und erlaubt die
effiziente, hochspezifische affinitdtschromatographische Aufreinigung. Im Rahmen dieser Arbeit liegen
die rekombinanten Proteine mit einer Abfolge von sechs aufeinandefolgenden Histidinen am Amino-
bzw. Carboxyterminus vor, die eine hochspezifische Bindung an die Nickel-NTA-Agarose (Qiagen,
Hilden) ermdglicht.
Die rekombinante Uberexpression erfolgt mit Hilfe der RTS Plattform (Roche, Mannheim) und findet in
einem gekoppelten in vitro Transkriptions-, Translationssystems auf der Basis des E. coli und des
Weizenkeim Lysats statt. Bei den in vifro Systemen ist die Ausbeute entweder durch die zugegebenen
Edukte bzw. durch die gebildeten, hemmenden Nebenprodukte limitiert, so dass in einem
abeschlossenen System die in vitro Expression von Proteinen meist nach wenigen Stunden zum
erliegen kommt. Wird das Expressionsystem uber eine Dialysemebran mit einer Vorratslésung
gekoppelt, finden kontinuierlich die Lieferung von neuen Edukten und die Verdiunnung der
inhibierenden Nebenprodukte statt. Es resultieren bis zu finffach héhere Expressionszeiten und
-ausbeuten durch die sogn. CECF ("countnouious exchange cell free") Technologie.
Die codierende Sequenz fir das zu exprimierende Protein wird in einen passenden pIVEX
Uberexpressionsvektor kloniert, der unter der Kontrolle des T7 Promoters steht. Mit der im
Expressionssystem vorliegenden T7 RNA Polymerase wird daraus die Botenribonukleinsdure
trankribiert. In dem Lysat sind dartber hinaus keine weiteren endogenen mRNAs vorhanden, so dass
lediglich das gewiinschte Protein exprimiert wird. Durch Zugabe von [**S]-Methionin im
Reaktionsansatz lasst sich somit das rekombinante Protein spezifisch markieren und mittels

Fluorographie identifizieren.
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3.71. Uberexpression in dem E. coli RTS 100 Lysat
Die Durchfiihrung der Expression erfolgt nach Herstellerangaben mit dem RTS 100 HY und dem RTS
500 Kit (Roche, Mannheim).

3.7.2. Uberexpression in dem Weizenkeim RTS 100 CECF Lysat

Die Durchfiihrung der Expression erfolgt nach Herstellerangaben. Da im Rahmen dieser Arbeit kein
Proteomaster Instrument zur Verfiigung steht, werden die Reaktionskompartimente auf einen
Eppendorf-Inkubator befestigt und in einem Brutschrank bei 24 °C und 900 UpM schiitteln lassen. Der
Nachweis der exprimierten %3-Methionin markierten Proteine erfolgt Uber Fluorographie (Laskey und
Mills, 1979), so dass die Menge an eingesetztem %3-Metionin im Reaktionsansatz deutlich reduziert
werden kann. Die Reaktionslésungen fur einen Ansatz werden aus folgenden Komponenten

zusammengestellt:

Methionine-premix
5 pl methionin (gelb)
1yl **S-Methionin (15 uCi/ul, 400 Ci/mmol)
19 ul ddH,0

Feeding-mix
900 ul feeding (schwarz)
80 pl aminoacids (braun)
20 plI methionine-mix

reaction-premix
15 ul reaction (grin)
4 yl aminoacids (braun)
1 upl  methionine-mix
15 ul wheat germ lysate (rot)

reaction-mix
15 ul ddH,O mit 2 ug Plasmid DNA
35 I reaction-premix

Zuerst wird der Feeding-mix in das Vorratsgefal® und dann der reaction-mix auf die Dialysemembran
(mit rotem Ring gekennzeichnet) des Reaktionskompartiments gegeben, das dann mit Parafiim
verschlossen und fir 24 h bei 24 °C und 900 UpM geschiittelt wird. Zur Kontrolle der erfolgreichen
Expression werden 4 pl Reaktionsmischung auf einem SDS-Proteingel aufgetrennt, dann mit einer
Coomassie-Farbung visualisiert und Uber Fluorographie analysiert.

Sollen die exprimierten Proteine Uber Metallchelat-Afffinitdtschromatographie an Nickel-NTA-Agarose
aufgereinigt werden, kann es hilfreich sein, die Anwesenheit des Histidin-Tags mit Hilfe von Anti-His
Antikérpern, die eine Abfolge von mind. 4 Histidinen als Epitop erkennen, in einem immunologischen

Nachweis zu bestatigen.

3.7.3. Aufreingung von rekombinanten Proteinen mit dem Histidin-Tag uber
Ni-NTA Agarose

Rekombinante Proteine mit der Abfolge von 4 — 8 Histidinen am Amino- bzw. Carboxyterminus
kénnen hochspezifisch Uber die Metallchelat-Affinitatschromatographie an Nickel-NTA-Agarose

aufgereinigt werden. Ni**-lonen werden von dem vierzahnigen Liganden Nitrilo-triaceto an Agarose



Methoden 56

immobiliert und verfigen jeweils Uber 2 freie Bindungsstellen fir die reversible Bindung des
unprotonierten Imidazolstickstoffs der Histidinaminosaure. Die Spezifitdt wird durch die Bindung von 4
— 8 konsekutiven Histidinen an 2 — 4 benachbarte Ni2+—BindungssteIIen erreicht. Im Rahmen dieser
Arbeit wird die Bindungs-, Wasch- und Elutionsstringenz tber den Affinitatsliganden Imidazol im
Chromatographiepuffer bestimmt.

Chromatographiepuffer
10mM Tris-Cl, pH 7.5
200 mM NacCl
3mM MgCl,
0.5 % Triton X-100

Der Bindungspuffer enthalt zusatzlich 2 bis 5 mM Imidazol, so dass eine unspezifische Bindung von
Proteinen Uber ein bis zwei rdumlich nahe liegende Histidine bzw. Trypthophane weitgehend
unterbunden wird. Der Waschpuffer enthdlt 20 mM Imidazol, so dass unspezifisch gebundene
Proteine von der Ni-NTA-Agarose ausgewaschen werden. Die gebundenen His-getaggten werden
anschliefiend im Elutionspuffer mit 500 mM Imidazol eluiert.

Der Weizenkeim RTS 100 CECF Reaktionsansatz wird mit 5 Vol Bindungspuffer verdiinnt und mit
20 pl aquilibrierte Ni-NTA-Agarose bei 4 °C fir 2 h kontinuierlich durchmischt. Die Ni-NTA-Agarose
wird durch Zentrifugation (Tischzentrifuge, 15 s) sedimentiert und der Uberstand vorsichtig
abgehoben. Nach zwei 5 minutigen Waschschritten mit 200 pyl Waschpuffer werden die gebundenen
His-getaggten Proteine mit zweimal 20 pl Elutionspuffer von der Ni-NTA-Agarose abgeldst und der

Uberstand nach Zentrifugation fiir weitere Charakterisierungen verwendet.

3.8. Datenbank-basierende Sequenzanalysen

3.8.1. BLAST-basierende Sequenzhomologie-Suchen

Die Datenbank-basierende Suche nach homologen Sequenzen ist taglicher Bestandteil bei der
Planung von Experimenten. Zum einen kénnen Uber den BLAST Algorithmus die zu einer
Sequenzanfrage homologe Sequenzbereiche aufgezeigt werden. Sequenzhomologien kdénnen
zwischen Nukleinsauren (blastn) und Proteinen (blastp) aufgezeigt werden.

Eukaryontische Gene sind oftmals diskontinuierlich, und die Vorhersage der Exon-Intron-Struktur fur
die Auffindung des korrekten offenen Leserasters (ORF: open reading frame) ist derzeit nur teilweise
moglich. Daher empfiehlt es sich die Blast-Suchen mit einer Proteinanfrage ebenfalls gegen
Nukleotidsequenzen, in die alle sechs moglichen Leseraster gelegt werden, durchzufiihren (tblastn).
Die Vielzahl der sequenzierten cDNA Genbénke, sowie die Fille der Daten aus expressed sequence
tags (EST) Projekten beinhalten oftmals zuséatzliche Informationen fir die korrekte Annotation eines

Proteins.

3.8.2. Alignment multipler Sequenzen
Fir eine Enzymfamilie lasst sich oftmals eine Vielzahl von Proteinsequenzen aus verschiedenen
Organismen aufzeigen, die zueinander homologe Bereiche aufweisen. Multiple Sequenzalignments

lassen hierfir sich mit dem Programm Clustal W (Thompson et al., 1994) erstellen. Eine einfache
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Handhabung der Proteinsequenzen und graphische Darstellung der Ergebnisse erfolgt innerhalb des

Programmpakets Bioedit (http://www.mbio.ncsu.edu/Bioedit/bioedit.html).

3.8.3. Sequenzmotiv-Suche

Proteine aus einer Enzymfamilie kdénnen sich teilweise sehr stark in der Aminosduresequenz
unterscheiden und bendtigen bei einer ahnlichen Faltungsstruktur nur wenige Kkonservierte
Aminosauren am aktiven Zentrum, um die gleiche enzymatische Aktivitdt auszulben. Derartige
unbekannte Enzyme kdnnen nicht Uber den einfachen Blast Algorithmus aufgefunden werden. Eine
direkte Sequenzmotiv-Suche kann tber das Programm "Fuzzpro" aus dem Softwarepaket EMBOSS

(http://emboss.sourceforge.net/) durchgefiihrt werden. Die zu durchsuchenden Proteindatenbank

muissen hierflr lokal als fasta-Datei vorliegen. Eine Sequenzmotiv-Suche gegen die Arabidopsis
annotierten offene Leseraster kann Uber die Webseite

http://mips.gsf.de/proj/thal/db/search/search _frame.html des Mdinchner Infromationszentrums flr

Proteinsequenzen (MIPS) sowie Uber http://www.arabidopsis.org/cgi-bin/patmatch/nph-patmatch.pl von

"The Arabidopsis Information Resource: TAIR" durchgefiihrt werden.

3.8.4. Computer-unterstitzte Sequenzanalyse

DNA-Sequenzen kénnen mit dem Softwarepaket pDRAW (http://www.acaclone.com/) einfach und

effizient in silico anlysiert werden. Wichtige und im Rahmen dieser Arbeit verwendete Funktionen
werden im Folgenden kurz zusammengefasst. DNA Sequenzen kdnnen nach Anwesenheit von
offenen Leserastern und Restriktionsschnittstellen untersucht werden und Uber die Auswahl von
geeigneten Restriktionsstellen in silico in Vektoren kloniert werden. Ferner kann eine Sammlung von
Startsequenzen erstellt werden, flir die eine Bindungsanalyse mit Berechnung der Schmelztemperatur

und der optimalen PCR-Hybridisierungstemperatur durchgefiihrt wird.
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4. Ergebnisse
In dieser Arbeitsgruppe ist die erste pflanzliche, kerncodierte, intronhaltige transfer Ribonukleinsaure
kloniert worden, die fir eine funktionelle Nicotiana tRNA™" codiert (Stange und Beier, 1986). In den

Tyr

darauffolgenden Jahren konnten intronhaltige pre-tRNA™”" in den Kerngenomen von Arabidopsis

thaliana (Beier et al., 1991), Nicotiana tabacum (Fuchs et al., 1992), Triticum aestivum (Arends et al.,

Met

1996) sowie intronhaltige Elongator pre-tRNA™ in Arabidopsis thaliana, Nicotiana tabacum, Oryza
sativa, Pisum sativum, Gingko biloba (Akama und Kashihara, 1996) als Vertreter hoherer Pflanzen
aufgefunden und kloniert werden. Die Transkription der intronhaltigen Vorlaufer-tRNA erfolgte zumeist
in dem heterologen HelLa Kernextrakt und die Prozessierung im Weizenkeimextrakt (Stange und Beier
1987; Stange et al.,, 1988). Leider erwiesen sich die Weizenkeime fur die Herstellung eines RNA
Polymerase llI-Transkriptionsextrakts als ungeeignet (Furter und Hall, 1991). Erst mit der Etablierung
eines Kernextrakts aus Tabak BY-2 Zellen fur die Transkription von RNA Polymerase Il Genen (Fan
und Sugiura, 1995), konnte ebenfalls die Transkription und Reifung von intronhaltiger Vorlaufer tRNA
in einem homologen Nicotiana Kernextrakt untersucht werden (Yukawa et al., 2001). Alle bisher
erbrachten Ergebnisse in Bezug auf Transkription und Reifung von intronhaltigen Vorlaufer-tRNAs
wurden im analytischen Mal3stab durchgefihrt (van Tol et al., 1987; Stange et al. 1991; 1992; Beier et

al., 1991; Akama et al., 2000b).

4.1. Etablierung der Enzymnachweismethoden

Der Aufbau eines reproduzierbaren, quantifizierbaren und leicht analysierbaren Nachweissystems ist
fur die chromatographische Enzymaufreinigung eine essentielle Voraussetzung. Das Substrat sollte
dabei einfach und in grolen Mengen zuganglich sein. Daher werden die in dieser Arbeitsgruppe
ausgearbeiteten Nachweissysteme fur die tRNA Endonuklease und tRNA Ligase Aktivitat in Hinblick

auf die Durchflihrung einer chromatographischen Enzymaufreinigung optimiert.

411. Synthese von tRNA Substraten fir die SpleiRreaktion

Als Substrate fir die Durchfliihrung von tRNA SpleiRexperimenten wurden die intronhaltigen pre-
tRNAs™" aus Arabidopsis thaliana und Nicotiana tabacum gewahlt, fiir die eine effiziente Intron-
Exzision bereits aufgezeigt werden konnte. Die klonierten Gene AtY5II (Stange et al., 1991) und NtY9
(Fuchs et al., 1992) erlauben die effiziente Transkripton im HelLa-Kernextrakt und liegen zudem als
Subklone unter der Kontrolle des T7-Promoters und mit einer BstNl Schnittstelle nach der
Diskriminatorbase versehen vor (AtY5Il-T7 und NtY9-T7).

4.1.1.1. Transkription von Vorlaufer tRNAs im HelLa Kernextrakt

In einer praparativen Transkription im HeLa Kernextrakt bei 2 mM MgCl, mit der Plasmid DNA pAtY5l|
als Matrize kénnen ca. 500.000 cpm (400 fmol) Vorldufer tRNA synthetisiert werden. Nach 60 min wird
durch MgCl, Zugabe die Mgz+-Konzentration auf 6 mM angehoben und nach Supplementierung mit
4 yl Weizenkeim S100 Extrakt fur weitere 60 min inkubiert. Dabei findet eine Umsetzung zur

intronhaltigen pre-tRNA in einer Ausbeute von ca. 60 % statt. Nach Separation in einem 8 %
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denaturierenden Polyacrylamid Gel wird das Gelstick mit der intronhaltigen pre-tRNA ausgeschnitten

und das enthaltene Transkript Gber Diffusionselution zuriickgewonnen (Abbildung 9).
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Abbildung 9. Transkription und Prozessierung der Arabidopsis pre-tRNATyr im heterologen
HeLa Kernextrakt und im Weizenkeimextrakt

(A) Die Sequenz und Sekundarstruktur des Vorlaufertranskripts von AtY5II ist wiedergegeben. Pfeile
zeigen die Schnittstellen fur die Hydrolyse durch die RNase P, tRNase Z und die tRNA
SpleiRendonuklease auf. Die Lange der zu erwartenden Einzelfragmente ist angegeben.

(B) Die praparativen HeLa Transkriptionsansatze werden bei 30 °C fir 60 min inkubiert. Anschlie3end
erhoht man die Mg2+ Konzentration auf 6 mM und supplementiert mit der angegebenen Menge an
Weizenkeim S100 Extrakt. Nach Inkubation bei 30 °C fir die angegebene Zeit werden die Ansatze
phenolisiert, prazipitiert und in einem 10 % denaturierenden Polyacrylamidgel aufgetrennt. Die
Ribonukleinsauren werden Uber Autoradiographie visualisiert.

Bei der heterologen Transkription im HelLa Kernextrakt mit der Plasmid DNA AtY5Il als Matrize wird
hauptsachlich die 116 nt lange Vorlaufer tRNA gebildet. Nach Supplementierung mit Mg2+ ad 6 mM
und Zugabe von 2 - 4 pyl Weizenkeim S100 Extrakt wird bei 30 °C fir die angegebene Zeit inkubiert
(Abbildung 9). Dabei werden sowohl die 5°- und 3’-Flanke prozessiert, die CCA-Sequenz an das

3’-Ende angehangt und in geringem Mal das Intron gespleilt.

4.1.1.3. Analytische Spleireaktion mit HeLa- und T7-transkribierten pre-
tRNAs

Die mittels HeLa- bzw. T7 RNA Polymerase transkribierten pre-tRNAs kénnen fiir eine analytische
SpleilRreaktion mit dem Weizenkeimextrakt eingesetzt werden. Ziel dieser Versuchsreihe ist es, das
Spleilken von T7-transkribierter, intronhaltiger pre-tRNA zu etablieren, um so Substrate flir den
Endonuklease-Nachweis einfach und in grol3er Menge synthetisieren zu kénnen. Hierfir werden die
pre-tRNA  Transkripte aus den praparativen Polyacrylamidgelen dber Diffusionselution
zurickgewonnen und fir analytische Spleilansatze eingesetzt. Die Analyse der Splei3produkte findet

in denaturierenden Polyacrylamidgelen Gber Autoradiographie statt (Abbildung 10).
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Sowohl die HelLa wie auch die T7 transkribierte pre-tRNA werden effizient im Weizenkeim S23 Extrakt
prozessiert. Aufgrund der im Weizenkeimextrakt enthaltenen Nukleasen wird das entstehende Intron
hydrolysiert und kann in dem Polyarylamidgel nicht aufgezeigt werden. Da kein Unterschied in der
Spleileffizienz fur die HeLa und die T7 transkribierten pre-tRNAs aufgefunden werden konnte, wird fir
die folgenden Experimente ausschlielRlich mittels T7 RNA Polymerase transkribierte, intronhaltige pre-
tRNA verwendet.

4.1.2. Synthese von tRNA Halften fir den Ligase-Aktivitatsnachweis

tRNA Halften kdnnen zum einen aus pflanzlichen intronhaltigen pre-tRNAs Uber die Spleifreaktion mit
angereicherten Endonukleasepraparationen aus Weizenkeimextrakten gebildet werden. Fir eine
einfache und effiziente Synthese wird im Rahmen dieser Arbeit die Hydrolyse einer chimaren

pre-tRNA mit der Methanocaldococcus jannaschii tRNA Endonuklease etabliert.

4.1.2.1. Konstruktion der Archeuka pre tDNA

Die Archaea tRNA Endonukleasen erkennen ihre Substrate iber das Schleifen-Helix-Schleifen Motif
("bulge-helix-bulge") unabhangig von der maturen Domane bzw. der Sekundarstruktur des Introns von
der pre-tRNA (Diener and Moore, 1998; Marck und Grosjean, 2003). Daher wurde auf der Basis der
pre—tRNATyr aus Nicotiana tabacum eine chimare pre-tRNA konstruiert, die die mature Domane der
pflanzlichen tRNA™ und das "bulge-helix-bulge" Motiv im Anticodonstamm aufweist.

Ausgehend von dem 7.5 kb EcoRI Fragments mit dem codierenden Abschnitt fir NtY9 (Fuchs et al.,
1992) wurde liber PCR ein Subklon synthetisiert, dessen fiir tRNA™" codierender Abschnitt unter die
Kontrolle des T7 Promotors gelegt wurde. Zudem wurde nach der Diskriminatorbase die
Erkennungssequenz fir die Restriktionsendonuklease BsiNI eingefliigt, so dass die "run off"

Transkription der tRNA mit dem funktionellen CCA endet. Fir eine effiziente Initiation der
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T7 Transkription wurde das erste C-G Basenpaar im Akzeptorstamm zu einem G-C Basenpaar
ausgetauscht. Dieser Subklon wird als NtY9-T7 (Junker, 1999) bezeichnet (Abbildung 11). Die
Anticodonschleife ist der empfindlichste Bereich fiir die autolytische Hydrolyse der pre-tRNA, die es
nach Mdglichkeit bei den in vitro Spleilexperimenten zu unterdriicken gilt. Daher wurde die Original
Anticodonschleife mit 8 nt gegen die stabile Tetraschleife (Cheong et al., 1990) ausgetauscht (NtY9-
T7 M1; Englert, 2001). Nach dem Protokoll fiir die "Ex-site" Mutagenese der Firma Stratagene wurde
im Rahmen dieser Arbeit Uber inverse PCR Deoxyoligonukloetid-gerichtet die Mutation zu der
Archeuka pre-tDNA durchgefuhrt. Dabei amplifiziert man Uber PCR eine lineare Plasmid DNA mit
pNtY9-T7 M1 als Matrize. Die erfolgreiche PCR wird Uber ein analytisches Agarosegel Uberpruft. Nach
Aufreinigung des PCR Ansatzes wird mit der Polynukleotidkinase phosphoryliert und mit der T4 DNA
Ligase bei 14 °C (N ligiert. Die tGber PCR synthetisierte und enzymatisch zirkularisierte Plasmid DNA
wird Uber die Restriktionshydrolyse mit Dpnl von verbliebener Matrizen DNA befreit und sodann fur die
Transformation durch Elektroporation verwendet. Die erfolgreiche Durchfihrung der Mutagenese wird
durch DNA Sequenzanalyse bestatigt (Abbildung 11).
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Abbildung 11. Sekundarstruktur intronhaltiger pre-tRNATyr aus Nicotiana tabacum und der
abgeleiteten Archeuka pre-tRNA
Die tRNA Splei’stellen sind mit Pfeilen aufgezeigt. Das Anticodon ist mit Punkten hervorgehoben.

4.1.2.2. Klonierung, rekombinante Expression und Aufreinigung der tRNA

SpleiBRendonuklease aus Methanocaldococcus jannaschii

In einer Datenbanksuche des sequenzierten Genoms von Methanocaldococcus jannaschii (Bult et al.,
1996) konnte ein offenes Leseraster aufgefunden werden, das fir ein Protein mit 179 Aminosauren
codiert und eine Homologie zum S. cerevisiae Sen44 und zur H. volcanii tRNA Endonuklease von 21
% und 30 % aufweist (Lykke-Andersen und Garrett, 1997).

Im Rahmen dieser Arbeit wurde der codierende Bereich Uber PCR aus genomischer
Methanocaldococcus DNA mit Startsequenzen, die die Restriktionsschnittstellen Ncol und BamH| am
amino- und carboxy-Teminus einfigen, amplifiziert und in die Proteinliberexpressionsvektoren
pIVEX 2.4c und pIVEX WG 1.4 fir die Expression eines Fusionsproteins mit einem amino-terminalen

Histidin-tag kloniert.
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BamHI - 3811 - G'GATC_C

Ncol - 3251 - C'CATG_G

pIVEX 2.4¢

pIVEXWG 1.4

pBR322/
Hpal

Abbildung 12. Klonierung der M. jannaschii RNA SpleiBendonuklease

(A) PCR Ampilifizierung des codierenden Abschnitts fir die RNA SpleiRendonuklease aus
genomischer Methanocaldococcus DNA. Sowohl mit der Pfu, wie auch mit der Tag DNA Polymerase
konnte der codierende Abschnitt amplifiziert werden.

(B) Nach Restriktionshydrolyse sowohl der Plasmid DNAs pIVEX 2.4c und pIVEX WG 1.4, wie auch
der PCR Fragmente mit Ncol und BamH|l werden die DNA Fragmente in einem préaparativen
Agarosegel aufgereinigt und fiir Ligationsansatze verwendet. Von Kolonien wurde eine Plasmid Mini
Praparation durchgeflhrt und eine analytische Restriktionshydrolyse mit Ncol und BamHI
durchgefihrt und die erhaltenen Produkte in einem analytischen Agarosegel aufgetrennt.

(C) Der Plot des Klons der Methanocaldococcus Spleifiendonuklease in pIVEX WG 1.4 ist zusammen
mit den Restriktionsschnittstellen Ncol und BamH| wiedergegeben.

3151 TACTCCCCCA CAACAGCTTG TCGAACCATG TCTGGTTCTC ATCATCATCA
H H H H

3201
H H pIVEX WG 1.4

NcolI
3251 |CCATGGTGAG AGATAAAATG GGCAAAAAAA TAACTGGATT GTTGGATGGA
M V R D K M G K K I T G L L D G

3301 GATAGAGTTA TAGTGTTTGA CAAAAATGGG ATATCTAAGT TATCAGCAAG
D R VvV I v F D K N G I S K L S A R

3351 GCATTATGGA AATGTTGAAG GGAATTTTTT ATCTCTATCT TTAGTTGAAG
H Y G N V E G N F L S L S L vV E A

3401 CCCTCTATTT GATAAATTTA GGATGGTTGG AAGTGAAATA TAAAGATAAC
L Y L I N L G W L E vV K Y K D N

3451 AAACCTCTAA GTTTTGAAGA ACTATATGAA TATGCGAGAA ATGTTGAAGA
K P L S F E E L Y E Y A R N vV E E

3501 AAGACTATGT TTAAAATATT TAGTTTATAA GGATTTAAGA ACAAGAGGTT
R L C L K Y L vV Y K D L R T R G Y

3551 ATATAGTAAA GACTGGTTTG AAGTATGGGG CTGATTTTAG GCTTTATGAG
I VvV K T G L K Y G A D F R L Y E

3601 AGGGGAGCTA ACATAGATAA AGAACACTCT GTTTATTTGG TTAAGGTATT
R G A N I D K E H S v Y L V K Vv F

3651 TCCTGAAGAT AGCTCTTTTC TATTAAGTGA GCTAACTGGG TTTGTTAGGG
P E D S S F L L S E L T G F V R V

3701 TTGCTCACTC AGTTAGAAAA AAATTACTCA TAGCAATCGT TGATGCAGAT
A H S V. R K K L L I A I V D A D

3751 GGGGATATTG TCTATTATAA CATGACCTAT GTAAAACCAT AAAATTAAAA
G D I V Y Y N M T Y v K P *

BamHI
3801 ATTTTTGGA|G GATCC

Abbildung 13. Ausschnitt der Methanocaldococcus SpleiBendonulease in pIVEX WG 1.4
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Die Uberexpression der Methanocaldococcus RNA Spleiendonuklease findet standardmaRig im RTS
100 WG CECF Kit (Roche, Mannheim), und die Aufreinigung Uber Metallchelat-
Affinitdtschromatographie an Ni-NTA Agarose unter nativen Bedingungen statt. Aus einem 50 pl
Reaktionsansatz lassen sich ca. 20 ug aufgereinigte M. jannaschii tRNA Endonuklease gewinnen, die
fur praparative in vitro Spleilreaktionen mit der Archeuka pre-tRNA eingesetzt werden konnen
(Abbildung 14).

Abbildung 14. Uberexpression und Aufreinigung der

A B rekombinanten M. jannaschii tRNA Endonuklease
200 (A) Die Uberexpression der M. jannaschii RNA
125— Spleilendonuklease wird mit dem RTS 100 WG CECF Kit
72— R (Roche, Mannheim) nach Herstellerangaben in Anwesenheit
3 = von 0.07 mM Methionin und 0.03 pCi/ul [**S]-Methionin
50— - durchgefihrt. Je 2 pl Reaktionsmischung vor (T) und nach
- dem Binden (Fl) an die Ni-NTA Agarose, sowie je 1/10 der

letzten Waschfraktion (W) wund den ersten beiden

30— - Elutionsfraktionen (E1,E2) werden in einem 125 %
ff Polyacrylamidgel / 0.1 % SDS aufgetrennt und anschlief3end
= = - mit Coomassie Blau gefarbt.

1 g — —— e — (B) Das Coomassie Blau gefarbte Gel wird anschlieRend fiir

die Fluorographie nach Laskey und Mills (1975) vorbereitet.
-— Das getrocknete Gel wird fir die Exposition eines
T A WEE T A W E1E2 Roéntgenfilms bei —80 °C fur 14 h verwendet.

4.1.2.3. Praparative Hydrolyse der Archeuka pre tRNA zu tRNA Halften

Der Nachweis daflir, ein enzymatisch aktives Protein der M. jannaschii RNA SpleiRendonuklease
Uberexprimiert und aufgereinigt und eine funktionsfahige chimare pre-tRNA konstruiert zu haben, kann
nur Uber Spleilreaktionen mit den oben aufgefiihrten Komponenten erbracht werden. Die Puffer- und
Inkubationsbedingungen orientieren sich hierbei an bereits veroffentlichte Hydrolyseexperimente mit
der M. jannaschii Endononuklease (Lykke-Andersen und Garrett, 1997). Im Rahmen dieser Arbeit wird
der Schwerpunkt auf eine mdglichst quantitative Hydrolyse des Substrats unter schonenden

Bedingungen gelegt (Abbildung 15).

37 °C 50 °C 65 °C
10 30 10 30 10 30 min

D GRS WS S — pre-tRNA (97 nt)

Abbildung. 15. Hydrolyse der Archeuka pre-tRNA (s. Abb.
11) mit der rekombinanten M. jannaschii tRNA
Endonuklease
— Zur Auffindung der optimalen Reaktionsparameter wurden
3 pmol Archeuka pre-tRNA in einem analytischen Spleillansatz
bei der angegebenen Temperatur jeweils fir 10 bzw. 30 min
BES S 3 Halfte (39 nt) inkubiert.

— — 5 Hlfte (37 nt)

S— == —lineares Intron (21 nt)

Das Temperaturoptimum fiir die M. jannaschii Endonukease wurde auf 65 °C ermittelt, wobei hohere

Temperaturen aufgrund der autolytischen Hydrolyse der Substrate in Anwesenheit von 10 mM Mg2+
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ausgeschlossen werden mussen (Abbildung 15). Bei Temperaturen bis 50 °C ist keine
Zeitabhangigkeit der Hydrolyse zu erkennen. Vermutlich bleiben die gebildeten tRNA Halften noch an
das Enzym gebunden, so dass kein mehrfacher Umsatz mdglich ist ("single turn over").

Fir die quantitative, praparative Hydrolyse der Archeuka pre-tRNA wird daher das T7 Transkript
(10 - 50 pmol) mit 1 — 3 uyg M. jannaschii RNA Spleillendonuklease bei 65 °C fur 10 min inkubiert.

4.1.3. Rekombinante Expression und Aufreinigung der tRNA Ligase aus
Saccharomyces cerevisiae

Bisher sind lediglich die Gene fir die tRNA Ligase aus der Hefe und naher verwandter Organismen
bekannt. Die Hefe tRNA Ligase konnte von der Arbeitsgruppe von Prof. Abelson chromatographisch
Uber 5 Stufen aufgereinigt und Uber eine aminoterminale Proteinsequenzierung charakterisiert
werden. Uber ein Hybridisierungsexperiment von einer genomischen DNA Genbank im A-Phagen mit
DNA Sonden, die von der aminoterminalen Proteinsequenz abgeleitet wurden, konnte der
genomische Abschnitt fur die tRNA Ligase identifiziert werden (Phizicky et al., 1986). Die tRNA Ligase
aus S. cerevisiae wurde rekombinant in E. coli Uberexprimiert (Xu et al., 1990a; Sawaya et al., 2003)
und fir enzymatische Studien verwendet (Apostol ef al., 1991; Westaway et al., 1993; Sawaya et al.,
2003). Von Prof. C. Greer (Irvine, CA) konnte das Plasmid pDAKC mit der codierenden Sequenz fur
die tRNA Ligase aus S. cerevisiae erhalten werden. Mittels PCR und Startsequenzen, die am amino-
Terminus eine Ncol Schnittstelle und die am carboxy-Terminus eine Sall Schnittstelle nach dem
natirlichen Translationsterminationsignal einfigen, wurde die codierende Sequenz amplifiziert und in
die Ncol/Sall-hydrolysierte Plasmid DNA pIVEX 2.4c¢ und pIVEX WG 1.4 kloniert. Die Expression
erfolgt im E. coli RTS 100 und im Weizenkeim RTS 100 WG CECF und liefert die rekombinante Hefe
tRNA Ligase mit einem amino-terminalen Histidin-Tag fir eine konsekutive Aufreinigung an Ni-NTA
Agarose (Abbildung 16). Analog wurde ein PCR Fragment fiir die Klonierung tber Ncol und Xhol
amplifiziert, das am carboxy-Terminus das natlrliche Translationterminationssignal entfernt und eine
Klonierung im Leseraster fir einen carboxyterminalen Histidin-Tag im pIVEX WG 1.3 Plasmid
ermaoglicht.

Die Expression im E. coli RTS 100 und RTS 100 WG CECF erfolgt nach Herstellerangaben (Englert
und Beier, 2004; Abbildung 16.).
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Abbildung 16. Uberexpression und Aufreinigung der Hefe tRNA Ligase im RTS System

(A) Das Hefe tRNA Ligase Protein wird im E. coli RTS 100 Kit mit dem Plasmid der Hefe tRNA Ligase
im plVEX 2.4c Uberexprimiert. Zu den Zeitwerten von 1, 2 und 3 h wurden Aliquote von 5 ul
entnommen und in einem 10 % Polyacrylamidgel / 0.1 % SDS aufgetrennt. Es ist das Fluorogramm
der Uber den Einbau von [358]-markierten Polypeptidketten zu sehen. Neben dem VolllAngenprotein
von ~ 95 kDa (*) werden zahlreiche Fragmente gebildet.

(B/C) Das Hefe tRNA Ligase Protein wird im RTS 100 WG CECF Kit mit dem Plasmid der Hefe tRNA
Ligase im pIVEX WG 1.4 (B) und pIVEX WG 1.3 (C) Uberexprimiert. Nach Inkubation bei 24 °C fir
24 h werden 3 pl Gesamtreaktionsmischung (T), sowie der Uberstand (S) und das Sediment (P) nach
einer Zentrifugation bei 25 000 g fur 10 min (Biofuge, 17000 UpM, 4 °C) in einem 10 %
Polyacrylamidgel / 0.1 % SDS aufgetrennt, mit Coomassie Blau gefarbt und fur die Fluorographie
vorbereitet (Laskey und Mills, 1975).

(D) Metallchelat-Affinitatschromatographische Aufreinigung der im Ansatz (B) Uberexprimierten Hefe
tRNA Ligase an Ni-NTA Agarose. 20 ul Uberstand der Reaktionsmischung nach Zentrifugation werden
an 10 pl Ni-NTA Agarose chromatographisch aufgereinigt. Je 1 yl vor (S) und 2 pl nach (Fl) der
Bindung an Ni-NTA Agarose, sowie 1/10 der ersten Elutionsfraktion mit 500 mM Imidazol werden in
einem 10 % Polyacrylamid /0.1 % SDS aufgetrennt.

Die Gesamtausbeute im E. coli RTS 100 ist niedrig und zudem werden — wie bei der Uberexpression
in E. coli Zellen — viele kleinere Proteinfragmente neben dem Vollldngenprotein gebildet (Abbildung
16A). Lediglich im Weizenkeim-basierenden Expressionssystem (RTS 100 WG CECF) konnte
genigend Hefe tRNA Ligase Protein in I6slicher Form fur eine konsekutive Aufreinigung an Ni-NTA
Agarose und fur enzymatische Studien gewonnen werden (Englert und Beier, 2004). Als
Degradationsprodukt wird hauptsachlich ein 40 kDa Fragment gebildet. Bei der Uberexpression der
Hefe tRNA Ligase mit einem amino-terminalen Histidin-Tag konnte Uber Western Blot und
immunologischem Nachweis mit Anti-His Antikérpern gezeigt werden, dass bei dem 40 kDa Fragment
ein intakter Aminoterminus vorliegt (ohne Abbildung). Vermutlich liegt nach der
Adenylyltransferasedomane ein hydrolyseempfindlicher Teil in dem Hefe tRNA Ligase Protein, so
dass eine Degradation des Proteins erfolgen kann (Sawaya et al., 2003).

414. Ligation von tRNA Halften mit der Hefe tRNA Ligase

Der Aufbau eines Nachweissystems fiir die RNA Ligaseaktivitat aus Hefe und Pflanzen gestaltet sich
etwas aufwendiger. Die Hefe tRNA Ligase verknipft mit hoher Spezifitat tRNA Halften, die ein 2°,3"-
Cyclophosphat an der 5°-Halfte und ein 5°-Hydroxyl oder 5°-Phosphat an der 3’-tRNA Halfte
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aufweisen. Daher verwendete die Arbeitsgruppe von Prof. Abelson tRNA-Halften, die aus der
Hydrolyse von intronhaltigen pre-tRNAs mit stark angereicherten Hefe tRNA Endonuklease Fraktionen
erzeugt wurden (Phizicky et al., 1986; Peebles et al., 1983). Die Weizen tRNA Ligaseaktivitat wurde
anhand der Zirkularisierung eines artifiziellen Substrats, das aus der RNase T1 Hydrolyse der TMV
RNA mit einem 5’-Hydroxyl und einem 2°,3"-Cyclophosphat erzeugt wurde, entdeckt (Konarska et al.,
1981). Auch in der Arbeitsgruppe von Prof. Hurwitz ist ein artifizielles Substrat mit einem 5°-Phosphat,
bzw. 5’-Hydroxyl und einem 2°,3"-Cyclophosphat fir die chromatographische Anreicherung der
Weizen RNA Ligaseaktivitat verwendet worden (Furneaux et al., 1983; Pick und Hurwitz, 1986).

Im Rahmen dieser Arbeit wird die Weizen tRNA Endonuklease Aktivitédt charakterisiert und fur die
praparative Hydrolyse von pflanzlichen pre-tRNAs fir den Ligaseaktivitdtsnachweis angereichert. Zum
anderen werden die mit der M. jannaschii Endonuklease generierten Archeuka tRNA-Halften fur den

RNA Ligaseaktivitatsnachweis eingesetzt (Abbildung 17).

A B
a b c d
S e s e — pre-tRNA (97 nt) —
—_ —mature tRNA —— s e s s S
(76 nt)

3" Halfte (39 nt}—
5" Halfte (37 nt) |

n

i"
)
[
I
i
i

lineares INtron —f s« «

5 10 15 15min __(21nt)
zirkulares Intron—

0 2 5 10 15 20 30 min

Abbildung 17. Ligaseaktivitatsnachweis der rekombinanten Hefe tRNA Ligase mit pflanzlichen
und Archeuka tRNA-Hilften

(A) 40 fmol pflanzliche pre-tRNA N9T7 M1 werden in 20 pl Spleil3puffer mit 2 pl Weizen tRNA
Endonuklease angereichterter Fraktion bei 37 °C fur 30 min inkubiert, anschlielend werden die
Ansatze a — ¢ mit 50 ng Hefe tRNA Ligase supplementiert und zu den angegebenen Zeitwerten
abgestoppt. Ansatz d wird nicht supplementiert und dient als Negativkontrolle. Nach Phenolisierung
und Ethanolfallung wurden die RNA Produkte in einem denaturierendem 13 % Polyacrylamidgel
aufgetrennt und Uber Autoradiographie visualisiert.

(B) 400 fmol aufgereinigte Archeuka pre tRNA Halften wurden in 100 pl SpleiRpuffer mit 100 ng Hefe
tRNA Ligase inkubiert und zu den angegebenen Zeitwerten jeweils 10 yl fur die elektrophoretische
Analyse in einem 13 % denaturierenden Polyacrylamidgel entnommen.

Lediglich mit den Archeuka tRNA Halften ist genligend Substrat fur eine Quantifizierung der Hefe
tRNA Ligaseaktivitdt vorhanden (Abbildung 17). Die M. jannaschii RNA Endonuklease kann sehr
effizient im RTS 100 WG CECF Uberexprimiert und leicht an Ni-NTA Agarose aufgereinigt werden. Die
Enzympraparation kann mit DTT ad 4 mM und Glycerol ad 50 % (v/v) supplementiert bei — 20 °C fir
einige Monate gelagert werden. Daher werden seit der Etablierung der Hydrolyse der Archeuka pre-
tRNA mit der rekombinanten Methanocaldococcus tRNA Endonuklease ausschielllich Archeuka

tRNA-Halften fur den Ligaseaktivitdtsnachweis verwendet.
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4.2. Charakterisierung und Anreicherung der pflanzlichen tRNA
Endonuklease

In dieser Arbeitsgruppe konnten zwei Untereinheiten der Arabidopsis tRNA Spleilendonuklease
aufgefunden werden, die jeweils Uber die aktiven Zentren fir die Hydrolyse der pre-tRNA verfligen
(Akama et al., 2000a). Anhand der Uberexpression der rekombinanten AtSen1 und AtSen2 Proteine
soll mit dem tRNA Endonukleaseaktivitadtsnachweis untersucht werden, ob ein funktioneller tRNA
SpleiRkomplex durch AtSen1 und AtSen2 aufgebaut werden kann. Als Kontrolle wird die native tRNA
Endonukleaseaktivitat im Weizenkeimextrakt verwendet. Da in diesem pflanzlichen Extrakt noch viele
unspezifische Nukleasen vorhanden sind, ist eine chromatographische Anreicherung der pflanzlichen

tRNA Endonuklease fir eine Charakterisierung sehr von Vorteil.

4.21. Unterscheidung zwischen enzymatischer und autolytischer Spaltung
von pre-tRNA

Die Anticodonschleife ist der empfindlichste Bereich fur die autolytische Hydrolyse von tRNAs. Zudem
liegt bei den pre-tRNAs das Intron in einer verlangerten Anticodonschleife mit exponierten 5" und 3’
Spleillstellen vor. Daher kann allein bei der Inkubation einer pre-tRNA in einem Spleil3puffer eine
autolytische Hydrolyse erfolgen (van Tol et al., 1989; Weber et al, 1996), deren Produkte den
authentischen tRNA Halften sehr ahnlich sind. Eine Unterscheidung zwischen der enzymatischen und
antolytischen Hydrolyse kann nur mit einer chromatographisch angereichterten und von stérenden
Komponenten befreiten tRNA Endonukleasepraparation erfolgen.

20 ml Weizenkeim S100 Extrakt l&sst man durch eine 10 ml DEAE Cellulose Saule (Whatman, DE
52), aquilibriert in Puffer A mit 100 mM KCI, passieren. Der Durchfluss wird auf tRNA
SpleiRendonukeaseaktivitat untersucht und nur die aktiven Fraktionen weiter verarbeitet. Ein Teil der
Proteine sind ausgefallen und werden durch die Zugabe von Puffer A ad 4 Volumen und 100 mM KCI
wieder gel6st. Diese Fraktionen lasst man durch eine 5 ml HiTrap Heparin Sepharose (Amersham)
Saule, aquilibriert in Puffer A mit 100 mM KCI, passieren und der Durchfluss wird ebenfalls auf tRNA
SpleiRendonuklease Aktivitat untersucht (Abbildung 18).
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Abbildung 18. tRNA Endonuklease Nachweis der chromatographischen Durchflussfraktionen
der HiTrap Heparin Sepharose Saule

(A) Die Sekundarstruktur der Nicotiana pre-tRNA™" NtY9-T7-M1 ist aufgezeigt. Pfeile zeigen die
authentischen, Pfeilkdpfe die autolytischen Spleil3stellen auf.

(B) tRNA SpleiRendonuklease-Aktivitdtsnachweis von chromatographischen Fraktionen wahrend der
Aufreinigung mit der 5 ml HiTrap Heparin Sepharose S&ule. 10 fmol N9T7 M1 werden in einem
analytischen SpleiRansatz mit 2 pl Fraktion bei 37 °C fir 30 min inkubiert. Die RNA Produkte werden
phenolisiert, prazipitiert und in einem 10 % denaturierenden Polyacrylamidgel aufgetrennt und Gber
Autoradiographie visualisiert. Die vereinten DEAE Durchflussfraktionen werden ad 100 mM KCI mit
Puffer A verdiinnt (D) und auf eine HiTrap Heparin Sepharose Saule aufgetragen. Der Durchfluss
wurde in 15 Fraktionen gesammelt.

Nur mit den enzymatisch hydrolysierten tRNA Halften werden RNA Fragmente gebildet, die in dem
Polyacrylamidgel ein Laufverhalten von 39 und 37 nt aufweisen. Die autolytischen Hydrolyeprodukte
haben vermutlich eine Lange von 40 und 35 nt. Fir eine genauere Zuordnung der Lange — zumindest
der 3'-tRNA Halfte — wurde eine "Primer Extension" Analyse durchgefthrt.

Bei einer autolytischen Reaktion im praparativem Malstab mit Fraktion 4 konnte ca. 50 fmol der
jeweiligen tRNA Halfte aus dem Gel durch Diffusionselution zuriickgewonnen werden.

Die Startsequenzen fir die "Primer Extension" Reaktion werden mit der Polynukleotidkinase und
v[*PJATP iber das 5-[*P]-Phosphat radioaktiv markiert, in einem 15 % denaturierenden
Polyacrylamidgel aufgereinigt und Uber Diffusionselution zurlickgewonnen (ohne Abbildung). Die
Startsequenzen dienen zum einen fur die ,Original* Sanger-Sequenzierung. Zum anderen werden die

Startsequenzen fur die Matrizen-abhangige reverse Transkription eingesetzt (Abbildung 19).
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Abbildung 19. Sanger-Sequenzierung und ,,Primer Extension“ Reaktion in Abhéngikeit von der
Matrize pNtY9-T7 M1 und von den autolytisch gebildeten tRNA Halften von NtY9-T7 M1

Fur die Primer Extension Analyse wurde (a) intronhaltige pre-tRNA (b) I&Angste tRNA Halfte (c) mittlere
tRNA Halfte und (d) kirzeste tRNA Halfte als Matrize fir die reverse Transkription eingesetzt (s.
Abb. 18).

Anhand der ,Primer Extension“ Reaktion kann die obere und mittlere Bande der 3'-tRNA Halfte
zugeordnet werden (Abbildung 19). Dariiber hinaus lauft das ,Extension“ Produkt auf der Hohe von
40 nt, so dass gefolgert werden kann, dass die autolytische Hydrolyse an der labilen U-A-
Bindungsstelle erfolgt. Die untere Bande kann der 5’-tRNA Halfte zugeordnet werden, dartuber hinaus

lassen sich jedoch keine weiteren Aussagen treffen.

4.2.2. Anreicherung der pflanzlichen tRNA Endonuklease Aktivitat

Fir eine praparative Hydrolyse der intronhaltigen pre-tRNA zu tRNA-Halften ist es erforderlich, die
tRNA Spleilendonukleaseaktivitdt anzureichern und zudem von unspezifischen Nukleasen zu
befreien. Da sich die tRNA Endonuklease wie ein Membranprotein verhalt, wird ein Puffer mit 0.1 %
Triton X-100 verwendet. Die tRNA SpleiRendonukleaseaktivitdt kann so solubilisiert und zur Bindung

an saulenchromatographische Medien befahigt werden.
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Stufe 1: S30 Extrakt

40 g Weizenkeime werden dreimal mit Cyclohexan gewaschen und so von Lipiden und Starkeresten
befreit. Die trockenen Weizenembryonen (30 g) werden in einem Morser mit 30 g Seesand fein
verrieben. Zu dem Pulver werden 120 ml Extraktionspuffer (50 mM Tris-Cl, pH 7.5, 3 mM MgCl,, 200
mM Ammoniumsulfat, 3 mM DTT, 0.1 % Triton X100) gegeben und bis zur homogenen Paste verrihrt.
Durch Zentrifugation bei 30.000 g (JA 14, 13000 UpM) werden Zelltrimmer abgetrennt und der

Uberstand weiter verarbeitet (80 ml, 8 g Protein).

Stufe 2: Fraktionierte Ammoniumsulfat-Fallung
Der S30 Extrakt wird durch Zugabe einer gesattigten Ammoniumsulfat-Lésung ad 30 % Sattigung

eingestellt. Die ausgefallenen Proteine werden durch Zentrifugation bei 15000 g (JA 14, 10000 UpM)
entfernt. Der Uberstand wird ad 50 % Séttigung durch Zugabe einer geséttigten Ammoniumsulfat-
Lésung eingestellt. Die ausgefallenen Proteine werden durch Zentrifugation bei 15000 g fir 10 min
(JA 14, 10000 UpM) sedimentiert und der Uberstand verworfen. Das 30 — 50 % Sediment wird in
Puffer B (50 mM MES, pH 6.0, 3 mM MgCl,, 3 mM DTT, 0.1 % Triton X100) geldst und solange
verdunnt, bis eine Leitfahigkeit von 100 mM KCI in Puffer B erreicht ist (300 ml, 4 g Protein).

Stufe 3: Phosphocellulose-Saule

Eine 50 ml Phosphocellulose wird mit 200 ml Puffer B / 100 mM KCI &aquilibriert und mit der
verdunnten 30 — 50 % Ammoniumsulfat-Fraktion beladen. Die Elution erfolgt in einem 500 ml linearen
Gradienten von 100 — 800 mM KCI. Es werden Fraktionen a 20 ml gesammelt und auf tRNA
SpleilRendonuklease-Aktivitdt untersucht (Abbildung 20). Die aktiven Fraktionen 38 — 44 werden
vereinigt und mit Puffer A (50 mM Tris-Cl, pH 7.5, 3 mM MgCl,, 3 mM DTT, 0.1 % Triton X100) zu
einer Leitfahigkeit von Puffer A/ 100 mM KCI verdinnt. (140 ml, 200 mg Protein).

800 mM
450
250 aktive Fraktionen

100 mM

31 32 33 34 34 3536 37 38 39 40 41 42 43 44 45 46 47 48 49 50 51 52 53

Paspi——1 1 L L — - e - .- —PES‘_}R'SA
n

—3" Hlfte (39 nt)
-5 Halfte (37 nt)

Abbildung 20. tRNA SpleiBendonuklease-Nachweis fiir die Fraktionen der Phosphocellulose
Saule

Die analytischen SpleiRansatze werden mit 2 pul der jeweiligen Fraktion supplementiert und bei 37 °C
fur 30 min inkubiert. Die RNA Produkte werden phenolisiert, prazipiert und in einem 10 %
denaturierenden Polyacrylamidgel aufgetrennt. Die Auswertung findet durch Autoradiographie statt.
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Stufe 4: Heparin-Sepharose
Eine 5 ml HiTrap Heparin-Sepharosesaule wird mit 50 ml Puffer A/ 100 mM KCI aquilibriert und dann

mit den verdlinnten Phosphocellulose-Saulenfraktionen beladen. Die Elution findet in einem 50 ml
linearen Gradienten von 100 — 800 mM KCI statt. Es werden Fraktionen & 2.5 ml gesammelt. Die
tRNA SpleiRendonuklease-Aktivitat eluiert bei 240 — 420 mM KCI. Die aktiven Fraktionen 9 — 14
werden vereint (12.5 ml, 5.2 mg Protein) und zu einer Leitfahigkeit von Puffer A / 100 mM KCI

verdinnt.

800 mM

240 aktive Fraktionen 420

100 mM

pPhFl 3 4 5 6 7 8 9 10 11 1213 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24

GO>EDEDEDEPGDED D e — —em e — -sapape» — Pre-tRNA
(97 nt)
—— T - — 3" Hélfte (39 nt)
. —— — - — —»5" Halfte (37 nt)

Abbildung 21. tRNA SpleiBendonuklease-Nachweis fiir die Fraktionen der Heparin-Sepharose-
Saule

Auf eine 5 ml HiTrap Heparin-Sepharose-Saule werden die verdunnten aktiven Phosphocellulose-
Fraktionen (Ph) aufgetragen und dabei der Durchfluss (Fl) ebenfalls wie die Elutionsfraktionen 3 — 24
auf die SpleiRendonuklease-Aktivitat untersucht.

Stufe 5: Cibacron Blau an Trisacryl M
Eine 2 ml Cibacron Blau-Saule wird mit Puffer A / 100 mM KCI aquilibriert und mit den verdinnten,

aktiven Heparin-Sepharose Elutionsfraktionen beladen. Die Elution erfolgt in einem 20 ml linearen
Gradienten von 100 — 800 mM KCI, wobei Fraktionen & 1 ml gesammelt werden. Die tRNA
Endonuklease-Aktivitat elutiert bei 200 — 300 mM KCI (4 ml, 1.8 mg).
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Abbildung 22. tRNA SpleiBendonuklease-Nachweis fiir die Cibacron Blau Trisacryl M
Fraktionen

Die aktiven Heparin Fraktionen 9 — 14 werden vereint (Hp), mit Puffer A ad 100 mM KCI verdiinnt (Hd)
und auf eine 2 ml Cibacron Blau Saule aufgetragen. Von den Durchfluss Fraktionen (F1 — F6), sowie
von den Elutionsfraktionen 1 — 20 wird ein analytischer tRNA SpleiRendonuklease-Nachweis
durchgefiihrt. Die Analyse der aufgereinigten RNA Produkte findet in einem 12.5 % denaturierenden
Polyacrylamidgel durch Autoradiographie statt.

30 g Weizenkeime

| 120 mL Extraktionspuffer

80 mL S30 Extrakt (100 mg/ml, 8 g Protein)

| 30 - 50 % (NH,),SO, Abbildung 23. Aufreinigungschema fiir
300 mL Fraktion (4 g Protein) die Weizen tRNA SpleiBendonuklease-

50 ml Phosphocellulose Aktivitat

‘800 mM KCl in 500 mL
250 450

140 mL Fraktion (200 mg Protein)
5 ml HiTrap Heparin-Sepharose

800 mM KCl in 50 mL
240 420

12 mL Fraktion (5.2 mg Protein)
2 ml Cibacron Blau Trisacryl

800 mM KCl in 20 mL

200 300
4 mL Fraktion (1.8 mg Protein)

Die tRNA Spleillendonuklease kann ausgehend von einem solubilisierten S30 Extrakt tber vier
chromatographische Saulen ca. 1000 fach angereichert werden.
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4.2.3. Immunologische Kreuzreaktion von Anti-AtSen Antikdrpern mit
pflanzlichen Proteinextrakten

Die Aufreinigung eines Membranproteins mittels klassischer biochemischer Chromatographiesaulen
ist sehr schwierig und kann nur Uber die Etablierung eines vielstufigen Aufreinigungsschemas
erfolgen. Fur die Isolierung eines Proteinkomplexes ist es sehr von Vorteil, wenn bereits eine
Untereinheit bekannt ist. Die Gewinnung von polyklonalen Antikérpern kann durch Immunisierung
von Kaninchen mit der rekombinant Gberexprimierten Untereinheit erfolgen. Diese Antikdrper werden
dann kovalent an Protein A gekoppelt und fir die Immunoprazipitation des Proteinkomplexes mit der
bekannten Untereinheit verwendet. Im Rahmen dieser Arbeit wird die Spezifitdt der Anti-AtSen1- und
Anti-AtSen2-Antikérper gegenuber pflanzlichen Extrakten untersucht (Abbildung 24). Als Kontrolle
dienen die rekombinant Uberexprimierten AtSen1- und AtSen2-Proteine. Da die AntikGrper-Seren von
Kaninchen eine Vielzahl von Antikdrpern gegen E. coli Proteine enthalten, werden die AtSen-Proteine
im Weizenkeim-basierenden RTS 100 WG CECF System Uberexprimiert.
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Abbildung 24. Immunologische Kreuzreaktion von Anti-Sen2 Antikorpern mit rekombinanten
Proteinen und pflanzlichen Extrakten.
(A) Zur Kontrolle wird das Antigen — AtSen1 und AtSen2 — in dem Weizenkeimextrakt-basierenden
RTS 100 WG CECF System Uberexprimiert. Als Negativkontrolle wird ein neutrales Arabidopsis
Protein At3g verwendet. Von den Reaktionsansatzen werden jeweils 2 ul Reaktionsmischung (G),
sowie 2 ul Uberstand (U) und 2 ul Sediment (S) nach 10 minitiger Zentrifugation bei 30.000 g
aufgetragen.
(B) Auf der Hohe von AtSen1 und AtSen2 kann eine sehr starke Kreuzreaktion beobachtet werden. In
der Weizenkeim RTS Reaktionsmischung, die ebenfalls tRNA Spleiendonuklease-Aktivitat enthalt,
koénnen schwache Kreuzreaktionen auf der Hohe von 40 kDa, 30 kDa und 18 kDa beobachtet werden.
(C) Fir eine genauere Untersuchung wurden

(a) die RTS 100 Reaktionsmischung mit AtSen2,

(b) 50 ug Arabidopsis S30 Extrakt,

(c) 30 pg Arabidopsis S100 Extrakt,
(d) 5 ug Arabidopsis S30 Extrakt,
(e) 3 nug Arabidopsis S100 Extrakt,

(f) 30 ng Weizenkeim S30 Extrakt,

(g) 25 ng Weizenkeim S100 Extrakt
fur den immunologischen Nachweis mit Anti-Sen2-Antikdrpern verwendet.
(D) Auf der Hohe von 40 kDa kann eine spezifische Kreuzreaktion von den Anti-Sen2 Antikérpern in
einem pflanzlichen Protein nachgewiesen werden.

Es kann eine spezifische Kreuzreaktion von Anti-Sen2-Antikdrpern mit einem 40 kDa Protein («) in
pflanzlichen Extrakten nachgewiesen werden (Abbildung 24D). Inwieweit es sich dabei um ein Protein

aus dem tRNA Spleiflendonuklease-Komplex handelt, muss im Rahmen dieser Arbeit offen bleiben.
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4.3. Charakterisierung der pflanzlichen tRNA Ligase

4.3.1. Literaturrecherche fiir die Aufreinigung von RNA Ligasen

Vor Beginn der experimentellen, sukzessiven Aufreinigung der Weizen tRNA Ligaseaktivitat empfiehlt
es sich, bereits verdffentlichte Ergebnisse fiir die chomatographische Aufreinigung von RNA Ligasen
zu studieren.

Die Weizen RNA Ligase ist ein stark basisches Protein, da eine Bindung an Kationenaustauschern
noch bei pH 7.9 und 100 mM NaCl im Chromatographiepuffer méglich ist. Im Glycerolgradienten
sedimentiert die Weizen tRNA Ligase mit 6.2 S, was auf ein Molekulargewicht von ca. 90-130 kDa
schlieRen lasst und das mit zwei adenylierbaren Proteinen von ca. 110 kDa in einem Silbergel
korreliert (Pick und Hurwitz, 1986). Zudem ist eine affinitdtschromatographische Aufreinigung mit
Heparin-, tRNA- und ATP-Sepharose mdglich (Gegenheimer et al., 1983; Pick und Hurwitz, 1986). Die
Weizen tRNA Ligaseaktivitat ist in Lésung nur in Anwesenheit von gentigend Salz stabil. Eine Weizen
tRNA Ligasefraktion kann in Gegenwart von Proteaseinhibitoren und 500 mM NaCl fur einige Tage bei
4 °C ohne merklichen Verlust an Aktivitdt gelagert werden. Bei niedriger lonenstarke des
Chromatographie-Puffers (50 mM NacCl) geht innerhalb von 12 Stunden 90 % der Aktivitat verloren
(Pick und Hurwitz, 1986). Eine chromatographische Aufreinigung an Hydroxylapatit ist zudem méglich,
jedoch konnte hier nur ein niedriger Aufreinigungsfaktor mit hohem Verlust an enzmatischer Aktivitat
erzielt werden (Gegenheimer ef al., 1983; Pick und Hurwitz, 1986).

Die Weizen und die Hefe tRNA Ligase bilden eine 2’-Phosphomonoester-,
3°5,’-Phosphodiesterbindung an der Ligationsstelle und verfiigen Uber die Adenylyltransferase,
Polynukleotidtransferase und zyklische Phosphodiesterase Aktivitat (Greer et al., 1983; Phizicky et al.,
1986; Pick und Hurwitz, 1986; Pick et al. 1986). Zudem konnte in dieser Arbeitsgruppe eine
spezifische Kreuzreaktion mit polyklonalen Antikérpern von der Hefe tRNA Ligase zu einem
Weizenprotein von ca. 120 kDa aufgezeigt werden (Naf3, 1997). Folglich weisen die Hefe und die
Weizen tRNA Ligase eine Ahnlichkeit auf. Fir die Hefe tRNA Ligase sind mehrere
Aufreinigungsstrategien entwickelt worden, die zunehmend eine hdhere Effizienz und Ausbeute zur
Folge hatten. Letzlich erwies sich die Reihenfolge von Heparin-, Cibacron Blau-Sepharose,
Hydroxylapatit und Gelfiltration als besonders giinstig fir die Aufreinigung der rekombinant in E. coli
exprimierten Hefe tRNA Ligase (Xu et al., 1990a).
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4.3.2. Chromatographische Aufreinigung der tRNA Ligase aus
Weizenkeimen

Alle Schritte wahrend der chromatographischen Aufreinigung werden bei 4 °C unter Verwendung des

Puffers A mit der angegebenen Salzkonzentration durchgefihrt.

Puffer A:
50 mM Tris-Cl, pH 7.5
3 mM MgCl,

4 mM [B-Mercaptoethanol
0.1 % Triton X-100
0.2 mM PMSF
0.4 mM Benzamidin
0.4 pg/ml  Pepstatin A
0.5 ug/ml  Leupeptin

Stufe 1: Weizenkeimextrakt S100

160 g Weizenkeime werden dreimal mit Cyclohexan gewaschen und so von Lipiden und Starkeresten
befreit. Die trockenen Weizenembryonen (120 g) werden in einer elektrischen Mihle zu einem feinen
Pulver gemahlen und dann bei 4 °C mit 500 ml Puffer A / 200 mM (NH,4),SO, in einem Morser mit
einem Pistill zu einem homogenen Brei fur 5 min gerthrt. Durch Zentrifugation (JA14, 13.000 UpM,
15 min) wird ein S30 Weizenkeimextrakt gewonnen (400 ml, 120 mg/ml, 48 g Protein). Ribosomen
und Membranen werden durch Ultrazentrifugation (Ti45, 42.000 UpM, 90 min) sedimentiert. Der
Uberstand (S100 Extrakt) wird vorsichtig mit einer 10 ml Pipette unterhalb der mit Starkeresten
getribten Phase entnommen (280 ml, 28 g Protein). Der S100 Extrakt wird mit 1/100 Vol an 10 %
Polymin P, pH 7.5 unter Rihren langsam supplementiert und weitere 10 min gerihrt. Die

ausgefallenen Nukleinsduren werden durch Zentrifugation (JA14, 10000 UpM, 10 min) entfernt.

Stufe 2: Ammoniumsulfat Fallung
Zu dem S100 Extrakt werden 1 Vol gesattigte Ammoniumsulfatiésung unter Ruhren Uber einen

Zeitraum von 5 min tropfenweise hinzugefiigt. Nach 30 min Ruhren werden die ausgefallenen
Proteine sedimentiert (JA14, 10000 UpM, 10 min). Der Uberstand wird verworfen, das Sediment in
Puffer A geldst und auf eine Leitfahigkeit von 180 mM KCI in Puffer A eingestellt (800 ml, 12 g
Protein).

Stufe 3: Heparin Sepharose
Heparin Sepharose FF ("fast flow") wird in eine C16/20 Saule (Amersham, Freiburg) gepackt und der

obere Adapter bei der maximalen FlieRgeschwindigkeit auf die Sepharose adjustiert. Die Saule wird
mit 5 Vol Puffer A mit 180 mM KCI aquilibriert und mit der Ammoniumsulfat-Fraktion beladen. Nach
einem Waschschritt von 2 Vol Puffer A / 180 mM KCI werden die gebundenen Proteine in einem
400 ml linearen Gradienten von 180 — 500 mM KCI eluiert und dabei auf 40 Fraktionen verteilt. Fur
den RNA Ligaseaktivitatsnachweis wird auf dieser Stufe noch die intronhaltige pre-tRNA verwendet
(Abbildung 19). Die endogen in allen Fraktionen vorhandene tRNA Endonuklease hydrolysiert
genigend pre-tRNA, so dass die Ligation der tRNA Halften und die Zirkularisation des linearen Introns
in einem Bereich von 270 — 340 mM KCI aufgezeigt werden kann (100 ml, 300 mg Protein).
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37 °C fir 30 min inkubiert. Die RNA Produkte
werden phenolisiert, prazipitiert, in einem 13 %
denaturierenden Polyacrylamidgel aufgetrennt
—lineares Intron und Uber Autoradiographie visualisiert.
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Stufe 4: Cibacron Blau Trisacryl

Cibacron Blau Trisacryl wird in eine C10/20 Saule gepackt und der obere Adapter auf das Saulenbett
wahrend der hdchsten verwendeten FlieRgeschwindigkeit adjustiert. Die Saule wird mit 5 Vol Puffer A
/ 150 mM KCI &quilibriert. Die Heparinfraktionen mit tRNA Ligaseaktivitdt werden vereinigt, mit
Puffer A zu einer Leitfahigkeit von 150 mM KCI verdiinnt und auf die Cibacron Blau Trisacryl Saule mit
einer FlieRgeschwindigkeit von 1 ml/min aufgetragen. Die Elution erfolgt in einem 100 ml linearen
Gradienten von 150 bis 700 mM KCI, wobei 20 Fraktionen gesammelt werden (Abbildung 20).

A 280 540  735mM B
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HF1F2F3F4 3 4 56 7 8 91011121314 1516 17 18 19 20 150 mM

HF1F2F3F4 3 4 5 6 7 8 910111213141516 1718 1920
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Abbildung 26. Ligasenachweis fiir die Fraktionen der Cibacron Blau Saule

(A) Ligaseaktivitatsnachweis mit pre-tRNA und endogener tRNA Endonukleaseaktivitat

(B) Ligaseaktivitadtsnachweis mit Archeuka tRNA Halften und linearem Intron.

(A/B)In einem 20 pl Reaktionsansatz werden 40 fmol RNA in 1xSpleil3puffer bei 37 °C fur 30 min
inkubiert. AnschlieRend werden die Nukleinsauren phenolisiert, prazipitiert, in einem 12.5 %
denaturierenden Polyacrylamidgel aufgetrennt und tUber Autoradiographie visualisiert.

Lediglich mit den Archeuka tRNA Halften kann eine quantitative Aussage Uuber die tRNA
Ligaseaktivitat getroffen werden. Der grofte Teil eluiert bei 280 — 350 mM KCI (Abbildung 26B). Der
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Peak der Ligaseaktivitat in Abbildung 26A ist assymetrisch mit einem Nachschweif bis hin zu 540 mM
KCI.

Die Weizen tRNA Ligase liegt zu tUber 90 % in der adenylierten Form vor. Daher ist nur eine schwache
Bindung an den Cibacron Blau Farbstoff moglich. Die deadenylierte Form kann jedoch eine viel
starkere Wechselwirkung mit dem NAD"-ahnlichen Cibacron Blau Farbstoff eingehen und eluiert erst
bei einer hoheren KCI Konzentration im Elutionspuffer. Wird nur die Hauptligaseaktivitat von 280 —
350 mM KCI fur die nachste Saule verwendet, findet eine 15-fache Anreicherung der tRNA

Ligaseaktivitat statt.

Stufe 5. Source S15

Das Saulenmaterial wird in eine leere 1 ml HiTrap S&ule gepackt und mit Puffer A / 100 mM KCI
aquilibriert. Die vereinten aktiven Fraktionen der Cibacron Blau Saule werden mit Puffer A zu einer
Leitfahigkeit von 100 mM KCI verdiinnt und mit 0.5 ml/min auf die 1 ml Source S15 aufgetragen. Die
Elution erfolgt in einem 15 ml linearen Gradient von 100 — 500 mM KCI. Es werden 30 Fraktionen
gesammelt. Die tRNA Ligaseaktivitat eluiert bei 180 — 240 mM KCI (2.5 ml, 3 mg Protein).

Stufe 6. Gelfiltration an HiLoad™ Superdex 200
Die fertig gepackte 16/60 XK Saule mit HiLoad™ Superdex 200 wird mit 5 Vol Puffer A / 200 mM KCI

aquilibriert. Die aktiven Source S15 Fraktionen der 125 kDa tRNA Ligase werden aufgetragen. Die
Auftrennung der Proteine nach dem nativen Molekulargewicht erfolgt bei einer konstanten Flussrate
von 1 ml/min, wobei Fraktionen a 2 ml gesammelt werden. Das Totvolumen der Saule betragt 35 ml
und die tRNA Ligaseaktivitat eluiert bei 58 — 60 ml. Der Vergleich mit den Eichproteinen (B-Amylase,
210 kDa, Vg=58 ml; Alkoholdehydrogenase, 150 kDa, Vg=60 ml; Rinderserumalbumin, 68 kDa,
Ve=66 ml) ermoglicht eine native Molekulargewichtsbestimmung der tRNA Ligaseaktivitat auf ~150
kDa.
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Abbildung 27. Gelfiltration an SuperdexT"'I 200 PC und Adenylyltransferasenachweis der tRNA
Ligase

10 ul der Elutionsfraktionen der Superdex'™ 200 Fraktionen werden fiir den Adenylyltransferase-
nachweis verwendet und anschliefend in einem 7.5 % Polyacrylamid / 0.1 % SDS Gel aufgetrennt.
Die Proteine werden (ber eine Silberfarbung nach Blum et al. (1987) sichtbar gemacht (A). Uber
Autoradiographie werden die adenylierbaren Proteine visualisiert (B).
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Stufe 7. tRNA-Sepharose
Eine tRNA-Sepharose Saule, die nicht alter als 2 Monate ist, wird mit 5 Vol Puffer A mit 50 mM KCI

aquilibriert. Die aktiven Fraktionen der Superdex 200 Saule werden vereint, vierfach mit Puffer A
vediinnt und mit einer Flussrate von 0.2 ml/min auf die 1 ml HiTrap Saule aufgetragen. Die Elution
erfolgt in einem 10 ml linearen Gradienten von 50 — 400 mM KCI, wobei 20 Fraktionen gesammelt
werden. Die tRNA Ligaseaktivitat eluiert bei 180 — 240 mM KCI. Die aktiven Fraktionen 8 — 12 werden
vereinigt, Uber Microcon 100 Konzentratoren auf 20 ul eingeengt, mit 20 ul 2x SDS Ladepuffer
supplementiert und optional bei — 80 °C gelagert.

140g Weizenkeime

500 mL Extraktionspuffer

400 mL S30 Extrakt (120 mg/ml, 60 g Protein)

1h @ 100 000 g

280 mL S100 Extrakt (100 mg/ml, 28 g Protein)

ad 0.1 % Polymin P

280 mL S100 Uberstand
0-50 % (NH,),SO, Sediment
800 mL Fraktion (10 mg/ml, 16 g Protein)

40 ml Heparin Sepharose

g N 500 1V KC in 400 mL
Abbildung 28. Aufreinigungsschema der

270 340

. . 125 kDa tRNA Ligase aus Weizenkeimen

100 mL. Fraktion (300 mg Protein) Ausgehend vor? 140 g entfetteten
i I

10 ml Cibacron Blau Trisacry Weizenkeimen wird ein S100 Extrakt
hergestellt, der Uber 7 chromatographische
N ; 800 mM KCl in 100 mL \ISVE?;en mit der tRNA Ligase angereichert

50 mL Fraktion (60 mg Protein)
1 ml Source S15

400 mM KCl in 10 mL

18 40
2,5 mL Fraktion (3 mg Protein)

120 ml Superdex 200 HiLoad

80 ml Retardation
56 62 ml (200 mM KCI)

8 mL Fraktion (150 ug Protein)
1ml tRNA Sepharose
400 mM KCI in 10 mL

18 40
2,5 mL Fraktion (40 ug Protein)
Microcon 100

10 % PAGE
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- rorigin
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~ Abbildung 29. Analytisches 10 % Polyacrylamid / 0.1 % SDS Gel der
- - 72 konzentrierten tRNA-Sepharose Fraktionen.

Die aktiven Fraktionen der tRNA Sepharosesaule werden vereint und mit
Microcon 100 auf 20 pl konzentriert. Zur Mengenabschatzung werden 2 ul mit
- W - 2 pl 2x SDS Ladepuffer versehen, in einem 10 % Polyacrylamid / 0.1 % SDS
Gel aufgetrennt und Uber Coomassie Farbung sichtbar gemacht. Ein Pfeil
deutet auf das tRNA Ligase Protein, das Uber den Adenylyltransferase-
nachweis identifiziert worden ist.

Fir eine anayltische Abschatzung der vorhandenen Proteinmenge werden 5 % des Microcon 100
Eluats in einem 7.5 % Polyacrylamidgel aufgetrennt und die Proteine Uber Coomassie-Farbung
visualisiert (Abbildung 29). Fir die praparative Auftrennung wird ein 10 % Polyacylamid / 0.1 % SDS
Gel der Abmessung 13 x 20 x 0.1 cm verwendet. Die verbliebenen 95 % werden in 2 Taschen mit
einer Breite von 8 mm aufgetragen. Nach der elektrophoretischen Trennung der Proteine ist auf sehr
strikte Sauberkeit zu achten, um eine Kontamination der Probe zu minimieren. Alle verwendeten
Gefalle werden mit HPLC Wasser ausgesplilt. Die Proteinfarbe- und Entfarbelésungen werden frisch
angesetzt. Nach 8 min in der Proteinfarbelésung wird das Proteingel fir mehrere Stunden entfarbt.
Das jeweilige Gelstlick mit dem tRNA Ligaseprotein wird mit einer Rasierklinge ausgeschnitten, in ein
1.5 ml Reaktionsgefald Gberfuhrt, zweimal mit 500 ul Acetonitril/H,O (1:1) fur 5 min aquilibriert und bei

—20 °C bis zur weiteren Analyse gelagert.

4.3.3. Massenspektrometrische Proteinsequenzierung der 125 kDa tRNA
Ligase

Die weitere Probenbehandlung wurde an der "Harvard Microchemisty Facility, Harvard University"
unter Aufsicht von William S. Lane durchgefiihrt. Nach Alkylierung fand eine tryptische Hydrolyse der
im Gelstlick enthaltenen Proteine statt. Die gebildeten Peptide wurden aus dem Gelstlick eluiert und
mittels einer Kapilar-"Reverse Phasen"-Chromatographie aufgetrennt. Das Eluat wird direkt Gber
Elektronenspray-lonisation (ESI) in eine Quadrupol lonenfalle Uberfuhrt, in der das jeweilige Peptid
Uber Sekundarfragmentation weiter analysiert wird. Dabei zerfallt das Peptid vornehmlich an der
Peptidbindung, so dass Uber die jeweilige Massendifferenz der Peptidfragmente die
Aminosauresequenz bestimmt werden kann.

So konnte an der "Harvard Microchemisty Facility, Harvard University" von insgesamt 120 tryptischen
Peptiden die Proteinsequenz bestimmt werden. Da Weizen eine hexaploide Pflanze mit einem sehr
groRen Genom ist, ist bisher keine Genomseqgenzierung durchgefiihrt worden. Stattdessen werden
Aussagen Uber aktive Gene mit der Sequenzierung von Voll-Langen cDNA Genbanken und von
exprimierten Sequenzabschnitten (engl. "expressed sequence tag" EST) durchgefihrt. Daher wurde
die Sequest Analyse mit der EST-Datenbank der NCBI durchgefiihrt, in der alle EST-Sequenzen

auler von Mensch und Maus aufgenommen sind ("EST others").
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4.3.4. Identifizierung des pflanzlichen tRNA Ligase Gens

Die Sequest Analyse gibt eine Auflistung von tryptischen Fragmenten, fiir die eine Zuordnung zu einer
in dem Datensatz vorhandenen Sequenz mdglich ist. Fur die tryptischen Fragmente kann die
lonenmenge in dem Massenspektrometer bestimmt werden. Uber die Summe der lonenmenge der
zugehorigen tryptischen Fragmente kann fir eine Sequenz der Anteil zur Gesamtionenmenge ermittelt
werden. Somit ist eine Abschatzung mdglich, ob eine Sequenz von dem Hauptprotein oder von einer

Verunreinigung in dem ausgeschnittenen Gelstiick stammt.

Summe der lonenmenge
fiir zugeordnete EST Se- _
quenzen in Relation zur A B C -

Gesamtionenmenge

Weizen EST Sequenz A:
MNRSDEKQQIKALLENVGSSMCPDHRDWFGYSGLEPQSRNADKSVVTHFLQAHPTDYATKKLQEMIGLMKRKNE'S
ASFKSYWNYQKVDSLSNDNLCYKMVIHVYSDSVFRRYQQEMRKNQELWPLYRGFEFVDVNLEFKANNKKAAELSKDS
NTLLRNINGALDSKLSSKDGLPD

Weizen EST Sequenz B:
MCGMTKAAAVPVIPDSEGTDSNPFSLEALAVFMFRVLORVNHPGNLDKASPNAGY ILLMFYNLYDGKCRREFESE
LYERFGSLVKMPLLKPERAPLPGDVKTILDEGMSLFRLHQSRHGRVEPSKGSYAQEWAQWEKRLRVVLSRNANYL
TSIQVPFDVAGERS

Weizen EST Sequenz C:
EVLEQLKAVAKVMSKLLILOSEGLGYHFAAVTVPQADILSLLRKLGENDGDVNNFLNGIKVEDNLSKAHVTLAHK
RAHGVAAVASYGVYQNQEVPVSFNAFLYTDKMAALEAQLGTVNGEKI DSKNDWPHVTLWTAPGVAPKEANMLPQL
FSAGQAKRVLIDPPITISGVLDFY

Zuckerrilbe EST Sequenz D:
MFGNVYTAVGVFVLGRLFHEAWGKEAPKMQAEFNDFLEKNRVSISMELVTAVLGDHGQRPKDDYAVVTAVTELGN
GKPKFYSTPEVIAFCRKWRLPTNHVWLFSTRKSATSFFAAYDALCEEGTATPVCKALDEIADTAVPGSKDHVKVQ
GEILEGLVARIVPSQSSTOMEEVLKTEFPQA

Weizen EST Sequenz E:
MRVRADEDSNLMVKLKFLTYKIRTFLIRNGLSTLFKDGPSAYKTYYLROMKIWGTSASKQKELTKMLDEWAVYIR
RKYQNKQLPSSTYLTEAEPFLEQYAKRSPANQALIGAAGDLVQTENFLAILDAQRDEEGDLQPERGTAPSSPTST
SLDVVSKTEGLIVFFPGIPGCAKSALCEQILNTPGGLGDNRPLHSLMGDRTKGRYWQKVADERKKKPFRITLADK
NAPNEEVWRQIEDMCGMTKGWCCPVIPDSE

Reis EST Sequenz G:
MRATFYPKFENEKSDQETRTRMIEMVSHGLATLEVTLKHSGSLFMYAGHHGGAYAKNSFGNIYTAVGVEVLGRLFE
REAWGKEAPRMQEEFNVFLEKKCISISMELVTAVLGDHGQRPKDDYAVITAVTELGHGKPKFYSTPEVIEFCRKW
RLPTNHVWLESTRKSASSFFAAYDALCEEGTATSVCKALDEIADVAVPGSKDHVKVQGEILEGLVARIVSRESSV
QIEEVLRNYPLPPLDGVGSDLGPSLRETICAANRSDEKQQIKALLENVGPSMCPDHSDWFGCSGLDD

Reis EST Sequenz J:
MRQOQIKALLENVGPSMCPDHSDWEFGCSGLDDHQSPSANRSVVTKFLOAHPTDYTTKKLQEMIRVMKQRNFPAAFK
CYWNYHKIDSLSNDSLYYKMVIHVLSDSVFRRYQOEMRRNOQGLWPLYRGFEFVDVNLEFKVNNMKSSIPSEDIDTSL
KNINGALDSNSSAKDGLADEDSNLMVKLKFLTYKLRTFLIRNGLST

Abbildung 30. Auflistung der 7 EST Sequenzen, die eine hohe Homologie zu dem annotierten
Arabidopsis Protein At1g07910 aufweisen. Die massenspektrometrisch identifizierten tryptischen
Peptide innerhalb der EST Sequenzen sind hervorgehoben. Von den 120 analysierten tryptischen
Fragmenten identifizieren 91 die sieben zugehdérigen ESTs und tragen zu mehr als 80 % der
Gesamtionenmenge bei.
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Abbildung 31. Alignment der massenspektrometrisch identifizierten ESTs mit dem Arabidopsis
Protein At1g07910

Das Alignment wurde anhand der Bioedit Software unter Verwendung von Clustal W durchgefihrt
(Thompson et al., 1994). |ldentische Aminosduren sind schwarz und ahnliche Aminosduren grau

hinterlegt. Die sieben Uber Proteinsequenzierung identifizierten ESTs decken das Arabidopsis Protein

von der Aminosaure 116 bis zum carboxyterminalen Ende ab.
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Das Protein At1g07910 wird in den Datenbanken (Acc.No. AC026875) als
Translationselongationsfaktor EF-1 a aufgefiihrt (Axelos et al., 1989). Eine Blast Suche mit der
Proteinsequenz von At1g0790 als Anfrage liefert jedoch keine Signifikanz mit identifizierten

Translationselongationsfaktoren.

4.3.5. Rekombinante Expression der Arabidopsis tRNA Ligase

Eine Verifizierung des vermeintlichen Gens At1g07910 als tRNA Ligase kann nur Uber den Nachweis
der RNA Ligaseaktivitat des exprimierten, aufgereinigten rekombinanten At1g07910 Proteins erfolgen.
Da das Arabidopsis Gen uber mindestens 26 Introns verflgt, kann eine Klonierung nur Uber die Stufe

der mRNA erfolgen.

4.3.5.1. PCR-Amplifikation und Klonierung der codierenden Sequenz aus
einer cDNA Genbank

Es wird eine von Dr. Ecker erstellte cDNA Genbank verwendet, die in der Lange auf 3 — 6 kb
selektioniert, in die EcoRI Schnittstelle von AZapll ligiert und in den Gigapack Il Gold Extrakt gepackt
wurde (Gubler und Hoffman, 1983; Kieber et al., 1993). Diese cDNA Genbank (CD16) ist bei dem
"Arabidopsis Biological Resource Center" (ABRC, Ohio State University) zum Unkostenbetrag
erhaltlich und wird mit E. coli XL1 Blue Mrf als Wirt Uber Plattenlysate amplifiziert. Die Gewinnung der
ADNA erfolgt nach dem ADNA Aufreinigungsprotokoll der Firma Qiagen mit tip20 Saulen. Aus 10 ml
Phagensuspension lassen sich 10 ung ADNA gewinnen.

Ausgehend von 100 ng ADNA wird mit den "Pico Maxx High Fidelity" System und den beiden
Startsequenzen EF,,, und EF_ ein 3.2 kb DNA Fragment mittels PCR amplifiziert, das aus einem
praparativem Gel ausgeschnitten und aufgereinigt wird. Fur eine Klonierung wird das aufgereinigte
PCR Fragment mit dem "Pico Maxx High Fidelity" System und den beiden Startsequenzen EF,m not
und EF., so amplifiziert. Nach Restriktionshydrolyse sowohl des PCR Produkts als auch der pIVEX
WG 1.4 Plasmid DNA mit den Restriktionendonukleasen Notl und Sall werden die Produkte Uber ein
praparatives 0.8 % Agarosegel aufgereinigt und anschliefend bei 14 °C UGN ligiert. Nach
Transformation durch Elektroporation werden von 8 Kolonien auf einer LB-Agar-Platte mit 100 pg/ml

Ampicillin eine Plasmid Mini Praparation durchgefihrt.
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Abbildung 32. Amplifizierung und Klonierung von At1g07910

(A) Amplifizierung von At1g07910 mit dem Pico Maxx High Fidelity System und den Startsequenzen
EF.m und EF g,

(B) Reamplifizierung des 3.2 kb PCR Produkts mit dem Pico Maxx High Fidelity System und den
Startsequenzen EFm not Und EF o sal

(C) Analytische Restriktionshydrolyse von Plasmid Minipreparationen mit den
Restriktionsendonukleasen Notl/Hindlll/Sall.

(D) Schematischer Plot der Arabidopsis tRNA Ligase im Vektor pIVEX WG 1.4. Das offene Leseraster
(ORF) mit dem aminoterminalen Histidin-"Tag" ist als Pfeil wiedergegeben. Zudem sind die fur die
analytische Restriktionshydrolyse verwendeten Enzyme mit Position und Erkennungssequenz
aufgezeigt.

4.3.5.2. Sequenzierung des klonierten At1g07910 Gens

Bisher ist fir das At1g07910 Gen lediglich eine partielle cDNA-Sequenz bekannt, die fir den
carboxyterminalen Bereich ab der Aminosaure 289 codiert. Das Atg07910 Gen ist in der MIPS
Datenbank (http://mips.gsf.de) mit 26 Exons annotiert, auf deren Basis die Startsequenzen fiir eine
DNA Sequenzierung konzipiert wurden. Dabei stellte sich heraus, dass das 4. und 6. Exon von der
MIPS Annotation abweichende Exongrenzen aufweisen. Zudem wurden zwei Punktmutationen
aufgefunden, wobei eine Mutation die Aminosaure des Codons nicht andert (stille Mutation) und daher
unverandert belassen wurde. Die zweite Mutation hatte den Austausch einer konservierten

Aminosaure zu Folge und wurde daher mittels der QuikChange Prozedur (Stratagene) entfernt.
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1 C gaacctcctc tcttctccga
61 . ttaactcctc tatcagattt
121 . at:qaqtttt ccttaatctg
181 ctctgttata tgactctctc
241 gaagatctgc “a atgtgttagt ttgtggt
301 gtgttatgac att tgaattttgc atcttaaaaa
361 - tcttgttgct tttgggtgta
421 tacaggac t 2 gagagatcac gctgagcaga
481 agtggcaagt aaaaccgaag ATGGATGCTC CATTTGAATC CGGTGATAGT TCGGCAACAG
541 TTGTTGCAGA AGCAGTAAAC AACCAATTTG GCGGGTTAAG TCTTAAGGAA AGCAACACTA
601 ATGCGCCAGT CTTACCGAGT CAAACTACAA GTAACCACCG TGTTCAAAAT CTAGTATGGA Exon
661 AACCTAAGTC ATATGGAACA GTTAGTGGAT CATCTTCGGC AACAGAAGTT GGTAAAACAT
721 CGGCTGTCTC ACAGATAGGT TCTTCTGGAG ATACAAAAGT TGGTCTCAAT CTGAGCAAAA
781 TTTTCGGAGG TAATTTGTTG GAAAAATTTT CGGTGGACAA ATCGACTTAT TGTCATGCTC
841 AGATCAGAGC CACTTTCTAT CCAAAATTTG AGAACGAAAA GACTGACCAA GAGgtatact
901 cta c tttgtagccec ttattgctag tttgccttat
961 TAAGAACAAG AATGATTGAG ATGGTATCTA Exon
1021 AAGGATTGGC AACACTGGAG caaatataca ctctatatgt gtatcctttt
1081 tattgacact agttttaatc ctgttctaat gcacctttta cagGTATCTC
1141 TTAAGCATTC AGGCTCTCTC CCGGTCACAA GGGGGGAGCA TATGCAAAGA Exon
1201 ACAGTTTTGG TAATATgtaa agttacaatt tcctttatta
1261 ttgatgagct cttcacaaag a atgaat' ccaaactcga
1321 catagat tatttctaca
1381 “ttgctgatg
1441 cgacagatat
1501 gaagcaaatg c tttctgatgt
1561 ttgcaaactg ctg tctcgtatge
1621 agTTATACTG CGGTTGGTGT TTTTGTTCTT TCACGGATGT Exon
1681 TTGGGGAACT AAGGCTCCAA AGAAAGAAGC AGAGTTCAAT GATTTTCTTG >C
1741 atggacagaa >ccaaaatct cagttgctcg aggcgtaatc uuttguLuga
1801 aaaagctagc tcataatata at tctcagAAAA ATCGCATGTG CATATCTATG Exon
1861 GAACTGGTAA CCGCTGTTCT TGGAGATCAT GGTCAACGCC CACTGGATGA TTATGgtgag
1921 tctttttttg tttttaggat gttccttaat tgtgaaagtc agataactct gttaaagctg
1981 ttcagctaaa aggaaatgtt gatttgcatc ttgcagTGGT AGTGACTGCT GTTACCGAGT
2041 TAGGTAATGG GAAGCCCCAG TTCTATTCAA CTTCCGAAAT AATTTCATTT TGCCGGAAAT Exon
2101 GGCGTCTACC CACAAATCAT GTTTGGCTGT TTTCCACAAG gtaacttaac cgc
2161 ¢ tgc atttttggtg ttcttgc )
2221 ¢ tcttaactat agtaagaatg
2281 tgctgataga
2341 aggtttttgg ffqurfq\r
2401 atagaagttt 2! aagttttaac aaaggtggtt
2461 gcgtgtattt tgttaaaaac aattatgaag GAAATCAGTG ACCTCTTTTT TCGCGGCGTT
2521 TGATGCACTG TGTGAAGAAG GGATAGCAAC CTCGGTCTGT AGAGCTCTTG ATGAAGTAGC Exon
2581 TGATATATCA GTCCCAGq —a tttttgta “tg ctttttggag
2641 gattcatatt 3 3 ttgattaaat tcattcgacg aattatttct
2701 tggacgaaaa ;qqg\ngCT CAAAGGACCA TGTTAAGGTG CAGGGTGAGA TATTAGAGGG
2761 TCTTGTTGCT CGTATCGTGA GCAGTCAGAG CTCAAGAGAT ATGGAAAATG TCTTGAGAGA Exon
2821 TCATCCTCCA CCACCCTGTG ATGGAGgtgc acta atc at at
2881 ttttcatgat aatccactct atcaagtccg tgtagaataa aaaatgtttt €
2941 taaaatttca gCTAATCTTG ATCTGGGACT CAGTCTAAGA GAGATATGTG CTGCCCATAG Exon
3001 ATCTAACGAG AAACAGgttc taaaagaaat ttaaatatga caagctttat aaagtggaat
3061 ttttatgctg ccatctcttg ataaagattt ctcattctag agggtccttt tcccttgttt

Abbildung 33. Genomischer Segenzabschnitt fiir das At1g07910 Gen

Nach der MIPS Annotation beginnt das At1g07910 Gen mit dem ATG an der Position 501. Die Exons
sind in Grol3buchstaben, die Introns als Kleinbuchstaben wiedergeben. In Rot hervorgehobene
Sequenzabschnitte unterscheiden sich von der MIPS Annotation an den Exongrenzen.

Die Vorhersage der korrekten Exongrenzen Uber bioinformatische Methoden ist nur teilweise moglich
und orientiert sich an vorhandenen Sequenzdaten von cDNAs und ESTs. Daher wurde mit der
Aminosauresequenz von At1g07910 eine Blast-Suche gegen die NCBI Nukleotiddatenbank
durchgefihrt (tblastn). Ein cDNA Klon aus Oryza sativa (Acc. No. AK103768) codiert fur ein offenes
Leseraster (ORF) mit einer sehr hohen Homologie zu dem Arabidopsis Protein von At1g07910. Das
Oryza Gen befindet sich mit einer GroRe von 12860 Basen auf Chromosom 7 und besteht aus 27
Exons (Abbildung 34).
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Abbildung 34. Alignment der vermeintlichen Arabidopsis und Oryza tRNA Ligase

Die kurzeste Aminosauresequenz der Arabidopsis und der Oryza tRNA Ligase wurden mit dem
Blosum 62 Algorithmus ,aligned®. ldentische Aminosauren sind in schwarz, dhnliche Aminosauren in
grau hinterlegt. Die Sequenzmotive Lig, Lig I, Lig llla, LiglV sind charkteristisch fur RNA Ligasen des
RNL1 Typs und der Hefe tRNA Ligase. Ein Stern innerhalb von Lig | kennzeichnet das Lysin, an das
kovalent AMP gebunden wird. Das aktive Zentrum — die P Schleife — fir die Polynukeotidkinase
(PNK), sowie die 2H Signaturelemente charakteristisch fir cyclische Phosphodiesterasen (CPD) sind
grau hervorgehoben.
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0. sativa 1108

Das Alignment der vermeintlichen Arabidopsis und Oryza tRNA Ligasen bestatigt die Richtigkeit der
experimentell Gber die DNA Sequenzierung gefundenen Exongrenzen des Arabidopsis cDNA Klons.

Fir die Klonierung der Arabidopsis tRNA Ligase in den Vektor pIVEX WG 1.3 mit einem
carboxyterminalen Histidin-"Tag" wird die AtLig codierende Sequenz mit Startsequenzen, die am

amino-terminalen Ende eine Nofl Schnittstelle und am carboxyterminalen Ende anstelle des Stopp
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Codons eine Xhol Schnittstelle einfigen, PCR-amplifiziert. Sowohl das PCR Produkt, wie auch die
pIVEX WG 1.3 Plasmid DNA werden mit den Restriktionsendonukleasen Nofl und Xhol hydrolysiert
und praparativ tUber ein Agarosegel aufgereinigt. Die zurickgewonnene DNA des PCR Produkts und
des pIVEX WG 1.3 Vektors werden fir den Ligationsansatz verwendet. Die erfolgreiche Klonierung
von AtLig in pIVEX WG 1.3 wurde durch DNA Sequenzierung bestatigt.

Die Expression der vermeintlichen tRNA Ligase erfolgt mit dem RTS 100 WG CECF Kit (Roche,
Mannheim) nach Herstellerangaben. Unter Verwendung von AtLig in pIVEX WG 1.3 wird ein Protein
exprimiert, das am carboxyterminalen Ende eine Abfolge von 6 Histidinen aufweist und so eine
konsekutive Aufreinigung an Ni-NTA Agarose ermdglicht (Abbildung 35).
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Abbildung 35. Uberexpression der Arabidopsis tRNA Ligase im RTS 100 WG CECF System und
Aufreinigung an Ni-NTA Agarose

Ein 50 ul Reaktionsansatz wird in Anwesenheit von [358]-Methionin bei 24 °C fir 24 h inkubiert. 2 ul
Aliquote der Gesamtreaktionsmischung (a), der Reaktionsmischung nach dem Binden an Ni-NTA (b),
20 ul der letzten Waschfraktion (c) und je 1/5 der Elutionsfraktionen mit 500 mM Imidazol werden in
einem 7.5 % Polyacrylamid / 0.1 % SDS Gel aufgetrennt und Uber Farbung mit Coomassie Blau
visualisiert (linke Spalte). AnschlieRend wird das Gel fiur die Fluorographie nach Laskey und Mills
(1975) vorbereitet (rechte Spalte). Pfeile deuten auf das Arabidopsis tRNA Ligaseprotein.

4.3.6. Analyse der RNA Ligationsreaktion und der Ligationsprodukte

Der endgultige Nachweis, das funktionelle Gen der pflanzlichen tRNA Ligase Uber die
Proteinsequenzierung der Weizen tRNA Ligase identifiziert zu haben, kann nur mit dem rekombinant
exprimierten Protein erfolgen. Hierfir wird die Archeuka pre-tRNA mit der M. jannaschii
SpleilRendonuklease zu tRNA Halften und dem linearen Intron hydrolysiert, die in aufgereinigter Form
fur den RNA Ligasenachweis verwendet werden. Untersucht wird die Aktivitdt fur das native
Weizenenzym (aktive Gelfiltrationsfraktion), das rekombinante Arabidopsis Protein At1g07910, die
rekombinante Hefe tRNA Ligase und die Kombination aus T4 Polynukleotidkinase/3’-Phosphatase
und T4 RNA Ligase (Abbildung 36).
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Abbildung 36. tRNA Ligaseaktivitdtsnachweis fiir native und rekombinante Enzyme

(A) Die Sekundarstruktur der Archeuka pre-tRNA mit den Spleil3stellen fir die Archaea
SpleilRendonuklease, die entstehenden tRNA Halften und das lineare Intron jeweils mit dem 2°,3"-
Cyclophosphat und mit der 5°-Hydroxylgruppe, die verknipfte, gespleifdte tRNA und das zirkularisierte
Intron sind aufgezeigt.

(B) Die Archeuka pre-tRNA (a) wurde mit der T7 RNA Polymerase unter Einbau von a—[32P]UTP
synthetisiert und fiir die Hydrolyse mit der M. jannaschii Spleilendonuklease verwendet (b). Diese
aufgereinigten RNA Produkte wurden fur die Ansatze ¢ — g als Edukte benutzt. In der Spur ¢ wurde
mit der Proteinfraktion inkubiert, die durch Inkubation mit der Plasmid DNA pIVEX WG 1.3 (ohne
cDNA Insert) und der sukzessiven Aufreinigung uber Ni-NTA Agarose gebildet wurde. In der Spur d
wird mit dem nativen Weizenprotein (Gelfiltrationsfraktion), in der Spur e mit 100 ng Arabidopsis tRNA
Ligase, in der Spur f mit 100 ng Hefe tRNA Ligase und in der Spur g mit 10 E
Polynukleotidkinase/3-'Phosphatase in Kombination mit 10 E T4 RNA Ligase fiur 30 min bei 37 °C
inkubiert.

(C) 400 fmol Archeuka pre-tRNA wurde mit der M. jannaschii SpleiRendonuklease hydrolysiert, und in
aufgereinigter Form fur die Inkubation mit 100 ng Arabidopsis tRNA Ligase und mit 100 ng Hefe tRNA
Ligase in 100 ul Spleilpuffer bei 37 °C inkubiert. Zu den angegebenen Zeitwerten werden 10 pl
Aligote entnommen und in einem 13 % denaturierenden Polyacrylamidgel aufgetrennt.
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Das rekombinant Uberexprimierte Protein von At1g07910 ligiert sowohl die Archeuka tRNA Halften
und zirkularisiert das lineare Intron. Somit kann At1g07910 als das Gen fur die Arabidopsis tRNA
Ligase annotiert werden. Anhand des Zeitwert-Experiments mit der Arabidopsis und der Hefe tRNA
Ligase kann die breite Substratspezifitdt der Arabidopsis tRNA Ligase aufgezeigt werden, da das
lineare Intron bereits nach 5 min vollstandig zirkularisiert worden ist (Abbildung 36C). Wie bereits in
der Literatur beschrieben werden bei der Hefe tRNA Ligase bevorzugt tRNA Halften ligiert (Phizicky et
al., 1986).

Ein charakteristisches Merkmal der pflanzlichen und der Hefe tRNA Ligase ist die Ausbildung einer 2°-
Phosphat-3°-5"-Phosphodiesterbindung an der Spleil3stelle, die sich sodann resistent gegentber der
alkalischen Spaltung und der Hydrolyse einer Vielzahl von Nukleasen verhalt (Konarska et al., 1982).
Die gespleite tRNA und das zirkularisierte Intron wurden daher aus praparativen Gelen durch
Diffusionselution zuriickgewonnen und Uber RNase T1, RNase T2 und RNase P1 Hydrolyse weiter
charakterisiert. Die gespleilite tRNA wird mit RNase T1 nach jedem Guanosin zu einem Guanosin-3’-
phosphat hydrolysiert. Fur die durch Arabidopsis und Hefe tRNA Ligase ligierte RNA wird daher in

einem 20 % denaturierenden Polyacrylamidgel die Anwesenheit eines RNase T1 resitenten 15mer
Oligonukleotid ACUCCAGiz Auccuuace erwartet (Abbildung 37A). Fur die T4 Polynukleotidkinase /

T4 RNA Ligase verknulfte RNA wird ein 7mer und ein 8mer erwartet (Abbildung 37A). Das 15mer und
das 8mer Oligonukleotid wurde Uber Diffusionselution zuriickgewonnen und fur eine Hydrolyse mit
RNase T2 (hydrolysiert RNA zu Mononukleosid-3"-phosphaten) und RNase P1 (hydrolysiert RNA zu
Mononukleosid-5"-phosphaten) verwendet. Die Nukleotidmischung wird anschlieBend Uber
Dinnschichtchromatographie in Celluloseplatten mit dem Laufmittel A (lsobuttersaure/ 25 %
Ammoniak/ H,O = 57.7:3.8:38.5) fur die RNase T1 hydrolysierten Nukleotid-3’-phosphate und mit dem
Laufmittel B (Isopropanol/ 32 % Salzsaure / H,O = 70:17.5:12.5) fur die RNase P1 hydrolysierten
Nukleotid-5"-phosphate aufgetrennt. Das zirkularisierte Intron wird direkt fir eine RNase T2 Hydrolyse
verwendet (Abbildung 37 B-D).
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Abbildung 37. Analyse der RNA SpleiBprodukte

(A) Es wird jeweils die gespleil’te tRNA von der nativen Weizen tRNA Ligase (a), der rekombinanten
Arabidopsis tRNA Ligase (b), der rekombinanten Hefe tRNA Ligase (c) und der Mischung aus T4
Polynukleotidkinase und T4 RNA Ligase (d) mit RNase T1 hydrolysiert. Die Produkte werden in einem
40 cm langen 20 % denaturierenden Polyacrylamidgel aufgetrennt und Uber Autoradiographie
visualisiert. Oligonukleotide < 6 nt laufen mit der Pufferfront und werden nicht aufgeldst. Das jeweilige
15mer Oligonukleotid und das 8mer Oligonukleotid werden aus dem Gel Uber Diffusionselution
zuriickgewonnen und fir eine RNase T2 (B) bzw. RNase P1 Hydrolyse (C) verwendet. Die
Hydrolysate der RNase T2 bzw. P1 Spaltung werden Uber Dunnschichtchromatographie mit
Celluloseplatten und Laufmittel A (Isobuttersaure/ 25 % Ammoniak/ H,O = 57.7:3.8:38.5) aufgetrennt.
(D) In analoger Weise wird jeweils das zirkularisierte Intron direkt mit RNase T2 hydrolysiert und tber
Dunnschichtchromatographie in Celluloseplatten mit Laufmittel B (Isopropanol/ 32 % Salzsaure / H,O
=70:17.5:12.5) aufgetrennt.

In den Ansatzen von a,b,c ist jeweils eine neue 2°-Phosphat,3’,5"-Phosphodiesterbindung gebildet

*

P L.
worden, die resistent gegeniiber RNase T1 ( Acuccae Auccuuacp) RNase T2 (Gip,AP ) und

p
RNase P1 (PGip,A) ist. Das zirkularisierte Intron ist ebenfalls an der Ligationsstelle RNase T2

p
( Aip/Up* ) resistent (Abbildung 37D). Die Ligation Uber die T4 Polynukleotidkinase und T4 RNA Ligase

bildet eine neue 3°,5°-Phosphodiesterbindung, die von der RNase T1, RNase T2 und RNase P1

hydrolysiert werden kann.

4.3.7. Aufreinigung und Identifizierung einer 110 kDa tRNA Ligase aus
Weizenkeimen

Wird der Adenylyltransferase Nachweis bereits auf der Stufe der aktiven Heparin- und Cibacron Blau-
Sepharose Fraktionen durchgefiihrt, so kann eine Doppelbande mit 125 kDa und 110 kDa aufgezeigt
werden. In den aktiven Fraktionen der Source S15 Saule wird jedoch einzig das 125 kDa Protein
aufgefunden. Daher wurde fur die Source S15 Saule Puffer A mit pH 6.8 (anstelle von pH 7.5)
verwendet, um ebenfalls dem adenylierbaren 110 kDa Protein ein Binden an den starken

Kationenaustauscher zu ermdégichen.
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Abbildung 38. Ligaseaktivitats- und Adenylyltransferasenachweis fir die Source S$15
Fraktionen

(A) Ligaseaktivitdtsnachweis fur die Source S15 Fraktionen. In einem Standardansatz von 20 pl
werden 40 fmol tRNA Halften mit 2 pul der jeweiligen Source S15 Fraktion fur 15 min bei 37 °C
inkubiert. Der Reaktionansatz wird anschielend phenolisiert, prazipitiert und in einem 13 %
denaturierenden Polyacrylamidgel aufgetrennt. Pfeile deuten auf die beiden Aktivitdtsmaxima.

(B) Adenylyltransferasenachweis fir die aktiven Elutionsfraktionen der Source S15 Saule. 10 pl der
jeweiligen Elutionsfraktion werden mit 40 fmol tRNA Halften und 4 pmol (0.2 ul, 400 Ci/mmol)
a[32P]ATP supplementiert und bei 37 °C fir 15 min inkubiert. Der Reaktionsansatz wird mit 1 Vol 2x
SDS-Probenpuffer versehen, 3 min bei 90 °C erhitzt und in einem 7.5 Polyacrylamidgel / 0.1 % SDS
aufgetrennt. Die im Gel aufgetrennten Proteine werden Uber eine Silberfarbung visualisiert(ohne
Abbildung). Das Gel wird anschlieRend getrocknet und mittels Autoradiographie ausgewertet. Pfeile
weisen auf das adenylierbare 110 kDa und auf das 125 kDa Protein.

Bei dem Ligaseaktivitdtsnachweis werden zwei voneinander getrennte Aktivitdtsmaxima aufgefunden,
wobei jedes Aktivitdtsmaximum mit einem adenylierbaren Protein bei Adenylyltransferasenachweis
korreliert. Fir die Identifizierung der 110 kDa Ligase werden nur die Fraktionen des ersten

Aktivitatsmaximums (8,9) fur die Gelfiltration an Superdex 200 verwendet (Abbildung 38).
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Abbildung 39. Ligaseaktivitaitsnachweis und Adenylyltransferasenachweis fiir die
Gelfiltrationsfraktionen

Die vereinten Fraktionen mit der 110 kDa Ligase wurden in einer 120 ml Superdex 200 Saule bei einer
konstanten Flussrate von 1 ml/min aufgetrennt. Es wurden 2 ml Fraktionen gesammelt.

(A) Von jeder Fraktion wurde mit 2 pl ein analytischer Ligaseaktivitdtsnachweis mit den Archeuka
tRNA Halften durchgefuhrt. Die Ribonukleinsauren wurden phenolisiert, prazipitiert, in einem 12.5 %
denaturierenden Polyacrylamidgel aufgetrennt und tUber Autoradiographie V|sual|3|ert

(B) 10 pl Fraktionen werden mit 40 fmol Archeuka tRNA Halften und 2 pmol a[ P]ATP bei 37 °C fur
10 min inkubiert und anschlieRend mit 1 Vol 2x Dissoziationspuffer versetzt und in einem 7.5 %
Laemmli-Proteingel aufgetrennt. Die Proteine werden durch eine Silberfarbung visualisiert.

(C) Das silbergefarbte Proteingel wird getrocknet und mittels Autoradiographie ausgewertet.

== |—200—

_125— o /

-

----- - o
——eolIlITwwEm.s EEIITCe.

Die aktiven Gelffiltrationsfraktionen (60 — 64 ml) wurden mittels Microcon Konzentratoren auf 40 pl
eingeengt, mit 40 pl 2x SDS-Probenpuffer versetzt und bei -80 °C bis zur praparativen

elektrophoretischen Trennung gelagert.
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Fir die analytische Evaluierung werden 4 pl (5 %) in einem 7.5 % Polyacrylamid /0.1 % SDS Gel

aufgetrennt, und die Proteine mit Coomassie Blau gefarbt (Abbildung 41).

————origin
e 200 Abbildung 41. Analytisches 7.5 % Polyacrylamid / 0.1 % SDS Gel
Die vereinten aktiven Superdex 200 Fraktionen wurden durch Microcon 100
125 Ultrafiltration auf 40 pl konzentriert. Davon wurden 2 pl (1/20) auf ein
- Proteingel aufgetragen. Nach erfolgter elektrophoretischer Trennung
\\ werden die aufgetrennten Proteine mit Coomassie Blau gefarbt.
-l 7o
- =

Bei der Aufreinigung der 110 kDa tRNA Ligase wird auf die tRNA Sepharose Saule verzichtet, da

bereits die aktiven Superdex 200 Fraktionen eine fir die massenspektrometrische
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Proteinsequenzierung erforderliche Reinheit besitzen. Anhand Abbildung 41 kann die Menge auf ca.
1 ug des110 kDa Proteins abgeschatzt werden. Da lediglich 5 % fiir die analytische Evaluierung
eingesetzt worden sind, belduft sich die Gesamtausbeute an der 110 kDa tRNA Ligase auf 20 ng.

Zur Untersuchung des RNA Ligationsmechanismus der 110 kDa tRNA Ligase wird das zirkularisierte
Intron der Archeuka pre-tRNA aus einem praparativen Gel durch Diffusionselution zurickgewonnen
und fur die Hydrolyse mit RNase T2 verwendet. Die entstandene Nukleotidmischung wird
anschlielend Uber Diinnschichtchomatographie in Celluloseplatten mit Laufmittel B (iso-Propanol /

32 % Salzsaure / ddH,O = 70/17. 5/12.5) aufgetrennt und Uber Autoradiographie ausgewertet.

® -Up
Abbildung 42. Diinnschichtchromatographische Analyse der
Nukleotidmischung aus der RNase T2 Hydrolyse des
zirkularisierten Introns
Das mit der 110 kDa tRNA Ligase zirkularisierte Intron wird aus
. —Cp prapartiven Gelen Uber Diffusionselution zurlickgewonnen und fur die
) RNase T2 Hydrolyse verwendet. Das entstehende Nukleotidgemisch
—Ap wird in Dinnschicht Cellulose Platten mit dem Laufmittel B aufgetrennt
. ' —Gp und ber Autoradiographie ausgewertet. Die zugesetzten Nukleosid-3'-
A,p,Uﬁ phosphate werden als Marker unter UV-Licht bei 254 nm visualisiert.
p
= |—origin

Das Auftreten des nicht durch RNase T2 spaltbaren Dinukleotids Aiz,Up* beweist, dass auch die

110 kDa tRNA Ligase RNA Molekiile Uber eine 2°-Phosphomonoester-3°,5°-Phosphodiester-Bindung
verknupft (Abbildung 42).

Fur die Identifizierung des codierenden Gens wurde eine massenspektrometrische Sequenzierung
des 110 kDa Ligaseproteins angewendet. Die praktische Durchfiihrung erfolgte im Labor von Dr.
Sickmann (Virchow Zentrum, Wirzburg). 40 pl (50 %) der Proteinprobe werden in 2 Taschen mit 5
mm x 1 mm verteilt und in einem Gradientengel von 8 -12 % aufgetrennt. Das Gelstiick mit dem
110 kDa Protein wird ausgeschitten und das enthaltene Protein tryptisch hydrolysiert. Die tryptischen
Peptide werden in einer Kapilar-"Reverse Phasen"-nano HPLC aufgetrennt und direkt Uber
Elektronensprayionisation in  einer Quadrupol lonenfalle massenspektrometrisch  durch
Sekundarfragmentierung untersucht (Abbildung 43).
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Weizen EST Sequenz B:
MCGMTKAAAVPVIPDSEGTDSNPFSLEALAVFMFRVLORVNHPGNLDKASPNAGYILLMFYNLYDGKCRREFESE
LYERFGSLVKMPLLKPERAPLPGDVKTILDEGMSLFRLHQSRHGRVEPSKGSYAQEWAQWEKRLRVVLSRNANYL
TSIQVPFDVAGERS

Weizen EST Sequenz A:
MNRSDEKQQIKALLENVGSSMCPDHRDWFGYSGLEPQSRNADKSVVTHFLQAHPTDYATKKLQEMIGLMKRKNE'S
ASFKSYWNYQKVDSLSNDNLCYKMVIHVYSDSVFRRYQQEMRKNQELWPLYRGFFVDVNLFKANNKKAAELSKDS
NTLLRNINGALDSKLSSKDGLPD

Weizen EST Sequenz C:
EVLEQLKAVAKVMSKLLILQOSEGLGYHFAAVTVPQADILSLLRKLGENDGDVNNFLNGIKVEDNLSKAHVTLAHK
RAHGVAAVASYGVYQNQEVPVSFNAFLYTDKMAALEAQLGTVNGEKIDSKNDWPHVTLWTAPGVAPKEANMLPQL
FSAGQAKRVLIDPPITISGVLDFY

Zuckerrilbe EST Sequenz D:
MEFGNVYTAVGVEFVLGRLFHEAWGKEAPKMQAEFNDFLEKNRVSISMELVTAVLGDHGORPKDDYAVVTAVTELGN
GKPKFYSTPEVIAFCRKWRLPTNHVWLFSTRKSATSFFAAYDALCEEGTATPVCKALDEIADTAVPGSKDHVKVQ
GEILEGLVARIVPSQSSTOMEEVLKTFPQA

Abbildung 43. Auflistung der offenen Leseraster der EST-Sequenzen, die zur Identifizierung der
110 kDa tRNA Ligase beigetragen haben
Die sequenzierten tryptischen Fragmente sind in fetter Schrift hervorgehoben.

Die Sequest Analyse zeigt die Weizen EST Sequenzen auf, die zur Identifizierung der 125 kDa tRNA
Ligase gefuhrt haben. Da in den sequenzierten Genomen von Arabidopsis thaliana und Oryza sativa
das tRNA Ligase-Gen nur in einer Kopienzahl vorkommt, ist anzunehmen, das die 125 kDa und die

110 kDa tRNA Ligase von demselben Gen exprimiert werden.

4.3.8. Genannotation der Arabidopsis und der Oryza tRNA Ligase

Die Reis tRNA Ligase verfugt Uber 27 Exons und eine Signalsequenz fir die Chloroplasten. Bisherige
Modelle gehen von einem tRNA Spleilen im Kern bzw. im Cytoplasma aus. Eine Moglichkeit besteht
in dem Durchlesen des ersten Initationscodons und einer Initation der Translation am zweiten bzw.

dritten Methionin.

1 MSLSSTSTSSLLLLLSPRGNPRRLLPLLLPLRLSSSSSAAAAAAAMPPRRDRHHGKQPQQQWKPKATDPAAAAPAVVAAA
81 SSPASSTSSSADFAGGVERMTISPSPQGGASQVWVPRGYATSASSSSSSSSAAAAEQRIDAEKLSRVFKAAPNFEVDNNT
161 FIQSQIRATFYPKFENEKSDQETRTRMIEMVSHGLATLEVTLKHSGSLFMYAGHHGGAYAKNSFGNIYTAVGVFVLGRLF
Abbildung 44. Aminoterminale Proteinsequenz der Oryza tRNA Ligase
Die drei Methionine im gleichen Leseraster, sowie die beiden fur die tRNA Ligasen charakteristischen
Sequenzmotive Lig und Ligl sind hervorgehoben.
Daher wurde die Frage gestellt, ob die Arabidopsis tRNA Ligase Uber ein zusatliches Exon oberhalb
des vermeintlichen Initationsmethionins verfiigt und so wie die Oryza tRNA Ligase von insgesamt 27
Exons codiert wird. Hierfir wurde der Bereich zwischen dem A-Zapll Vektor und der bekannten
codierenden Sequenz von AtLig mittels PCR amplifiziert und nach Restriktionshydrolyse mit BamHI
und Phosphorylierung mit der Polynukleotidkinase in den BamH|/Smal hydrolysierten und CIP

dephosphorylierten pUC19 Vektor fur eine DNA Sequenzierung kloniert.
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Bei der Sequenzierung des Abschnitts oberhalb des Initiationsmethionincodons kann noch codierende
Seqeunz aufgezeigt werden. Zudem ist eine weitere Exongrenze fir die Arabidopsis tRNA Ligase
vorhanden. Auch wenn der sequenzierte cDNA Klon nicht die vollstandige codierende Seqenz enthalt,
kann das in Abbildung 46 aufgezeigte Genmodell fir das vollstadndige Arabidopsis tRNA Ligase Gen

AtLigiong postuliert werden.

1 TGGTTCGCAC AAAATTAAGC CACGTGTTGA TGTCGTTAAT TCCTCACACA
S L I P H T

51 ACTCACTTCG CTTTCTCTAT CAACATTCAT CTTTCTGCTA CTTCTCGAAC
T H F A F S I N I H L s A T S R T
101 CTCCTCTCTT CTCCGATCAT CTTCTCCTTA CTTTACCTTA GCTCGCTCTC
S S L L R S S S P Y F T L A R S L neues 1. Exon
151 TCTGTTTTAA CTCCTCTATC AGATTTTTAT CCTCAGATAT GCCAAAGAAG
cC F N S S I R F L S S D M P K K
201 CAGgtttgga actttcatcg agttttcctt aatctgggtt aatatagcga
Q
251 ttgccaaatt tatcgaattt taaatcctct gttatatgac tctctcgaag
301 atctgcactt tctgggtttt gattgctttg ttcacaatgt gttagtttgt
351 ggtgcagtgt tatgactttg gacttttgat tatctggaaa cgaatttgaa
401 ttttgcatct taaaaaattg aaactttata tcttgaagtc ttggtttgtg
451 agagtttctt gttgcttttg ggtgtataca ggacttgact attttttgtt
501 tttgttggca gAAAAAGAGA GATCACGCTG AGCAGAAGTG GCAAGTAAAA
K K R D H A E Q K W Q V K
551 CCGAAGATGG ATGCTCCATT TGAATCCGGT GATAGTTCGG CAACAGTTGT
P K M D A P F E S G D S S A T VvV V
601 TGCAGAAGCA GTAAACAACC AATTTGGCGG GTTAAGTCTT AAGGAAAGCA
A E A vV N N QO F G G L S L K E S N

Abbildung 46. Genomischer Sequenzauschnitt der Arabidopsis tRNA Ligase

Exonsequenzen sind in GroRbuchstaben, das Intron in roten Kleinbuchstaben wiedergegeben. Die
ersten 3 Methionins im gleichen Leseraster sind in fetter Schrift hervorgehoben.

Eine Blast Suche mit dem neu annotierten AtLig,ng Protein gegen die EST-Datenbank der NCBI
(tblastn) findet zwei weitere cDNA Klone, deren offene Leseraster eine hohe Homologie zu dem

aminoterminalen Bereich von AtLigi.ng aufweisen (Abbildung 47).
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Abbildung 47. Alignment der N-terminalen Region der Arabdiopsis tRNA Ligase mit zwei
weiteren partiellen cDNA Klonen aus Citrus sinensis und Vitis vinifera

Es wird das Alignment der Arabidopsis tRNA Ligase mit den offenen Leserastern der EST-Sequenzen
CN191372 von Citrus sinensis und CB342564 von Vitis vinifera wiedergegeben. Identische
Aminosauren sind schwarz, ahnliche Aminosauren grau hinterlegt.

Neben dem Alignment der Aminosaurensequenz der verschiedenen pflanzlichen tRNA Ligasen ist es
wichtig auf den Kontext zu achten, in dem sich die einzelnen Initiationsmethionine befinden. Sollten
die zwei identifizieren tRNA Ligasen mit einem Molekulargewicht von 125 und 110 kDa von einem
Gen enstsammen, besteht die Moglichkeit, dass das erste Initationsmethionin vom Ribosom
Uberlesen wird, da es sich in einem schlechten Kontext befindet. Dann kann die Translation am
zweiten und dritten Metionin erfolgen. Die Konsensus-Sequenz fir h6here Pflanzen belauft sich auf
caA(A/C)aAUGGCqg (Tabelle 3; Joshi et al., 1997).

Tabelle 4. Kontext der Initiationsmethionine der pflanzlichen tRNA Ligasen

1.met codon 2. met codon 3. met codon
AtLig GUUG | AUG | UCG AGAU | AUG| CCA GAAG |AUG |GAU
OsLig UUAG | AUG |UCG UGCA |AUG|CCU GAGG |AUG |ACC
Cclig UUGA | AUG | UCG AAUC |AUG | UCU UGAG |AUG |ACA
VvLig CUGA |AUG |UCG AGUC |AUG |UCG UGAA |AUG |GCA

Consens caA (A/C)AUGGCg

Die Klonierung der Volllangen Arabidopsis tRNA Ligase (AtLig) erfolgt Gber die Ligation von 2 PCR
Fragmenten. Die erste PCR Reaktion amplifiziert das erste Exon von genomischer Arabidopsis DNA.
Dabei wird oberhalb des 1. Methionins eine Notl Schnittstelle fiir die Klonierung eingefiigt, das andere
Ende wird Uber die Polynukleotidkinase fur eine spatere Ligation mit glatten Enden phosphoryliert. Die
zweite PCR erfolgt mit AtLigshort in pIVEX WG 1.3 mittels einer abgewandelten Form des "Ex Site"
Mutagenese Protokolls (Stratagene). Eine Startsequenz bindet oberhalb des Initationsmethionins des
pIVEX WG 1.3 Vektors in inverser Richtung und flgt eine Notl Schnittstelle ein. Die zweite
Startsequenz bindet an den Bereich des 3. Methionins und fiigt ber das 5°-Ende die fehlende
Nukleotidsequenz bis zur 1. Exongrenze an (Abbildung 48).

Beide PCR Fragmente werden nach Aufreinigung mit Notl hydrolysiert, das kurze genomische
Fragment mit der Polynukleotidkinase phosphoryliert und der Vektor mit der alkalischen Phosphatase
aus Kalberdarm ("calf intestinal phosphatase" CIP) dephosphoryliert. Nach Aufreinigung in einem
praparativen Agarosegel werden beide PCR Fragmente UN bei 14 °C mit der T4 DNA Ligase ligiert.
AnschlieRend wird die T4 DNA Ligase durch Erhitzung auf 60 °C fir 5 min inaktiviert, bevor die
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verbliebene Matrizen DNA mit Dpnl hydrolysiert wird. Die Transformation in E. coli XL1-Blue erfolgt

Uber Elektroporation. Die erfolgreiche Klonierung von AtlLige,g wird durch DNA Sequenzierung

7,
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Abbildung 48. Schematische Darstellung fiir die Klonierungsstrategie der cDNA AtLigong in
dem pIVEX WG1.3 Vektor

Die Klonierung geht von zwei PCR Ansatzen aus. Von oben zur Mitte wird die Modifizierung des
bestehenden AtLigshort Klons hin zur Vorbereitung fir die Ligation mit dem ersten Exon
wiedergegeben. Von unten zur Mitte ist die PCR Amplifizierung des ersten Exons aufgezeigt, bei der
Uber die eine Startsequenz eine Notl Schnittstelle eingefligt wird.

4.3.9. Lokalisierung der pflanzlichen tRNA Ligase in der Pflanzenzelle

Fir die neu annotierte Arabidopsis und fur die Oryza tRNA Ligase kann eine Signalsequenz am
aminoterminalen Ende anhand des Algorithmus SignalP 3.0 mit einer Wahrscheinlichkeit von 97 %
und 99,9 % vorhergesagt werden (Bendtsen et al., 2004). Eine differenzierte Aussage in Bezug auf
die Lokalisation in den Mitochondrien oder in den Chloroplasten kann dber den Algorithmus
TargetP V1.0 erhalten werden (Emanuelsson et al., 2000). Fir OsLig wird eine Lokalisierung in den
Chloroplasten mit einer Wahrscheinlichkeit von 69 % und in den Mitochondrien von 59 %
vorhergesagt. AtLigi.ng kann mit einer Wahrscheinlichkeit von 94 % in den Chloroplasten und von 17
% in den Mitochondrien angetroffen werden.

Unabhangig von der Signifikanz einer vorhergesagten Lokalierung in einzelnen Zellkompartimenten
kann die tatsachliche Lokalisierung nur experimentell bestimmt werden. Im Rahmen dieser Arbeit wird
die Lokalisierung der Arabidopsis und Oryza tRNA Ligase in vivo in Zwiebelepidermiszellen
untersucht. Eine elegante Methode besteht in der Bildung von rekombinanten GFP-Fusionproteinen
mit der Arabidopsis und Oryza tRNA Ligase. Das Fusionsprotein wird dann unter der Kontrolle des

starken pflanzlichen CaMV S35 Promotors und des Nos Terminators gestellt. Diese so erhaltene
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Plasmid DNA wird dann Uber eine Goldpartikel "Kanone" in die Pflanzenzellen eingeschleust. Nach
einigen Stunden Inkubation kann die Lokalisierung der durch das GFP hervorgerufenen Fluoreszenz
unter dem Mikroskop untersucht werden. Im Rahmen dieser Arbeit wurden die fir die
fluoreszensmikroskopische Untersuchung notwendigen Klonierungen erledigt. Die
fluoreszenzmikroskopischen Untersuchungen wurden im Labor von Prof. Akama (Matsue, Japan)
durchgefiihrt.

4.3.9.1 Klonierung von tRNA Ligase-GFP Konstrukten

Fur die Lokalisierungsstudien wird der Vektor pTH-2 verwendet. Dieser Vektor entstammt urspriinglich
der pUC18 Plasmid DNA, in die der starke pflanzliche CaMV S35-Promoter fir eine hohe
Transkription der einzufiigenden mRNA vorgeschaltet ist. Zudem befindet sich nach einer multiplen
Klonierungsstelle die codierende Sequenz fiir das grin fluoreszierende Protein sGFP S65T, das eine
im Vergleich zum GFP-Wildtyp eine 200fach starkere Fluoreszenz hervorruft.

Fir die Klonierung codierender Ligasesequenzen kann die carboxyterminale Restriktionsschnittstelle
Sall auch im pTH-2 Vektor verwendet werden. Die bei den Ligase-Genen vorliegende aminoterminale
Notl Schnittstelle muf® jedoch in den pTH-2 Vektor mittels inverser PCR eingefiigt werden. Daher
findet die Klonierung Uber die Ligation von zwei PCR Fragmenten statt. AtLig und OsLig werden mit
Startsequenzen amplifiziert, so dass am aminoterminalen Ende eine Notl und am carboxyterminalen
anstelle des Terminationscodons eine Sall Schnittstelle eingeflgt wird. Die pTH-2 Vektor DNA wird in
einer inversen PCR mit Startseqenzen amplifiziert, die eine Notl-Schnittstelle nach dem CaMV S35
Promotor einflgt. Nach Restriktionshydrolyse mit Nofl und Sall werden beide PCR Fragmente tber
ein praparatives Agarosegel aufgereinigt und fur die Ligationsansatze bei 14 °C UN verwendet. Nach
Inaktivierung der T4 DNA Ligase wird mit 10 E Dpnl supplementiert und bei 37 °C fur 1 h inkubiert,
bevor die Transformation durch Elektroporation durchgefiihrt wird. Die erfolgreiche Klonierung wird

durch DNA Sequenzierung bestatigt.

Notl Sall

[pUCT8[ CaMV S35 | pflanzliche tRNA Ligase sGFP 65T  [Nos Terminator [pUC18]

Abbildung 49. Schematischer Aufbau der tRNA Ligase-GFP-Fusionsproteine

Die tRNA Ligase wird ohne das naturliche Terminationscodons im Leseraster vor das verstarkte griine
Fluoreszenzprotein kloniert und unter die Kontrolle des pflanzlichen starken CaMV S35 Promotors
gesetzt.

4.3.9.2. Fluoreszenzmikroskopische Untersuchungen transformierter
Zwiebelepidermiszellen

Bevor die Lokalisierung der gewlinschten Proteine AtLig und OsLig untersucht werden, ist es ratsam,
die verschiedenen Lokalisierungen in der Pflanzenzelle anhand von Markerproteinen zu visualisieren.
Wird das GFP allein ohne Signalsequenz und ohne Kernlokalisierungssignal exprimiert, kommt es zu
einer Anhaufung im Cytoplasma. Wird dem GFP eine Kernsignalssequenz angefiligt, so wird dieses

Konstrukt in den Zellkern importiert, der sodann unter UV Licht griin leuchtet. Verfligen Proteine am
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aminoterminalen Ende eine Signalsequenz, so kann ein Import in die Mitochondrien und in die
Chloroplasten erfolgen (Abbildung 50).

A B

Abbildung 50. Lokalisierung der GFP-Fusionsproteine in einer Zwiebelepidermiszelle

Wird das sGFP S65T Protein allein in einer Zelle exprimiert, so erscheint das gesamte Cytoplasma in
grunlicher Fluoreszens (A). Verfugt das GFP-Fusionsprotein Uber eine Kernimportsignalsequenz,
leuchtet der Kern in intensiver Fluoreszens (B). Wird ein Fusionsprotein mit einer Zielsequenz fur die
Mitochondrien untersucht, tritt die Fluoreszens fein punktformig auf (C). Die Lokalisierung in den
Chloroplasten kann schén durch die Uberlagerung der eigenen Fluoreszenz mit der GFP
hervorgerufenen Fluoreszens erkannt werden (D).

Fir die eigentliche Untersuchung werden verschiedene Konstrukte fur die Arabidopsis und Orzya
tRNA Ligase in die Zwiebelepidermiszellen eingeschleust und die gebildete Fluoreszenz unter
UV Licht mit einem Mikroskop betrachtet. Fiir die Oryza tRNA Ligase wird sowohl OsLig-GFP Wildtyp,
wie auch OsLig-GFP M1, bei der das erste Initiationsmethionin zu einem Stopp-Codon mutiert wurde,
untersucht (Abbildung 51). Fir die Arabidopsis tRNA Ligase wird sowohl das Konstrukt AtLigiong-GFP,

wie auch AtLigsno-GFP untersucht (Abbildung 51).
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AtLig,o,,-GFP OsLig-GFP Wt

AtLig,, GFP OsLig-GFP M1

Abbildung 51. Lokalisierung der Arabidopsis und Oryza tRNA Ligase-GFP Konstrukte in der
Zwiebelepidermiszelle

Das vollstandige Arabidopsis tRNA Ligase-GFP Konstrukt AtLigi,ng-GFP verflgt Gber eine
Lokalisierungsignalsequenz fir die Mitochondrien. Kann bei der Arabidopsis tRNA Ligase die Initation
der Translation beim 3. Methionin-Codon erfolgen (AtLigsnor-GFP) so ist weder eine Signalsequenz
noch ein Kernlokalisierungssignal vorhanden und das Fusionsprotein kumuliert im Cytoplasma.

Erfolgt bei der Orzya tRNA Ligase die Initiation der Translation beim ersten Methionin-Codon (OsL.ig-
GFP Wt), so beinhaltet das Fusionsprotein eine Signalsequenz fir die Chloroplasten. Kann die
Initiation der Translation erst beim zweiten Methionin erfolgen, so verflgt das Fusionsprotein weder
Uber eine Signalsequenz, noch uber ein Kernimportsignal und akkumuliert ebenfalls im Cytoplama.

Fur die Oryza tRNA Ligase kann die berechnete Lokalisierung in den Chloroplasten durch die in vivo
Fluorezsenzstudien mit dem grun fluoreszierenden Protein bestatigt werden. Wird ein Fusionsprotein
exprimiert, das erst am zweiten bzw. dritten Methionin-Codon initiiert, so akkumliert die Fluorsezenz
im Cytoplasma. Offensichtlich verfugt die Oryza tRNA Ligase nicht Gber ein Kernimportsignal. Dies ist
verwunderlich, da die meisten bisherigen Modelle fur das tRNA SpleiRen davon ausgingen, dass die
Prozesse im Zellkern stattfinden. So verfugt der Nicotiana Kernextrakt Uber alle enzymatischen
Aktivititaten, die fur die Reifung einer intronhaltigen Vorlaufer-tRNA hin zur maturen tRNA erforderlich
sind (Yukawa et al., 2001).

Fur die Arabidopsis tRNA Ligase konnte die berechnete Lokalisierung in den Chloroplasten nicht
bestatigt werden. Vielmehr verflgt die Arabidopsis tRNA Ligase uber eine Signalsequenz fir die
Mitochondrien. Die Arabidopsis tRNA Endonuklease Untereinheiten lassen sich in den Mitochondrien
lokalisieren (persénliche Mitteilung von Prof. Akama, Matsue, Japan). Bereits fur die Hefe tRNA
Endonuklease konnte die vornehmliche Lokalisierung an den Mitochondrien nachgewiesen werden
(Yoshihisa et al., 2003). Wird der Arabidopsis tRNA Ligase eine Initation erst am dritten Methionin
ermoglicht (AtLigshort), SO akkumuliert das Fusionsprotein im Cytoplasma. Die Arabidopsis tRNA Ligase

— wie auch die Oryza tRNA Ligase — verfigen nicht Uber ein Kernimportsignal.
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4.4. Charakterisierung der tRNA Ligase aus Saugern

Bei den Saugern unterscheidet sich der Ligationsmechanismus in fundamentaler Weise von dem
Ligationsmechnismus, der bei den Pflanzen und Hefen anzutreffen ist. Das Cyclophosphat ist eine
essentielle Voraussetzung fir die Ligation und wird in die entstehende 3°,5"-Phosphodiesterbindung
eingebaut. Ein 5’-Phosphat an der Ligationsstelle wird von der Hefe und von der Pflanzen tRNA

Ligase toleriert, hemmt jedoch die Sauger tRNA Ligase vollstandig.

44.1. Literaturrecherche zu der Aufreinigung der tRNA Ligase aus Saugern

Bisherige Untersuchungen der Sduger tRNA Ligase sind entweder mit Gesamt- oder Kernextrakten
aus Hel.a Zellen, Frosch Oozyten oder aus Mauseleber durchgefiihrt worden. Der Kernextrakt aus der
Mauseleber kann direkt in einer fraktionierten Ammoniumsulfatfallung angereichtert werden. Zudem
wurde aus einem Hela Kernextrakt die tRNA Ligaseaktivitat an Heparinsepharose gebunden und mit
einem Stufengradienten von 500 mM KCI eluiert. Bisher existiert lediglich eine Verdffentlichung mit
einer Aufreinigungsstrategie, die zu einer hundertfachen Anreicherung der Aktivitat gefthrt hat.
Hierbei wird die Labilitdt der tRNA Ligase sehr stark betont. Die Aktivitdt konnte nur wenige Stunden
fur weitere Charakterisierungen aufrechterhalten werden. Dabei wurde unter anderem das

Molekulargewicht Giber Sedimentation im Glycerolgradienten auf ca. 160 kDa abgeschatzt.

4.4.2. Chromatographische Aufreinigung der tRNA Ligase aus
Schweineleber

Im Rahmen dieser Arbeit konnte von einem Ilokalen Schlachthof frische noch handwarme
Schweineleber flr die chromatographische Anreicherung der tRNA Ligaseaktivitat bezogen werden.
Stufe 1: 200 g gewdurfelte Schweineleber wird in einem Fleischwolf mechanisch zerkleinert und mit
400 ml Puffer A (Zusammensetzung siehe 4.3.1) / 200 mM KCI in einem Mixer (Typ "Waren blender")
fir 5 min durchmischt. AnschlieRend werden 200 mL Aliquote fir 2 min mit Ultraschall sonifiziert
(Branson Sonifier, dicke Spitze, Stufe 8) und 15 min bei 25.000 g (JA 14, 12.000 UpM) zentrifugiert.
Der erhaltene S 25 Extrakt (450 ml, 45 g Protein) ist noch relativ triibe und wird bei 100.000 g (Ti45,
42.000 UpM) fiir 90 min ultrazentrifugiert. Der so erhaltene S100 Extrakt wird zwischen sedimentierten
Ribosomen und Membranproteinen und der obigen Fettemulsion vorsichtig mit einer 20 ml Pipette
entnommen (280 ml, 24 g Protein).

Stufe 2: Der S100 Extrakt wird mit Ammoniumsulfat fraktioniert. Das 0 — 30 % gesattigte Sediment
wird verworfen, der Uberstand ad 80 % Sattigung durch Zugabe von festem Ammoniumsulfat
eingestellt. Nach Y% Stunde riihren wird 10 min bei 10.000 g zentrifugiert und der Uberstand verworfen.
Das 30 — 80 % gesattigte Sediment wird in einem kleinen Volumen Puffer A, pH 8.5 aufgenommen
(150 ml, 14 g Protein) und Uber eine 800 ml Sephadex G25 Saule — &qilibriert mit Puffer A, pH 8,5 —
entsalzt (250 ml, 14 g Protein).

Stufe 3: Eine 200 ml DEAE SH 23 Saule wird mit Puffer A, pH 8.5 &qilibriert und mit der aktiven
Ammoniumsulfatfraktion beladen und mit einem 1400 ml linearen Gradienten von 0 — 300 mM KCI
eluiert (Abbildung 51). Die RNA Ligaseaktivitat eluiert hier bei 70 — 90 mM KCI. Die aktiven Fraktionen
16-20 werden vereint (120 ml, 600 mg Protein) und Uber Gelfiltration an Sephadex G25 auf Puffer A,
pH 7.5 umgepuffert (180 ml, 600 mg Protein; Abbildung 51).
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Abbildung 51. Ligaseaktivitatsnachweis fiir die DEAE-Fraktionen mit den Archeuka tRNA
Halften

Das 30 — 80 % ammoniumsulfatgesattigte Sediment wird in Puffer A, pH 8.5 geldst, iber Sephadex
G25 entsalzt (Am) und auf die 200 mL DEAE-Cellulosesaule aufgetragen. Der Durchfluss wurde
ebenfalls fraktioniert und auf Ligaseaktivitat untersucht (F1,F2). Die Elution erfolgte mit einem 1400 ml
linearen Gradienten von 0 — 300 mM KCI. Es werden 70 Fraktionen a 20 ml gesammelt.

Stufe 4: Eine 10 ml Cibacron Blau Trisacryl-Saule wird mit Puffer A, pH 7.5 agqilibriert und mit den
aktiven DEAE-Elutionsfraktionen beladen. Die Elution erfolgt mit einem 100 ml linearen Gradienten
von 0 — 1000 mM KCI. Leider stellte sich heraus, dass die RNA Ligaseaktivitat Uber einen weiten
Bereich von 200 — 800 mM KCI eluierte (60 ml, 30 mg Protein). Die aktiven Cibacron Blau Fraktionen
wurden dennoch vereint, tGber Gelfiltration an Sephadex G25 entsalzt und direkt fir die nachste Saule
verwendet.

Wahrend der analytischen Evaluierung der Cibacron Blau Saule wurde ein gebrauchtes
Saulenmaterial verwendet, das lediglich mit 2 M KCI nachgewaschen wurde. Hier eluierte die RNA
Ligaseaktivitat als scharfer Peak bei 150 — 250 mM KCI..

Stufe 5: Eine 5 ml HiTrap Heparin Saule wird mit Puffer A, pH 7.5 agqilibriert und mit den aktiven,
entsalzten Cibacron Blau Fraktionen beladen. Die Elution erfolgt mit einem 50 ml linearen Gradienten
von 0 — 500 mM KCI (Abbildung 52). Die RNA Ligaseaktivitat eluiert bei 250 — 300 mM KCI (15 ml,
10 mg Protein). Die aktiven Heparin Fraktionen werden vereint und Uber Gelfiltration an Sephadex
G25 auf Puffer A, pH 8.5 entsalzen.
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Abbildung 52. Elutionsprofil und Ligaseaktivititsnachweis fiur die 5 ml HiTrap Heparin
Sepharose Siule

Die vereinten Cibacron Blau Fraktionen (a) werden Uber Sephadex G25 entsalzen (b) und auf die 5 mi
HiTrap Heparin-Saule geladen. Die Elution findet in einem 50 ml linearen Gradienten von 0 — 500 mM
KCI statt. Das Elutionsprofil der Heparin-Sdule und der Ligaseaktivitdtsnachweis fur ausgewahlte
Fraktionen ist wiedergegeben.

Stufe 6: Eine 1 ml Mono Q HR 5/5 Saule wird mit Puffer A, pH 8.5 &qilibriert und mit den aktiven,
entsalzten Heparin-Fraktionen beladen. Die Elution erfolgt in einem 15 ml linearen Gradienten von
0-400 mM KCI. Die RNA Ligaseaktivitat eluiert bei 250 — 300 mM KCI (2 ml, 1 mg). Die aktiven

Fraktionen werden vereint und direkt fur die anstehende Gelfiltration verwendet.
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Abbildung 53. Elutionsprofil und Ligaseaktivitdtsnachweis fiir die 1 ml Mono Q Saule.

Die vereinten Fraktionen der Heparin-Saule wurden Uber Sephadex G25 entsalzen und auf eine 1 ml
Mono Q Saule beladen. Die Elution findet in einem 15 ml linearen Gradienten von 0 — 500 mM KClI
statt.

Stufe 7: Die aktiven Mono Q Fraktionen werden direkt fir eine Gelfiltration an einer 120 ml HiLoad
Superdex 200 Saule verwendet. Die RNA Ligaseaktivitat eluiert bei einem Volumen von 54 ml — 58 ml.
Die Gelfiltrationssdule wurde mit den Markerproteinen p-Amylase (210 kDa, 54 ml),

Alkoholdehydrogenase (150 kDa, 58 ml) und Rinderserumalbumin (68 kDa, 62 ml) kalibriert, so dass
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mit der Gelfiltration ebenso das native Molekulargewicht auf ca. 150 — 180 kDa abgeschéatzt werden

kann.
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Abbildung 54. Elutionsprofil, Ligaseaktivititsnachweis und silbergefarbtes Laemmli Proteingel

mit den Gelfiltrationsfraktionen

(A) Das Elutionsprofil der 120 ml Superdex 200 Saule ist wiedergegegen.

(B) Von ausgewahlten Fraktionen wurde der Ligaseaktivitatnachweis durchgefiihrt.

(C) Je 10 ul der angegebenen Fraktion wurde in einem 7.5 % Polyacrylamid / 0.1 % SDS aufgetrennt.
Die enthaltenen Proteine werden anschlieRend durch eine Silberfarbung sichtbar gemacht.

Die Aufreinigung der tRNA Ligaseaktivitat aus Schweineleber erméglicht die Identfizierung eines 160
kDa Proteins als Kandidat fiir die animale tRNA Ligase. Zur Identifizierung des codierenden Gens wird
eine Proteinsequenzierung durchgefihrt. Zudem wird anhand der aktiven Fraktionen der
Ligationsmechanismus untersucht. Das charakteristische Merkmal fur die animale tRNA Ligase ist der

Einbau des 2°,3"-Cyclophosphats in die neu entstehende 3°,5’-Phosphodiesterbindung.
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Abbildung 55. Aufreinigungsschema fiir
die tRNA Ligase aus der Schweineleber

Massenspektrometrische Proteinsequenzierung der tRNA Ligase aus

Von den Gelfiltrationsfraktionen werden 40 pl mit 10 ul 5x Dissozationspuffer durchmischt, 2 min bei
90 °C erhitzt und Uber ein 7.5 % Polyacrylamid / 0.1 % SDS aufgetrennt. Nach 8 min in der
Coomassie-Farbelosung wird vollstandig entfarbt, das Gelstiick mit dem gewlinschten Protein
ausgeschnitten, 2x 5 min in 500 pl Acetonitril/H,O (1:1) aquilibriert und bei -20 °C gelagert.

Die Proteinsequenzanalyse wurde bei der "Harvard Microchemistry Facility" durchgefihrt. Nach

tryptischer Hydrolyse des Proteins im Gelstlick wurden die Proteinfragmente eluiert, Uber eine

Mikrokapillar "Reverse Phasen" HPLC aufgetrennt, die direkt Uber ein Nano Elektronenspray

lonisationsquelle (ESI) an eine Quadrupol lonenfalle gekoppelt ist (WLC/MS/MS).
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Von insgesamt 120 tryptischen Fragmenten wurde die Proteinsequenz ermittelt. Die Sequest Analyse
ergibt eine eindeutige Zuordnung zu einem 160 kDa Protein, das in den Datenbanken als humane

Carbamoylphosphatsynthetase annotiert ist.

4.4.3. Analyse der Ligationsprodukte

Archeuka tRNA-Halften und das lineare Intron wurden in praparativen Ligationsansatzen mit den
aktiven Fraktionen der Superdex 200 Gelffiltration umgesetzt. Die Reaktionsansatze trennt man in
12.5 % denaturierenden Polyacrylamidgelen auf. Die Gelstlicke mit der gespleilRten tRNA und mit dem
zirkularen Intron wurden ausgeschnitten und die enthaltene RNA Uber Diffusionselution
zurlickgewonnen. Das zirkulare Intron wurde direkt fir eine RNase P1 Hydrolyse verwendet. Da das
Transkript mit (x-[32P]ATP markiert wurde, ist das aus der Hydrolyse der Archeuka pre-tRNA gebildete
Cyclophosphat des linearen Introns markiert. Nur wenn das Cyclophosphat in die neu entstandene
3’,5’-Phosphodiesterbindung wahrend der Ligationsreaktion eingebaut wurde, wird neben den p*A
Nucleosiden auch das p*U Nukleosid gebildet. Die Analyse des RNase P1 Hydrolysats erfolgt durch
Dinnschichtchromatographie in Celluloseplatten mit Laufmittel A (Abbildung 56B).

Die zuriickgewonnene gespleite tRNA wird zuerst mit RNase T1 spezifisch nach jedem Guanosin
hydrolysiert. Die Reaktionsmischung wird in einem 20 % denaturierenden Polyacrylamidgel
aufgetrennt. Bei den Ligationsprodukten der animalen tRNA Ligase liegt jetzt kein RNase T1
resistentes 15mer Oligonukleotid vor, wie diese bei der Pflanzen und Hefe tRNA Ligase beobachtet
wurde (siehe Abbildung 37). Stattdessen werden ein 8mer und ein 7mer Oligonukleotid gebildet, die
aus dem 20 % denaturierenden Polyacrylamidgel ausgeschnitten, Uber Diffusionselution
zurlickgewonnen und fir die Hydrolyse mit RNase T2 verwendet wurden. Die Archeuka pre-tRNA
wurde durch den Einbau von (x-[32]UTP radioaktiv markiert. Somit wird bei der Hydrolyse der Archeuka
pre-tRNA mit der Methanocaldococcus tRNA SpleiRendonuklease eine 5°-tRNA Halfte mit einem
markierten Cyclophosphat gebildet. Nur wenn das Cyclophosphat in die neu entstehende 3°,5°-
Phosphodiesterbindung bei der Ligationsreaktion eingebaut wurde, wird auch ein markiertes Gp*
neben 2x Cp* und 1x Up* bei der RNase T2 Hydrolyse der beiden 7mer Oligonukleotide gebildet. Die
Analyse erfolgt durch Dinnschichtchromatographie in Cellulose Platten mit Laufmittel A
(Abbildung 56C).
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Abbildung 56. Analyse der Ligationsprodukte der animalen tRNA Ligase

(A) Die Sekundarstruktur der Archeuka pre-tRNA, die tRNA Halften mit dem linearen Intron und die
gespleildte tRNA mit dem zirkuldren Intron sind wiedergegeben.

(B) Das bei einer praparativen Ligationsreaktion gebildete zirkulare Intron wurde aus einem 12.5 %
denaturierenden Polyacrylamidgel zurickgewonnen und fir die Hydrolyse mit RNase P1
verwendet. Die Analyse der gebildeten Produkte erfolgt durch Dunnschichtchromatographie in
Cellulose Platten mit Laufmittel A. Bei der verwendeten Markierung des Transkriptes mit
a-[32P]ATP wird nur dann ein p*U gebildet, wenn das Cyclophosphat in die neue 3°,5'-
Phosphodiesterbindung eingebaut wird.

(C) Die bei einer praparativen Ligationsreaktion gebildete gespleilRte tRNA wurde aus einem 12.5 %
denaturierenden Polyacrylamidgel zurlickgewonnen und fir die Hydrolyse mit RNase T1
verwendet. Dabei werden unter anderem zwei 7mer Oligonukleotide gebildet, die aus einem 20 %
denaturierenden Polyacrylamidgel zuriickgewonnen wurden und fiir die Hydrolyse mit RNase T2
verwendet wurden. Die Analyse der gebildeten Produkte erfolgt durch
Dinnschichtchromatographie in Cellulose Platten mit Laufmittel A. Bei der verwendeten
Markierung des Transkriptes mit o-[**PJUTP wird nur dann ein Gp gebildet, wenn das
Cyclophosphat in die neue 3°,5"-Phosphodiesterbindung eingebaut wurde.
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5. Diskussion
tRNA SpleiRen

Mit der Entdeckung von Intronsequenzen in Kern-codierten tRNA Genen der Hefe Saccharomyces
cerevisae begann die Erforschung des tRNA SpleiBmechanismus (Goodman et al, 1977). Die
Exzision des tRNA Introns und die Ligation der tRNA Halften verlaufen grundséatzlich verschieden vom
mRNA SpleiRen ab. Mit der Hefe rna1-1 Mutante war es mdglich, intronhaltige pre-tRNAs der Hefe in
vivo anzureichern und fur in vitro SpleiRexperimente zu verwenden. Spater wurde die Transkription
von pre-tRNAs mit der T7 RNA Polymerase fur in vitro Spleillexperimente etabliert (Abelson, 1987).
Intronhaltige pre-tRNAs konnten zuerst in der Hefe aufgezeigt werden, folglich ist der tRNA
SpleiBmechanismus in der Hefe Saccharomyces cerevisiae am besten untersucht und besteht aus
mindestens 3 Schritten. Eine tetramere tRNA SpleiRendonuklease hydrolysiert die pre-tRNA zu tRNA-
Halften mit einem 2°,3"-Cyclophosphat an der 5°-Halfte und mit einer 5°-Hydroxylgruppe an der 3’-
Halfte. Eine tRNA Ligase verknipft die beiden tRNA-Halften in einer ATP-abhangigen Reaktionsfolge.
Das Cyclophosphat wird zu einem 2’-Phosphat durch die cyclische Phosphodiesteraseaktivitat
hydrolysiert, die 5-Hydroxylgruppe wird durch die Polynukleotidkinaseaktivitdt bevorzugt von GTP
phosphoryliert. Die Hefe tRNA Ligase reagiert mit ATP unter kovalenter Bindung von AMP an das
Lysiny14 des Lig I-Motivs und Ubertragt AMP an die 5° phosphorylierte Stelle der 3" Halfte unter
Ausbildung einer 5°-5-Phosphoanhydridbindung. AnschlieBend ermoglicht die Ligase den
nukleophilen Angriff der 3"-Hydroxylgruppe an den aktivierten 5°-Terminus unter Ausbildung einer 2'-
Phosphomonoester-3°,5"-Phosphodiesterbindung an der Spleil3stelle. Die gespleifite tRNA ist noch
nicht funktionell und besitzt deutlich weniger Basenmodifizierung als die mature tRNA, die Uber
Ubertragung des 2°-Phosphats auf NAD" durch eine 2'-Phosphotransferase gebildet wird (Abelson et
al., 1998).

Das Hefe tRNA Ligaseprotein konnte Uber finf chromatographische Stufen bis zur nahen
Homogenitat aufgereinigt werden. Das aminoterminale Ende wurde ansequenziert, und die erhaltenen
Sequenzdaten wurden fir die Wahl von Deoxyoligonukleotid-Sonden verwendet, die fir
Hybridisierungsexperimente mit einer genomischen DNA Genbibliothek von Saccharomyces
cerevisiae verwendet wurden (Phizicky et al., 1986). Es gelang die Identifizierung eines 4 kb groRRen
DNA-Fragments, das das Gen fur die tRNA Ligase codiert. Dieses Fragment wurde sequenziert, und
das offene Leseraster fir die Hefe tRNA Ligase konnte aufgezeigt werden (Westaway et al., 1988).
Die Hefe tRNA Ligase besitzt eine domanenartige Struktur, wobei die Adenylyltransferaseaktivitat im
aminoterminalen Bereich, die Polynukleotidkinaseaktivitdt in der Mitte und die cyclische
Phosphodieasteraseaktivitdt am carboxterminalen Ende anzutreffen ist (Xu et al., 1990; Apostol et al.,
1991; Sawaya et al., 2003).

Chromatographische Anreicherung und Charakterisierung der tRNA Endonuklease Aktivitat

aus Weizenkeimen

Weizenkeime eignen sich als Ausgangsmaterial fir die chromatographische Aufreinigung pflanzlicher
RNA prozessierender Enzyme, da sie () in gro3er Menge unter gleich bleibender Qualitat zuganglich

und (Il) relativ arm an Proteasen und Nukleasen sind. Zudem ist die Substratspezifitat der pflanzlichen
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SpleilRendonuklease bereits ausgiebig in Weizenkeimextrakten untersucht worden (Stange und Beier,
1987; Stange et al., 1992). Bisherige Untersuchungen der pflanzlichen tRNA Spleil3reaktion erfolgte
mit intronhaltigen pre-tRNAs, die durch Transkription im HelLa Kernextrakt als intronhaltige Vorlaufer
tRNAs gewonnen wurden. Fir eine chromatographische Anreicherung der tRNA SpleiRendonuklease-
Aktivitdt werden jedoch grof’e Mengen an intronhaltiger pre-tRNA bendtigt. Daher wurde zuerst die
tRNA Spleilreaktion mit intronhaltigen pre-tRNAs, die durch Transkription mittels der T7 RNA
Polymerase gebildet wurden, etabliert (Abbildung 10). Im Rahmen dieser Arbeit konnte ausgehend
von einem Weizenkeim S30 Extrakt die tRNA Spleilendonukeaseaktivitdt ganzlich von Nukleasen
befreit werden, so dass eine Unterscheidung zwischen autolytischer und enzymatischer Hydrolyse der
intronhaltigen pre-tRNA moglich ist (van Tol et al, 1989; Abbildung 18). Die Weizen tRNA
SpleiRendonuklease liegt hier aggregiert vor und verhalt sich wie ein nicht solubilisiertes
Membranprotein.

Wird die Weizen SpleiRendonuklease durch Zugabe von Triton X100 solubilisiert, ist eine
chromatographische Anreicherung der Aktivitdt Uber Phosphocellulose, Heparin-Sepharose und
Cibacron Blau Trisacryl um den Faktor 1000 méglich (Abbildung 23). Weitergehende Untersuchungen
der Verteilung der Endonuklease-Aktivitdt wurden im Rahmen dieser Arbeit nicht durchgefuhrt. Bereits
bei der Aufreinigung der Hefe tRNA Endonuklease auf klassiche Weise konnte nicht genligend Protein
fur eine Sequenzierung gewonnen werden (Rauhut et al., 1990). Erst mit einer abgewandelten Form
der Tandem-Affinitatschromatographie ist ein robustes und reproduzierbares Aufreinigungsverfahren
etabliert worden, das die Identifizierung aller vier Hefe tRNA Endonuklease Untereinheiten
ermoglichte (Trotta et al, 1997). In analoger Weise konnte der menschliche tRNA
SpleilRendonukleasekomplex tUber Tandem-Affinitdtschromatographie aufgereinigt und charakterisiert
werden (Paushkin et al., 2004). Die Tandem-Affinitatschromatographie ist fir die Charakterisierung
von Proteinkomplexen aus der Hefe ausgearbeitet worden (Rigaut et al., 1999) und konnte erfolgreich
fur die animalen Zelllinien Gbernommen werden (Knuesel et al., 2004; Drakas et al., 2005). Fur
pflanzliche Proteinkomplexe konnte die Methode der Tandem-Affinitdtschromatographie kurzlich
ebenfalls erfolgreich angewendet werden (Rohila et al., 2004; Rubio et al., 2005).

Eine weitere Moglichkeit zur Identifizierung von Proteinkomplexen besteht in der Immunoprazipitation
mit polyklonalen Antikérpern, die durch Immunisierung mit einer bekannten Untereinheit gewonnen
werden. Im Rahmen dieser Arbeit wurde die Spezifitat der anti-AtSen1 und anti-AtSen2 Antikérper
gegen die rekombinanten AtSen1 und AtSen2, sowie gegen Arabidopsis und Triticum Extrakte
untersucht. Die Antikdrperseren sind hochaktiv gegen die rekombinanten Arabidopsis Proteine und
erkennen ein 40 kDa Protein jeweils in den Extrakten von Arabidopsis und Triticum spezifisch
(Abbildung 24). Damit konnte im Rahmen dieser Arbeit die Grundlage fir eine Immunoprazipitation

gelegt werden.

Etablierung der Hydrolyse der Archeuka pre-tRNA mit der rekombinanten Methanocaldococcus
tRNA SpleiBendonuklease

In der Arbeitsgruppe von Prof. Abelson wurde die tRNA Ligaseaktivitdt durch die Verknipfung von
tRNA Halften nachgewiesen. Die hierflr benétigten tRNA Halften wurden durch die Hydrolyse von
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pre-tRNA mit stark angereicherten tRNA SpleiRendonukleasen erzeugt (Greer et al., 1983; Phizicky et
al. 1986).

Im Rahmen dieser Arbeit wurden ebenfalls angereicherte tRNA SpleiRendonukleasefraktionen zur
Erzeugung von tRNA Halften verwendet, jedoch erwies sich die Prozedur als aufwendig und ist im
praparativen Maldstab nur schwer durchzufiihren. Da zudem mit den rekombinanten Proteinen AtSen1
und AtSen2 kein aktiver tRNA SpleiRendonukleasekomplex gebildet werden konnte, wurde nach einer
Alternative gesucht. Seit der Identifizierung der tRNA Spleilendonuklase aus Haloferax volcanii
(Kleman-Leyer et al., 1997) und aus Methanocaldococcus jannaschii (Lykke-Andersen, 1997) als
Homo-Dimer bzw. Homo-Tetramer kann mit der rekombinanten Expression der einen Untereinheit ein
aktiver Archaea SpleilRkomplex gebildet werden, der RNA Substrate mit dem "Schleifen-Helix-
Schleifen" ("bulge-helix-bulge") Motif hydrolysiert. Die gebildeten RNA Produkte weisen dabei ein
2°,3’-Cyclophosphat und eine 5’-Hydroxylgruppe auf.

In der praktischen Durchfihrung wurde eine intronhaltige Archeuka pre-tRNA auf der Basis der
Nicotiana pre—tRNATyr (N9-T7 M1) konzipiert, die in hoher Ausbeute mittels T7 RNA Polymerase
synthetisiert werden kann (Abbildung 11). Die rekombinante Methanocaldococcus tRNA
SpleilRendonuklease wurde sehr effizient im Weizenkeim RTS 100 CECF System Uberexprimiert und
an Ni-NTA-Agarose aufgereinigt (Abbildung 14). Die Hydrolyse der Archeuka pre-tRNA mit der
rekombinanten Methanocaldococcus Spleilendonuklease verlauft quantitativ zu Archeuka tRNA
Halften und zu einem linearen Intron (Abbildung 15). Diese gebildeten RNA Produkte werden Uber
Phenolisierung und  Ethanolprazipitation  aufgereinigt und  konnen fir den RNA
Ligaseaktivitdtsnachweis verwendet werden. Da eine geniigend hohe Menge an Substrat vorhanden
ist, konnten quantitative Aussagen zur RNA Ligaseaktivitat getroffen werden. Fur die Aufreinigung der
Weizen tRNA Ligase konnte so die Cibacron Blau, die Source S15 und die Superdex 200 Saule sehr

viel aussagekraftiger charakterisiert werden.

Chromatographische Aufreinigung der Weizen tRNA Ligase

Eine RNA Ligaseaktivitat konnte in einem Translationsweizenkeimextrakt von M. Konarska (1981)
nachgewiesen werden. Fir den RNA Ligaseaktivitdtsnachweis wurde ein artifizielles Substrat
verwendet, das nach RNase T1 Hydrolyse von TMV RNA gebildet wird. Dieses sogn. Q-Fragment
weist eine 5’-Hydroxylgruppe und ein 2°,3"-Cyclophosphat auf und wird bei der Inkubation mit dem
Translationsweizenkeimextrakt zirkularisiert. Durch das unterschiedliche Laufverhalten des linearen
und des zirkularisierten Q-Fragments in einem Polyarcylamidgel kann die RNA-Ligaseaktivitat
nachgewiesen werden.

Kurze Zeit nach der Entdeckung wurden die ersten Anreicherungen der Weizen RNA Ligaseaktivitat
durchgefihrt. Fir den RNA Ligasenachweis wurden zuerst artifizielle Substrate mit einem 5°-Phosphat
und einem 2°,3’-Cyclophosphat verwendet (Furneaux et al., 1983). Letztlich konnte die Weizen RNA
Ligaseaktivitat 6000-fach angereichert werden und die RNA Ligaseaktivitdt korrelierte bei der
Sedimentation im Glycerolgradienten mit einem Proteinduplett von 110 kDa (Pick und Hurwitz, 1986).
Eine Proteinsequenzierung erfolgte nicht. Im Rahmen dieser Arbeit ist ein Aufreinigungsschema flr
die Weizen tRNA Ligase entwickelt worden, das sich deutlich von den bisher verdffentlichten
Aufreinigungsstrategien unterscheidet (Furneaux et al., 1983; Gegenheimer et al., 1983; Pick und
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Hurwitz, 1986; Pick et al, 1990). Die Weizen tRNA Ligase zeigt selbst bei 200 mM KCI im
Chromatographiepuffer eine spezifische Bindung an Heparin-Sepharose. Da unter diesen
Bedingungen 95 % der anderen Proteine nicht an Heparin binden, kénnen sehr grole Mengen an
Protein (bis zu 20 g) mit einer vorhandenen 40 ml Heparin-Sepharose Saule verarbeitet werden.

Der Cibacron Blau Farbstoff dhnelt in der Struktur NAD® und wird als gruppenspezifisches
Affinitatsmedium fiir die Aufreinigung von Enzymen, die ATP oder NAD" als Cofaktoren benétigen
verwendet. Pick und Hurwitz (1986) verwendeten ebenfalls ATP-Agarose fir die Aufreinigung der
Weizen tRNA Ligase. Jedoch war die Bindung an ATP-Agarose nur sehr schwach ausgepragt, so
dass nur sehr wenig Salz im Chromatographiepuffer fur die Bindung an ATP-Agarose vorhanden sein
durfte. Zudem ist ATP-Agarose relativ teuer und hydrolyseempfindlich. Im Rahmen dieser Arbeit
konnte die Aufreinigung der Weizen RNA Ligase an Cibacron Blau Trisacryl etabliert werden. Die
Bindung erfolgt bei 150 mM KCI und die Elution bei 300 mM KCI (Abbildung 26). Daher befindet sich
die Weizen tRNA Ligase stets in einem Mileu mit geniigend Salz. Uber 90 % der Weizen tRNA Ligase
liegt in der adenylierten Form vor und eluiert daher unter relativ moderaten Salzbedingungen von der
Cibacron Blau Saule. Lediglich 10 % der Weizen tRNA Ligase liegt deadenyliert vor und eluiert erst
bei deutlich héheren Salzbedingungen. Mit der Etablierung des RNA Ligaseaktivitditsnachweis mit
Archeuka tRNA Halften konnten quantitative Aussagen Uber die Verteilung der RNA Ligaseaktivitat
der Cibacron Blau Elutionsfraktionen getroffen werden. Vereint man die Fraktionen mit der Haupt-
tRNA Ligaseaktivitat, kann ein Aufreinigungsfaktor von 15 mit der Cibacron Blau S&ule erreicht
werden.

Mit der Source S15 S&ule wird zum ersten Mal ein klassischer Kationenaustauscher fiir die
Aufreinigung der Weizen tRNA Ligase verwendet. Pick und Hurwitz (1986) verwendeten die
Phosphocellulose zur Aufreinigung und wiesen darauf hin, dass eine ahnliche Aufreinigung mit einer
Mono S Saule (Amersham, Freiburg) erzielt werden kann (Pick et al., 1990). Das Source S15 Material
weist ahnliche Eigenschaften wie eine Mono S Saule auf. Aufgrund der hohen Flussrate bei den
Mono S und Source S15 Saulen und der automatisierten Durchfiihrung in Verbindung mit einer FPLC
Anlage ist diesen Saulenmaterialen der deutiche Vorzug insbesondere bei der Intermediar- und
Endreinigung zu geben. Im Rahmen dieser Arbeit ist es zudem mdglich gewesen, die beiden
adenylierbaren Proteine von 125 und 110 kDa Uber die Source S15 Saule zu trennen (Abbildung 38).
Anstelle der Sedimentation im Glycerolgradienten (Pick und Hurwitz, 1986) wurde in dieser Arbeit die
Gelffiltration mit Superdex 200 in einer XK16/60 Saule durchgeflihrt. Die Hauptaufreinigung bestand in
der Entfernung von Proteinaggregaten, die mit dem Totvolumen der Sdule im Nachschmier eluierten.
Die aktiven tRNA Ligasefraktionen weisen eine Reinheit von ca. 40 % auf (Abbildung 27 und 39). In
Verbindung mit dem Adenylyltransferasenachweis kann bereits auf dieser Stufe das tRNA
Ligaseprotein identifiziert, und eine erfolgreiche massenspektrometrische Proteinsequenzierung von
tryptischen Fragmenten durchgefiihrt werden.

Die Weizen tRNA Ligase kann zwar noch weiter Uber die tRNA Sepharose Saule aufgereinigt werden,
jedoch darf die Salzkonzentration im Bindepuffer nur maximal 50 mM KCI betragen. Wahrend der
Chromatographie geht Uber 75 % der Ligaseaktivitat verloren, so dass der Aufreinigungsfaktor kaum
in Relation zur gewonnenen Aufreinigung zu sehen ist. Fir die Identifizierung der 110 kDa tRNA

Ligase wurde daher auf die tRNA Sepharose Saule verzichtet.
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Mit der Etablierung des Adenylyltransferase-Nachweises wurde untersucht, ob sich das [32P]AMP
markierte Ligaseprotein in einer komplexen Proteinmischung Uuber eine zweidimensionale
Elektrophorese separieren und durch Autoradiographie identifizieren lie3. Die erste Dimension der
Auftrennung erfolgt in einer isoelektrischen Fokussierung, bei der sehr hohe Spannungswerte
angelegt werden. Folglich darf nur sehr wenig Salz in der Probe vorhanden sein. Aufgrund der hohen
Labilitat der Weizen tRNA Ligase in Niedrigsalzpuffern geht bereits bei der isoelektrischen
Fokussierung das gesamte Ligaseprotein verloren und kann selbst mit dem sehr empfindlichen
Adenylyltransferase-Nachweis nicht mehr detektiert werden. Daher wurde auf eine weitere
Optimierung der isoelektrischen Fokussierung verzichtet und die chromatographische Aufreinigung
der Weizen tRNA Ligase weiter optimiert. An dieser Stelle kann angemerkt werden, dass die

zweidimensionale Elektrophorese nur fur niedermolekulare Proteine angewendet werden kann.

Proteinsequenzierungsmethoden

Heutzutage sind eine Vielzahl von Mdglichkeiten gegeben, von einem Protein eine partielle Sequenz
zu erhalten, die fur die Identifizierung in 6ffentlich zuganglichen Datenbanken verwendet werden kann.
Die klassische Edman-Sequenzierung ist auch heute noch mdglich, jedoch werden ca. 10 pmol
Protein geblottet auf einer PVDF-Membran benétigt. Insbesondere bei Proteinen oberhalb 100 kDa
wird die Methode unsauber, da sich bei jedem Sequenzierschritt unspezifisch Peptidfragmente von
der Membran |6sen. Fir eine Bromcyan Spaltung und die anschlielende Edman Sequenzierung
werden ca. 50 pmol sauberes Protein benétigt. Diese Mengen standen im Rahmen dieser Arbeit nicht
zur Verfligung.

Neben der klassischen Edman-Sequenzierung wurde in den letzten Jahren eine Vielzahl von
massenspektrometrischen Sequenziermethoden etabliert. Allen Methoden gemeinsam ist die
tryptische Hydrolyse des im ausgeschnittenen Gelstlick enthaltenen Proteins. Ein einfacher tryptischer
Fingerabdruck kann zwar ein neues Protein identifizieren, wenn es in einer Proteindatenbank
vorhanden ist. Jedoch ist die hierfur erforderliche Reinheit des Proteins nur bei vorheriger Auftrennung
in einem zweidimensionalen Proteingel gegeben. Zudem sind eine Vielzahl von Proteinen in den
Datenbanken noch nicht richtig annotiert, so dass die Massen der tryptischen Fragmente nicht fir eine
Identifizierung ausreichen. Es verbleibt die Maoglichkeit, ein tryptisches Fragment Gber
Sekundarfragmentation naher zu charakterisieren. Der Vorteil hierbei ist, dass die tryptischen
Fragmente hauptsachlich an der Peptidbindung fragmentieren. Uber den Massenunterschied der
Sekundarfragmente kann die jeweilige Aminosdure bestimmt werden. Mdchte man madglichst viele
tryptische Fragmente sequenzieren, ist es ginstig, vor der massenspektrometrischen Sequenzierung
eine "Reverse Phasen" Auftrennung der tryptischen Peptide durchzufiihren. In den letzten Jahren
wurde die Mikrokapillar "Reverse Phasen" Nano HPLC Auftrennung etabliert. Hier werden ug Mengen
an tryptischen Fragmenten an eine ,Reverse Phasen® Saule mit einem Volumen von 1 pl gebunden
und mit einer Flussrate in der Grofe von nl/min Uber einen linearen Gradienten von ein bis zwei
Stunden eluiert. Die Nano HPLC wird direkt mittels eines nano "Elektronenspray lonisation" (ESI) an
eine Quadrupol lonenfalle, welche die tryptischen Fragmente sekundar weiter fragmentiert, gekoppelt.
Mit einer solchen Apparatur lassen sich mehr als 100 tryptische Fragmente innerhalb ein bis zwei

Stunden sequenzieren. Die Auswertung der Sequenzdaten erfolgt Uber die Sequest Analyse. Die
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Sequenzierung der beiden Weizen tRNA Ligaseproteine und des animalen tRNA Ligaseproteins

erfolgte nach dieser zuletzt beschriebenen Methode.

Identifizierung der codierenden tRNA Ligase-gene in Datenbanken anhand der ermittelten

Proteinsequenzabschnitte

Fir die Aufreinigung der pflanzlichen tRNA Ligase wurden Weizenkeime verwendet. Da das
Weizengenom nicht sequenziert ist, kann eine Identifizierung der tryptischen Fragmente nur Uber die
EST Sequenzen vom Weizen erfolgen. Im Rahmen der Proteinsequenzierung unter der Leitung von
Dr. William Lane (Harvard University) konnten 7 pflanzliche ESTs identfiziert werden, die eine hohe
Homologie zu dem Arabidopsis Protein At1g07910 aufweisen. Das At1g07910 Protein wurde bisher
als Translationselongations-Faktor annotiert (Axelos et al., 1989). Jedoch weist das Protein keinerlei
Anhnlichkeit mit bekannten Translationselongationsfaktoren auf. Anhand der Klonierung und
rekombinanten Expression fir den RNA Ligaseaktivitditsnachweis wurde das At1g07910 Gen
eindeutig als tRNA Ligase identifiziert werden (Abbildung 36).

Das fur At1g07910 codierende offene Leseraster wurde hierfir mittels PCR aus einer cDNA Genbank
von Arabidopsis thaliana amplifiziert. Nach einer Reamplifikation unter Einfligung von geeigneten
Restriktionsschnittstellen wurde die codierende Sequenz in den Proteintberexpressionsvektor plVEX
WG 1.4 kloniert. Der codierende Bereich wurde sequenziert, wobei sich herausgestellt hat, dass die
vorhergesagten Exongrenzen fiir das 4. und 6. Exon nicht mit der experimentell ermittelten Sequenz
Ubereinstimmen (Abbildung 33). Jedoch ist die Vorhersage der richtigen Intron-Exon-Grenzen nur im
eingeschrankten Mald maglich und richtet sich immer nach den von ESTs bzw. cDNA-Sequenzen
ermittelten Daten. Zudem ist eine Oryza Volllangen cDNA vorhanden und das Alignment von
experimentell ermittelter Arabidopsis, jedoch nicht der vorhergesagten Arabidopsis Proteinsequenz
liefert eine hohe Ahnlichkeit mit der Oryza Proteinsequenz in diesem Bereich (Abbildung 34).

Die Arabidopsis tRNA Ligase besitzt wie die Hefe tRNA Ligase alle drei enzymatischen Aktivitdten auf
einer Polypeptidkette. Im aminoterminalen Bereich ist die Adenylyltransferase/RNA Ligase-Domane
anzutreffen. Die konservierten Sequenzmotive, die typisch fir DNA-, RNA-Ligasen und mRNA
Capping-Enzyme sind, kdnnen ebenfalls fir die Arabidopsis tRNA Ligase aufgezeigt werden (Shuman
und Schwer, 1995): Das Motiv KFEN ist bei allen bekannten tRNA Ligasen konserviert (Sawaya et al.,
2003) und wird daher in dieser Arbeit als ,Lig“-Motiv bezeichntet. Das Lig | Motiv ,KHSG* enthalt den
Lysinrest, an deren Seitenkette kovalent AMP gebunden wird. Das Lig Ill Motiv ,FAA"/\F* und das Lig
IV Motiv ,EGLVA* gehen Wechselwirkungen mit dem zu bindenden AMP ein. Dabei ist eine n-m-
Stapel Wechselwirkung zwischen dem Phenylalanin aus dem Lig lll Motiv mit dem Purin des AMP,
sowie die koordinative Bindung des a-Phosphats von ATP durch das Aspartat aus dem Lig IV Motiv
von Bedeutung.

Im zentralen Bereich befindet sich die P-Schleifen Sequenz ,,GIPGS/GAKS“, die charakteristisch fir
Polynukleotidkinasen ist (Wang und Shuman, 2002; Jilani et al., 1999). Im carboxyterminalen Bereich
konnen die aktiven Zentren ,HVTL" und ,,HVIATL“ aufgezeigt werden, die charakteristisch fur die 2H
cyclischen Phosphodiesterasen sind (Nasr und Filipowicz, 2000). Dabei nehmen die beiden Histidine

die Rolle als Protonendonor und als Protonenakzeptor in der Saure-Basen-katalysierten Hydrolyse der
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Phosphodiesterbindung ein. Die beiden Threonine koordinieren mit den Sauerstoffatomen des

Phosphats und ziehen Elektronendichte weg, so dass das Nukleophil H,O leichter angreifen kann.

Obwohl die Hefe und die pflanzliche tRNA Ligase Uber die gleichen enzymatischen Aktivitadten mit
ahnlichen aktiven Zentren verfligen, kann dber den Blosum 62 bzw. Clustal W Algorithmus keine
signifikante Ahnlichkeit aufgezeigt werden. Dies ist um so bemerkenswerter, da die jeweiligen Hefe

tRNA Ligasen untereinander und die jeweiligen pflanzlichen tRNA Ligasen untereinander eine sehr

hohe Homologie aufweisen.

AtLig 1

TpLig 1

AtLig 81
TpLig 47
AtLig 161
TpLig 103
AtLig 241
TpLig 164
AtLig 321
TpLig 230
AtLig 401
TpLig 307
AtLig 481
TpLig 375
AtLig 561
TpLig 442
AtLig 641
TpLig 519
AtLig 721
TpLig 592
AtLig 796
TpLig 667
AtLig 876
TpLig 746
AtLig 952
TpLig 826

AtLig 1032
TpLig 898

AtLig 1108
TpLig 978

Abbildung 57.
pseudonana

Mit der Proteinsequenz der Arabidopsis tRNA L|gase kann Uber eine Blastsuche ein Thalassiosira
identifziert werden. Das Alignment beider tRNA
Ligaseproteine zeigt eine mittlere Homologie und Ahnlichkeit der beiden Proteine. Jedoch kénnen in
beiden Proteinen die fur pflanzliche tRNA Ligasen charakteristischen Sequenzmotive aufgezeigt
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Interessanterweise besitzt das Oryza tRNA Ligasegen 27 Exons, das vorhergesagte Arabidopsis
tRNA Ligasegen jedoch nur 26 Exons. Daher wurde nach codierenden Sequenzen oberhalb des
vorhergesagten Initiatiationsmethionin mittels PCR gesucht. In der Tat verfugt das Arabidopsis tRNA
Ligasegen wie auch das Oryza Gen uber 27 Exons. Bei dem ersten Exon handelt es sich vermutlich
um ein zusatzliches Exon, das fur eine Signalsequenz zu den Chloroplasten codiert (Abbildung 46).
Das vollstandige Arabidopsis tRNA Ligasegen AtLigng wurde ausgehend von Atligs.o: Mittels
Oligodeoxynukleotid-gerichteter Mutagenese und PCR Amplifizierung des ersten Exons konstruiert

und fur Lokalisierungsstudien verwendet.

Ein tRNA Ligase-Gen fiir zwei unterschiedliche Proteine

Bereits Pick und Hurwitz (1986) konnten lber den Adenylyltransferasenachweis zwei Proteine im
silbergefarbten Gel nachweisen und vermuteten aufgrund eines ahnlichen Proteinfragmentmusters bei
der Proteolyse mit der Carboxypeptidase Y, dass beide Proteine nahezu identisch sind. Im Rahmen
dieser Arbeit konnte nicht nur das 125 kDa, sondern auch das 110 kDa Weizen tRNA Ligaseprotein
aufgereinigt (Abbildung 40) und massenspektrometrisch sequenziert werden. Dabei wurden die
gleichen pflanzlichen ESTs identifiziert (Abbildung 43), so dass davon auszugehen ist, dass die
beiden Proteine von dem gleichen Gen exprimiert werden.

Sowohl die Arabidopsis wie auch die Oryza tRNA Ligase verfligen tber drei Methionine im gleichen
Leseraster, wobei das erste Methionin in einem sehr schlechten Kontext (Joshi et al., 1997) vorliegt
und von dem Ribosom teilweise Uberlesen werden kann, so dass eine Initiation der Translation
ebenfalls am zweiten bzw. dritten Methionin moéglich ware.

Mittlerweile gibt es eine Reihe von Beispielen, dass ausgehend von einem Gen, mehrere funktionelle
Proteine in verschiedene Kompartimente der Zelle transportiert werden (zusammengefasst in Small et
al., 1998 und Silva-Filho, 2003). So wird die Arabidopsis DNA Ligase von einem Gen codiert. Im
aminoterminalen Bereich befinden sich 3 Initiationsmethionine. Das Ribosom bindet an die 5°-Cap
Struktur der mRNA und sucht die mRNA stromabwéts solange ab bis das erste Methionin
aufgefunden werden kann. Dabei ist der Kontext des Methionins entscheidend, wie gut eine Initiation
der Translation erfolgen kann. Zudem gibt es insbesondere bei einem schlechten Kontext des
Initiationsmethionins die Mdoglichkeit, dass das erste Methionin Uberlesen wird und weiter
stromabwarts nach einem neuen Initiationsmethionin gesucht wird. Fur den Fall der Arabidopsis DNA
Ligase kann die Initiation der Translation an allen drei Initiationsmethionine erfolgen. Erfolgt die
Translation am ersten Methionin, wird zusatzlich zum funktionellen Protein eine Zielsequenz fiir die
Chloroplasten exprimiert. Wird die Translation vom zweiten Methionin gestartet, so wird eine
Zielsequenz fir die Mitochondrien exprimiert. Erfolgt letztlich die Initiation am dritten Methionin, so ist
keine aminoterminale Zielsequenz vorgegeben und das codierte Kernlokalisierungssignal kann fiir den

Import in den Zellkern verwendet werden (Sunderland et al., 2004).

Lokalisierung der pflanzlichen tRNA Ligase in den Chloroplasten

Die 125 kDa Proteine der Arabidopsis und der Oryza tRNA Ligase beinhalten im aminoterminalen
Bereich eine Anhaufung von Serin und Leucin Aminosauren, so dass vermutet werden kann, dass

eine Signalsequenz vorhanden ist. Daher wurde mit dem SingalP3.0 Programm der aminoterminale
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Bereich nach einer Signalsequenz untersucht (Bendtsen et al., 2004). In der Tat wird fur die
Arabidopsis und die Oryza tRNA Ligase eine Lokalisierung in den Chloroplasten vorhergesagt.

Die tatsachliche Lokalisierung der Arabidopsis und der Oryza tRNA Ligase kann gut als
Fusionsproteine mit dem griin fluoreszierenden Protein untersucht werden. Die Arabidopsis und Oryza
tRNA Ligasegene wurden hierfiir unter die Kontrolle des CaMV 35 Promotors gestellt und anstelle des
natirlichen Terminationssignals im gleichen Leseraster das sGFP S65T angehangt (Abbildung 49).
Die entsprechende Plasmid DNA wurde dann mit einer Goldpartikel Kanone in Zwiebelepidermis-
Zellen eingeschleust

Mit dem Oryza tRNA Ligase-GFP Fusionsprotein konnte in vivo die tatsachliche Lokalisierung in den
Chloroplasten nachgewiesen werden (Abbildung 51). Die Gruppe der "Avocado sunblotch" Viroide
replizieren in den Chloroplasten. Bisher konnte noch nicht nachgewiesen werden, ob die
Zirkularisation der linearen Viroidstrange autokatalytisch oder durch eine Wirts RNA Ligase erfolgt. Die
linearen Viroidstrange verfligen Uber eine 5°-Hydroxylgruppe und ein 2°,3’-Cyclophosphat. Zudem
sind Extrakte aus Chlamydomonas in vitro in der Lage, lineare Viroidstrange zu zirkularisieren. Da die
kerncodierte und die chloroplastidar vorliegende tRNA Ligase von demselben Gen abstammt und fir
die kerncodierte Replikation der "Potato spindle tuber" Viroide (PSTV) eine Beteiligung der Wirts RNA
Ligase angenommen wird, kann davon ausgegangen werden, dass ebenfalls in den Chloroplasten die
Replikation der Viroide unter Beteiligung der Wirts RNA Ligase ablauft (Darés und Flores, 2004;
Tabler und Tsagris, 2004). Die Pflanze selbst nimmt jedoch Schaden von einem Viroidbefall. Daher
bleibt die Frage offen, fir welche zellularen Ablaufe die Pflanze eine RNA Ligase in den Chloroplasten
importiert.

Uberraschenderweise wird die Arabidopsis tRNA Ligase in den Zwiebelepidermiszellen in die
Mitochondrien importiert (Abbildung 51). Es sind keine Viroide bekannt, die Arabidospsis Pflanzen
befallen. Jedoch konnte gezeigt werden, dass die Arabidopsis Pflanze Uber alle nétigen Enzyme
verfugt, die fur die Replikation der Viroide bendtigt werden (Daros und Flores, 2004). Ebenfalls muss
fur die Arabidopsis tRNA Ligase die Frage offen bleiben fiur welche zelluldren Abldufe in den
Mitochondrien die tRNA Ligase bendtigt wird. Interessanterweise sind ebenfalls die Arabidopsis tRNA
Endonuklease-Untereinheiten in den Mitochondrien lokalisiert (Prof. Akama, personliche Mitteilung,
Matsue, Japan). Moglicherweise findet das tRNA Spleilen in Arabidopsis thaliana in den

Mitochondrien statt.

Lokalisierung der tRNA Ligaseproteine in der Zelle

Fur die Orzya tRNA Ligase konnte eine Lokalisierung in den Chloroplasten nachgwiesen werden. Wird
das erste Initiationsmethionin zu einem Stopp-Codon mutagenisiert, befindet sich die Oryza tRNA
Ligase in dem Cytoplasma. Lange Zeit ging man davon aus, dass das tRNA Spleilen im Zellkern
stattfindet (Clark und Abelson, 1987; Melton et al., 1980; De Robertis et al., 1981; Nishikura und De
Robertis, 1981). In neuen Arbeiten konnte zum einen gezeigt werden, dass intronhaltige pre-tRNAs
aus dem Zellkern exportiert werden kdnnen (Arts et al., 1998). Zum anderen wurde die Lokalisierung
der Hefe tRNA-Endonuklease-Untereinheiten in der Zelle untersucht. Uber
Fluoresezenzmikroskopische Untersuchungen mit chimeren tRNA Endonuklease Untereinheiten mit

dem grun fluoreszierenden Protein (GFP) konnte nachgewiesen werden, dass die tRNA
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SpleiBendonuklease hauptsachlich bei den Mitochondrien lokalsiert ist. Dieser Befund wurde durch
weitere Untersuchungen bekraftigt, u.a durch Fraktionierung der Hefe Zelle enthaltenen
Kompartimente durch Zentrifugation im Saccharose-Gradienten (Yoshihisa et al, 2003).
Daruberhinaus konnte die Hefe tRNA Ligase hauptsachlich in dem Cytoplasma nachgewiesen werden
(T. Yoshihisa, personliche Mitteilung). Bei der Komplementierung eines tRNA Ligase defizenten
Hefestamms durch die beiden Phagenenzyme der T4 Polynukleotidkinase und der T4 RNA Ligase
werden Uberlebensfahige Hefe Mutanten gebildet. Da die T4 Enzyme sicherlich kein Kernimportsignal
tragen, ist davon auszugehen, dass die T4 Enzyme ihre Funktion in dem Cytoplasma austben
(Schwer et al.,, 2004). Die pflanzliche tRNA Spleilendonuklease ist ebenso vornehmlich an den
Mitochondrien lokalisiert und die pflanzliche tRNA Ligase befindet sich neben den Chloroplasten
vornehmlich im Cytoplasma. Daher liegt die Schlussfolgerung nahe, dass das tRNA Splei3en in
Pflanzenzellen wie auch bei der Hefe im Cytoplasma in der Nahe der Mitochondrien stattfindet. Es ist
jedoch anzumerken, dass im dem Transkriptionsextrakt aus Nicotiana BY-2 Zellkernen ebenfalls alle
Schritte zur Reifung einer Vorldufer tRNA hin zur maturen tRNA ablaufen, einschliellich dem tRNA
SpleiRen (Yukawa et al., 2001). An dieser Stelle ist es schwierig zu unterscheiden, ob der Kernextrakt
teilweise durch cytosolische Proteine ,verunreinigt® ist oder die tRNA SpleiRenzyme ebenso im

Zellkern anzutreffen sind.

Weitere Funktionen der pflanzlichen tRNA Ligase

Die Weizen tRNA Ligase verfigt Uber ein sehr breites Substratspektrum, vorausgesetzt die zu
verkniipfende Ribonukleinsaure verfligt tber ein 2°,3’-Cyclophosphat bzw. ein 2°-Phosphat und eine
5°-Hydroxyl- bzw. 5’-Phosphatgruppe. Die Verwandschaft der tRNA Ligase zu den T4
Phagenenzymen der Polynukleotidkinase und RNA Ligase legt die Frage nahe, ob die pflanzliche
tRNA Ligase ebenfalls an der Reparatur von tRNA Molekilen beteiligt ist. An dieser Stelle kann
nochmals betont werden, dass die Anticodonschleife der empfindlichste Bereich der tRNA ist.
Interessanterweise konnten in Chlamydomonas Zellen tRNA™® (UGC) und tRNA™® (UGG)
aufgefunden werden, deren 5°- und 3’-Halften Uber eine 2’-Phosphat-3'5’-Phosphodiesterbindung
verknupft sind (Tyc et al., 1983). Dabei kann ein tRNA Spleilmechanismus ausgeschlossen werden,
da die codierten tRNAs Uber keine Intronsequenzen verfligen, und zudem die Ligationsstelle sich in
der Position von der konservierten Spleil3stelle unterscheidet. Die Schlussfolgerung liegt nahe, dass
die pflanzliche tRNA Ligase die autolytisch entstandenen tRNA Halften ligiert hat.

Die Viroide benétigen bei dem Befall einer Pflanzenzelle eine Vielzahl von Wirts-codierten Proteinen
fur die Replikation. Es wird davon ausgegangen, dass die RNA Polymerase Il die Transkription von
Viroid RNA Tochterstrangen Ubernimmt. Diese (-)Viroid-Vorlaufer-Strange sind jedoch noch nicht
funktionell, sondern dienen als Vorlage flir die Synthese von (+)Tochterstrangen. Diese Strange
werden entweder von Wirtsnuklease am 5°- und 3°-Ende getrimmt oder ein stromabwartscodiertes
Hammerhead-Ribozym schneidet am 3°-Ende unter Ausbildung eines 2,3 -Cyclophosphats. Diese
lineare Viroid RNA wird von einer Wirts RNA Ligase unter Ausbildung einer 2’-Phosphat-3°,5'-
Phosphodiesterbindung ligiert (Branch et al., 1982).

Das Hepatitis 8 Virus verfugt Uber ein zirkulares RNA Genom und repliziert sich tuber den ,Rolling

circle“ Mechanismus. Das zirkulare Genom dient als Matrize fir die RNA-abhanige Transkription von
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multimeren (-)Tochterstrdngen, die von einem HDV codierten anti-genomischen Ribozym zu
Monomeren hydrolysiert werden. Die (-)Monomere werden von einer Wirts RNA Ligase zu
antigenomischen HDV Ringen zirkularisiert, die als Matrize fur die Synthese von (+) genomischen
Tochterstrangen dienen, die wiederum von einem genomischen Ribozym zu (+)-Monomeren mit einer
5’-Hydroxygruppe und 2°,3"-Cyclophosphat hydrolysiert werden. Letztlich verknlpft die Wirts RNA
Ligase diese (+)-Monomere zur zirkuldren, genomischen Hepatitis & Virus RNA Molekilen.

In der Hefe ist tRNA Ligase an dem zelluldren Mechanismus des ,unfolded protein response” beteiligt
und vernlpft die HAC-1 mRNA Exons nach der Exzision des Introns durch die IRE Endonuklease
(Sidrauski et al., 1998). Es ware interessant zu untersuchen, ob ein dhnlicher Mechanismus ebenfalls

bei der Pflanze anzutreffen ist.

Aufreinigung und Charakterisierung der Sauger tRNA Ligase

Mit der Entdeckung intronhaltiger pre-tRNAs in Xenopus und HelLa (Nishikura und De Robertis, 1981)
begann die Untersuchung des Spleilmechanismus in den animalen Systemen. Es stellte sich heraus,
dass die RNA Ligaseaktivitat aus Extrakten von HeLa und Xenopus die tRNA-Halften mit einem 2°,3"-
Cyclophosphat und einer 5’-Hydroxylgruppe in einer ATP-abhangigen Reaktion verknlpft. Es entsteht
eine 3,5 -Phosphodiesterbindung unter Einbau des Cyclophosphat (Laski et al., 1983; Filipowicz und
Shatkin, 1983; Filipowicz et al., 1983; Nishikura et al., 1981). Das tRNA Spleien findet bei den
animalen Zellen im Zellkern statt (Melton et al., 1980; Paushkin, 2004). Die RNA Ligaseaktivitat
konnte chromatographisch aus HelLa Zellen ca. 100fach angereichert warden. Dabei konnte das
native Molekulargewicht Uber Sedimentation im Glycerolgradienten zu ca. 160 kDa bestimmt werden
(Perkins et al., 1985). Als Ausgangsmaterial fur die Herstellung von Extrakten wurden zum einen
HelLa-Zellen verwendet, aus dem ein Gesamtextrakt (Filipowicz et al., 1983;Perkins et al., 1985), bzw.
ein Kernextrakt (Zillmann et al., 1991) gewonnen wurde. Zum anderen wurden Kernextrakte aus der
Mauseleber bzw. dem Mausegehirn fir die Charakterisierung der RNA Ligaseaktivitat verwendet
(Wang et al., 1984). Zudem gelang es Zillmann et al. (1991) die RNA Ligaseaktivitdt aus dem HelLa
Kernextrakt an Heparin-Sepharose aufzureinigen.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde als Ausgangsmaterial Schweineleber fur die chromatographische
Anreicherung der RNA Ligaseaktivitat verwendet. Dabei ist es wichtig, die Schweineleber frisch, d.h.
noch handwarm von einem lokalen Schlachthof sofort zu verarbeiten. Die hdchste spezifische
Ligaseaktivitdt konnte in einem HelLa Kernextrakt aufgezeigt werden. Jedoch treten bei der
Herstellung eines Kernextrakts derart hohe Verluste auf, dass fir eine chromatographische
Aufreinigung gunstigerweise von Gesamtextrakten ausgegangen wird. Der Aufschluss der
Schweineleberzellen erfogte in einem Fleischwolf und die Durchmischung mit dem Extraktionspuffer in
einem Mixer (Typ Warren Blender). Der erhaltene Schweineleber S100 Extrakt muss sofort weiter
verarbeitet werden. Beim Schockgefrieren mit flissigem Stickstoff, sowie bei einer Lagerung bei 4 °C
fur 24 h geht die RNA Ligaseaktivitat verloren. Auf eine Hitzebehandlung des Schweineleber S100
Extrakts wurde verzichtet, da hiermit eine deutliche Reduktion der RNA Ligaseaktivitat verbunden war.
Bereits Wang et al. (1984) fraktionierten die Kernextrakte aus der Mauseleber Uber eine
Ammoniumsulfatfallung. Bei der eigenen fraktionierten Ammoniumsulfatféllung wurde die Haupt-RNA

Ligaseaktivitat im dem Sattigungsinterval von 40 % bis 75 % aufgefunden.
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Der fraktionierte Schweineleberextrakt zeigt erst bei sehr niedriger Salzkonzentration eine Bindung an
Saulenchromatographie-Materialien wie DEAE-Cellulose, Mono Q, Heparin-Sepaharose, Cibacron
Blau-Trisacryl. Daher wurde die Entsalzung mittels Sephadex G25 Gelfiltration etabliert, die es
ermdglicht auch groRe Volumina innerhalb von 30 min zu Uber 99 % zu entsalzen. Bei der
lonenaustauschchromatographie konnte eine schwache Bindung an DEAE-Cellulose und eine mittlere
Bindung an Q-Sepharose, bzw. an Mono Q aufgezeigt werden. Zudem bindet die RNA Ligaseaktivitat
an Cibacron-Blau-Trisacryl und an Heparin-Sepharose, so dass ein Aufreinigungschema fir die
Anreicherung der animalen tRNA Ligaseaktivitdt ausgearbeitet werden konnte (Abbildung 55).
Ausgehend von 200 g Schweineleber wurden 280 ml S100 Schweineleberextrakt gewonnen, der tGber
Ammoniumsulfat frakioniert wurde. Die Aufreinigung an DEAE-Cellulose erméglichte die rasche
Verarbeitung des Rohextraktes und die Stabilisierung der RNA Ligaseaktivitat. Anhand der
gruppenspezifischen Affinitdtsmedien Cibacron Blau und Heparin konnten die Hauptverunreinigungen
der RNA Ligaseaktivitat abgetrennt werden. Die endglltige Reinigung erfolgte an Mono Q, wobei hier
die RNA Ligaseaktivitat relativ unspezifisch eluierte. In Verbindung mit der durchgefiihrten Gelfiltration
an Superdex 200 liegt es nahe, dass ein Teil der RNA Ligaseaktivitdt denaturiert wurde und teilweise
aggregiert vorliegt (Abbildung 54). Bei der Gelfiltration konnte das native Molekulargewicht auf ca 150
— 180 kDa abgeschatzt werden, das mit einem Protein von 160 kDa in einem silbergefarbten
Proteingel korreliert.

Das 160 kDa Protein wurde aus einem praparativen Gel ausgeschnitten und flir eine
massenspektrometrischen Proteinsequenzierung zur Harvard Microchemistry Facility (Cambridge,
Massachusetts) gesendet.

Mit 120 sequenzierten tryptischen Fragmenten wurde die Carbamoylphosphat-sythetase als das zu
bestimmende Protein indentifiziert. Die Verifizierung, dass es sich hierbei tatsdchlich um das animale
tRNA Ligasegen handelt, kann nur uUber die Klonierung und rekombinante Expression des
designierten Carbamoylphosphat-Synthetasegens erfolgen, die im Rahmen dieser Arbeit nicht mehr
durchgefiihrt wurden. Es lassen sich jedoch einige wichtige Erkenntnisse zusammenfassen. Die
animale tRNA Ligase aus Rohextrakten ist zwar relative labil, bei rascher Verarbeitung und nach der
ersten saulenchromatographischen Anreicherung kann die RNA Ligaseaktivitat bis zu einer Woche
ohne merklichen Aktivitatsverlust gelagert werden. Zudem ist eine Anreicherung sowohl an klasischen
lonaustauschmedien, wie auch an den gruppenspezifischen Affinitdtsmedien, z.B. Cibacron Blau und
Heparin mdglich. Wahrend der gesamten Aufreinigung konnte nur eine RNA Ligaseaktivitat aufgezeigt
werden. Anhand der RNase T2 Hydrolyse des zirkularisierten Introns konnte fiur diese RNA
Ligaseaktivitat gezeigt werden, dass das Cyclophosphat in die entstehende 3°,5"-
Phosphodiesterbindung eingebaut wurde (Abbildung 56). Dies ist verwunderlich, da Zillmann et al.
(1991) im HelLa Kernextrakt die Anwesenheit einer animalen und einer hefen/pflanzen-analogen RNA

Ligaseaktivitat nachgewiesen haben.
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Vergleich der unterschiedlichen RNA Ligasen

Aus T4 Phagen-infizierten E. coli Zellen konnte die erste RNA Ligase nachgewiesen, aufgereinigt und
kloniert werden (Silber et al., 1972). Die T4 RNA Ligase 1 ligiet RNA Molekile mit einem
5°-Phosphat- und einem 3’-Hydroxylende. Fur die T4 RNA Ligase konnte zusammen mit der

T4 Polynukleotidkinase eine Funktion in der Reparatur von tRNA"®

aufgezeigt werden, die von einer
Wirts-codierten Anticodonnuklease an der Wobble Position hydrolysiert wurde. Mittlerweile sind eine
Reihe von Bakteriophagen RNA Ligasen identifiziert worden, darunter ebenfalls Vertreter, die bei
einem Temperaturoptimum von 60 °C Ribonukleinsdurestrange ligieren (Blondal, et al., 2003 und
2005). Bei anderen Phagenenzymen befindet sich die RNA Ligase- und die Polynukleotidkinase/3"-
Phosphataseaktivitat auf einer Polypeptidkette (Martins und Shuman, 2004a, sowie Acc. No.
AAX92304). Interessanterweise gibt es in den Bakterien Fusobacterium nucleatum (Acc. No.
AAL93718) und Heliobacter hepaticus (Acc. No. AAP7853) Proteine mit einer hohen Homologie zu
dem Phagen Enzym aus dem Staphylococcus Phagen Twort (Acc. No. AAX92304). Vermutlich hat
hier ein Gentransfer von dem Bakteriophagen zum Bakterium stattgefunden, jedoch konnte noch nicht
eine zellulare Funktion fur die bakteriellen RNA Ligasen nachgewiesen werden (Martins und Shuman,
2004b).

Bei den tRNA Ligasen aus Hefen und Pflanzen ist die RNA Ligase-, Polynukleotidkinase- und eine
Cyclischen Phosphodiesterase-Aktivitat auf einer Polypeptidkette codiert. Das 2,3 -Cyclophosphat
wird dabei zu einem 2°-Phosphat hydrolysiert. Die tRNA Ligaseaktivitat bendtigt das 2°-Phosphat fir
die Knipfung einer 3,5’-Phosphodiesterbindung. Offentsichtlich haben die Hefen und Pflanzen eine
zusatzliche Kontrolle mittels des 2°-Phosphats entwickelt, um nicht willkirlich RNA Strdnge zu
verknipfen (Schwer et al., 2004). Fir diese Qualitatskontrolle wird sodann noch ein weiteres Enzym
bendtigt, das anschlieBend das 2'-Phosphat entfernt (Culver et al., 1993).

Grundsatzlich verschieden verlauft die RNA Ligationsreaktion bei Archaea und bei den animalen
Eukaryonten ab. Das 2°,3’-Cyclophosphat und die 5’-Hydroxylgruppe sind eine essentielle
Voraussetzung fir die Knliipfung einer 3°-5’-Phosphodiesterbindung, wobei das Cyclophosphat in die
neu entstehende Bindung eingebaut wird. Bisher ist es noch nicht gelungen ein RNA Ligasegen aus
Archea oder aus den animalen Eukaryonten zu identifizieren. Daher ist die dieser Arbeit erfolgte
Identifzierung des humanen tRNA Ligasegens und die funktionelle Analyse von entscheidenter

Bedeutung.
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T4-induzierte Hydrolyse und Reparatur von tRNALs
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Abbildung 58. Reaktionsmechanismen der T4 induzierten Hydrolyse und Ligation von tRNA"Y®

Hélften und eukaryontischer tRNA SpleiBreaktionen

Befallt der T4 Phage den E. coli Stamm CTr5x, so wird eine wirtscodierte Anticodonnuklease
freigesetzt, die tRNA"® an der Wobble-Position zu einem 27,3’ -Cyclophosphat und einer 5'-
Hydroxylgruppe hydrolysiert. Diese Enden stellen nicht ein Substrat fur die T4 RNA Ligase dar,
sondern werden von der Polynukleotidkinase/3 ’-Phosphatase zuerst an der 5°-Position phosphoryliert.
An der 3’-Position wird das 2°,3"-Cyclophosphat durch eine Cyclische Phosphodiesterase zu einem
3’-Phosphat gedffnet, das wiederum von der 3°-Phosphatase in eine 3’-Hydroxylgruppe
umgewandelt. Sodann kann die T4 RNA Ligase die tRNA"® Halften unter Verbrauch von ATP
verknupfen.

Bei dem eukaryontischen tRNA SpleiRen hydrolysiert die tRNA SpleiRendonuklease die intronhaltige
tRNA unter Ausbildung eines 2,3 -Cyclophosphats und einer 5-Hydroxylgruppe.

Bei den Pflanzen und Hefen wird das Cyclophosphat von einer Cyclischen Phosphodiesterase zu
einem 2’-Phosphat gedffnet und die 5°-Hydroxylgruppe von der Polynukleotidkinase phosphoryliert.
Anschlie®end verknipft die tRNA Ligase die Halften unter Verbrauch von ATP. Interessanterweise
sind die RNA Ligase-, Polynukleotidkinase- und Cyclische Phosphodiesterase-Aktivitdt auf einer
Polypeptidkette vereint.

Bei der animalen tRNA Ligase werden die tRNA Halften mit den 27,3 -Cyclophosphat und der 5°-
Hydroxylgruppe direkt zu einer 3°,5’-Phosphodiesterbindung umgesetzt, wobei das Cyclophosphat in
die neue Phosphodesterbindung eingebaut wird.
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6. Zusammenfassung
Transfer Ribonukleinsauren werden von der RNA Polymerase Il als Vorlaufer tRNA transkribiert und

durchlaufen eine Vielzahl von Reifungsschritten hin zur maturen tRNA. Neben der Hydrolyse der 5'-

und 3’-Flanke durch die RNase P und die tRNase Z, sowie einer Vielzahl von Basenmodifizierungen,

wird bei einigen pre-tRNAs das Intron herausgespleil’t. Die ersten intronhaltigen tRNA Gene wurden
in der Hefe Saccharomyces cerevisiae nachgewiesen und folglich wurde der Spleillmechanismus in
diesem Organismus als erstes untersucht. Eine tetramere tRNA SpleiRendonuklease spaltet das

Intron an den Exongrenzen heraus und eine tRNA Ligase ligiert die entstandenen tRNA Halften zur

gespleifiten tRNA. Einzig in der Hefe und anderen Pilzen konnten bisher die Gene fir die tRNA Ligase

identifiziert werden.

Weder molekularbiologische Ansatze — wie z.B. DNA Hybridisierung, Expressions-“Screening® und

funktionelle Komplementationsstudien mit einem tRNA Ligase-defizienten Hefestamm - noch

Datenbanksuchen mit der bekannten Hefe tRNA Ligasesequenz haben in den vergangenen Jahren

zur ldentifizierung eines pflanzlichen oder animalen tRNA Ligase Gens geflhrt.

In dieser Arbeit ist es erstmals gelungen, das tRNA Ligase Protein aus Weizenkeimen bis zur

Homogenitat zu isolieren und mit Hilfe erhaltener Peptidsequenzen die entsprechenden Kern-

codierten Gene in hoheren und niederer Pflanzen zu identifizieren. Die Ligaseaktivitat wurde fir das

klonierte, rekombinant tUberexprimierte tRNA Ligaseprotein bestatigt. Weiterhin wurde zum ersten Mal
das Ligaseprotein aus Schweineleber aufgereinigt und das zugehoérige Gen im humanen Genom
identifiziert.

Im einzelnen sind folgende Ergebnisse erzielt worden:

1. Das Spleilken von in vitro transkribierter intronhaltiger pre-tRNA mittels T7 RNA Polymerase
konnte etabliert werden. Somit standen grof3e Mengen an intronhaltiger pre-tRNA fir eine Vielzahl
von in vitro SpleiRnachweisen zur Verflugung. Damit ist es mdglich gewesen, die pflanzliche tRNA
SpleiRendonuklease-Aktivitat aus Weizenkeimen 1000fach anzureichern und von unspezifischen
Ribonukleasen zu befreien. Zudem konnte eine Unterscheidung zwischen enzymatischer und
autolytischer Hydrolyse der intronhaltigen pre-tRNA getroffen werden.

2. Eine chimare Archeuka pre-tRNA wurde konstruiert, die die mature Domane der Nicotiana tRNA
und als Intronstruktur das “Schleifen — Helix — Schleifen” Motif der Archaea pre-tRNA aufweist. Die
chimare pre-tRNA wurde unter die Kontrolle des T7 Promotors flir eine effiziente Transkripition mit
der T7 RNA Polymerase gestellt. Parallel dazu konnte das Gen der Methanocaldococcus tRNA
Spleikendonuklease kloniert und das rekombinante Protein effizient im Weizenkeim RTS 100
CECF System uberexprimiert werden. Nach Affinitatschromatographie an Ni-NTA Agarose wurde
das aufgereinigte rekombinante Protein flr praparative in vitro Spleireaktionen mit der chiméaren
pre-tRNA eingesetzt. Dabei wird die chimare pre-tRNA quantitativ zu tRNA Halften und einem
linearen Intron umgesetzt, die als Substrate flr anschlieBende RNA Ligationsnachweise

verwendet wurden.
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3. Die tRNA Ligaseaktivitdt aus Weizenkeimextrakten konnte Uber sieben chromatographische
Stufen bis fast zur Homogenitat aufgereinigt werden. Die Aufreinigungstrategie setzte sich aus
Schritten der gruppen- und ligandspezifischen Affinitats-, lonenaustauschchromatographie und
der Gelfiltration zusammen. In stark angereichterten Ligasepraparationen konnte das tRNA
Ligaseprotein Uber den Adenylyltransferase-Nachweis identifiziert werden.

4. Das identifizierte tRNA Ligaseprotein wurde massenspekirometrisch sequenziert. Die
Sequenzinformationen wurden zur Identifizierung von sieben pflanzlichen “exprimierten
Sequenzabschnitten (ESTs) verwendet, die eine hohe Homologie zu einem 125 kDa Arabidopsis
Protein aufweisen.

5. Das Arabidopsis tRNA Ligase-Gen konnte erfolgreich aus einer cDNA Genbank mittels PCR
amplifiziert und in Protein-Uberexpressionsvektoren kloniert werden. Die Arabidopsis tRNA Ligase
wurde im Weizenkeim “Rapid Translation System 100 CECF* effizient tGberexprimiert und konnte
erfolgreich Uber Affinitdtschromatographie an Ni-NTA Agarose aufgereinigt werden. Die
rekombinante Arabidopsis tRNA Ligase wurde fir in vitro Ligationsreaktionen verwendet. Dabei
zeigte sich, dass die Ligationsprodukte (gesplei’te mature tRNA und zirkuldres Intron) an der
Ligationsstelle eine 2’-Phosphomonoester,3°,5"-Phosphodiesterbindung aufweisen und dass das
Phosphat in der neu geknipften Phosphodiesterbindung aus exogenem GTP stammt.

6. Uber den Adenylyltransferase-Nachweis konnten bis zur Stufe der Source S15 Saule zwei
adenylylierbare Weizenproteine von 125 und 110 kDa nachgewiesen werden. Durch eine
Senkung des pH Werts auf 6.8 im Chromatographiepuffer konnte mit der Source S15 Saule
ebenfalls das 110 kDa tRNA Ligaseprotein gebunden und aufgereinigt werden. Das identifizierte
110 kDa Protein wurde massenspektroskopisch sequenziert. Mit den erhaltenen
Sequenzinformationen wurden die gleichen ESTs identifiziert, die zur Zuordnung fiir die 125 kDa
tRNA Ligase herangezogen wurden. Mdglicherweise codiert ein Gen im Weizengenom fir zwei
Proteine unterschiedlicher Ldnge am N-terminalen Ende (s.u.).

7. Der cDNA Klon der Arabidopsis tRNA Ligase wurde vollstandig sequenziert. Dabei stellte sich
heraus, dass das Arabidopsis tRNA Ligase-Gen Uber ein zusatzliches erstes Exon verfiigt, das fir
eine aminoterminale Signalsequenz codiert, ebenso wie das im Reisgenom annotierte Ligase-
Gen.

8. Die Oryza und die Arabidopsis tRNA Ligase Gene verfugen fir die Initiation der Translation tUber
drei im gleichen Leseraster vorliegende Methionin-Codons. Da die 125 kDa und das 110 kDa
Weizen tRNA Ligaseprotein wahrscheinlich von dem selben Gen exprimiert werden, liegt die
Schlussfolgerung nahe, dass nicht nur das erste Methionin, sondern ebenfalls das zweite
und/oder dritte Methionin-Codon flr die Initiation der Proteinexpression verwendet werden und die
resultierenden Ligaseproteine in verschiedene Organellen transportiert werden.

9. Fur Lokalisierungsstudien wurden die Gene fur die Arabidopsis und die Oryza tRNA Ligase unter
die Kontrolle des starken CaMV S35 Promotors gestellt und am carboxyterminalen Ende wurde
anstelle des Translationstermitationcodons das Gen fir das grin fluoreszierende Protein (GFP)
angehangt. Wird die Plasmid DNA in eine Zwiebelepidermiszelle eingeschleust, kann

anschlieBend die Lokalisierung der tRNA Ligase-GFP-Fusionsproteine unter dem
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10.

11.

Fluoreszenzmikroskop beobachtet werden. Die Arabidopsis tRNA Ligase ist vornehmlich in den
Mitochondrien lokalisiert, wenn die Translation am ersten Methionin-Codon beginnt. Erfolgt die
Initiation der Translation am dritten Methionin-Codon, so befindet sich die tRNA Ligase im
Cytoplasma. Initiiert die Oryza tRNA Ligase am ersten Methionin-Codon, so befindet sich das
gebildete tRNA Ligaseprotein in den Chloroplasten. Wird das erste Methionin-Codon entfernt, wird
ein Protein gebildet, das sich iberwiegend im Cytoplasma befindet.

Der Ligationsmechanismus der animalen tRNA Ligase unterscheidet sich in fundamentaler Weise
von dem Mechanismus, der in der Hefe und den Pflanzen anzutreffen ist. Die animale tRNA
Ligaseaktivitdt konnte in Schweineleberextrakten Uber die Ligation von tRNA Halften
nachgewiesen werden und Uber 7 chromatographische Stufen fast bis zur Homogenitat
aufgereinigt werden. Die animale tRNA Ligase bendétigt ein 2°,3’-Cyclophosphat und eine 5°-
Hydroxylgruppe und bildet unter Einbau des vorhandenen Cyclophosphats eine neue 3°,5°-
Phosphodiesterbindung.

Das animale tRNA Ligaseprotein konnte massenspektrometrisch sequenziert werden. Die
Sequenzinformationen identifizieren ein 160 kDa Protein im menschlichen Genom, das in den

Datenbanken als Carbamoylphosphatsynthetase annotiert ist.

Die in dieser Arbeit charakterisierten pflanzlichen und animalen tRNA Ligasen spielen eine wichtige

Rolle beim pre-tRNA Spleien. Eigene Beobachtungen und anderer Wissenschaftler lassen jedoch

darauf schlieRen, dass diese RNA Ligasen eine Vielzahl weiterer noch unbekannter Funktionen

Ubernehmen konnen.
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Summary
Transfer ribonucleic acids (tRNAs) are produced by RNA polymerase Ill and undergo multiple

maturation steps until to the mature tRNA. Besides the endonucleolytic removal of 5°- and 3 -flanks by
RNase P and tRNase Z and a multitude of base modifications, the introns of some pre-tRNA is spliced
out. The first intron-containing tRNA genes have been identified in Saccharomyces cerevisae and
consequently the splicing mechanism has been studied in this organism first. A tetrameric splicing
endonuclease cleaves the intron at the exon borders and a tRNA ligase ligates the resulting tRNA
halves to the spliced tRNA. The gene for this tRNA ligase has up to now only been identified in yeast
and in other fungi.

Neither molecular biological approaches — as, e.g., DNA hybridisation, expression screening and

functional complementation studies with a tRNA ligase-deficient yeast strain — nor data bank searches

with the known yeast tRNA ligase sequence have led to the identification of a plant or animal tRNA
ligase gene.

In this work a purification to homogeneity has been achieved for the wheat germ tRNA ligase protein

for the first time, followed by the identification of the corresponding nuclear-encoded genes in higher

and lower plants with the help of resulting peptide sequences. The ligase activity was confirmed for
the cloned, recombinant overexpressed tRNA ligase protein. Moreover, the ligase protein from pig
liver was purified and the corresponding gene identified in the human genome.

In more detail the following results have been achieved:

1. Splicing of in vitro transcribed, intron-containing pre-tRNAs was established with T7 RNA
polymerase. Hence large amounts of intron-containing tRNA were available for a large number of
splicing experiments. This allowed the 1000fold purification of wheat germ splicing endonuclease
activity and its separation from unspecific ribonucleases. In addition a discrimination was possible
between enzymatic and autolytic hydrolysis of intron-containing tRNA.

2. A chimeric pre-tRNA was constructed which contained the mature domain of an intron-containing
Nicotiana tRNA and as an intron-structure the “bulge-helix-bulge” motif of archaea pre-tRNAs. The
chimeric Archeuka pre-tRNA was put under the control of the T7 promoter for the efficient
transcription with T7 RNA polymerase. In parallel the gene of Methanocaldococcus tRNA splicing
endonuclease has been cloned and the recombinant protein efficiently overexpressed in the wheat
germ RTS 100 CECF system. After affinity chromatography on Ni-NTA agarose the purified
recombinant protein was applied for preparative in vitro splicing reactions with the chimeric
Archeuka pre-tRNA. This results in quantitative cleavage of the chimeric Archeuka pre-tRNA to
half molecules and the linear intron, which are used as substrates for the following assays for
tRNA ligase activity.

3. The tRNA ligase activity could be purified almost to homogeneity over seven chromatographic
steps. The purification stategy contained group- and ligand-specific affinity, ion exchange
chromatography and gel filtration. The tRNA ligase protein in enriched ligase preparations was
identified via its adenylyl transfer acitivity.

4. The identified tRNA ligase protein was sequenced using mass spectrometry. The resulting
sequene information was used for the identification of seven plant expressed sequence tags
(ESTs) with a high homology with a 125 kDa Arabidopsis protein.
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11.

The tRNA ligase gene of Arabidopsis was successfully amplified via PCR from a cDNA gene bank
and cloned into protein expression vectors. The Arabidopsis tRNA ligase was efficiently
overexpressed in the wheat germ “Rapid Translation System 100 CECF” and successfully purified
via affinity chromatography on Ni-NTA agarose. The recombinant Arabidopsis tRNA ligase was
used for in vitro ligations. This revealed that the ligation products (spliced mature tRNA and
circular intron) contained a 2’-phosphomonoester, 3,5 -phosphodiester bond at the ligation site
and that the phosphate of the newly formed phosphodiester bond derived from exogenous GTP.
The adenylyltransferase assay revealed the presence of two adenylylable wheat proteins of 125
and 110 kDa up to the Source S15 column. A decrease of the pH of the chromatography buffer of
the Source S15 column allowed binding and purification of the 110 kDa ligase protein and its mass
spectrometric sequencing. The resulting sequences identified the same expressed sequence tags
which allowed the identification of the 125 kDa tRNA ligase. Possibly a gene in the wheat genome
codes for two proteins of different length at the N-terminus (see below).

The cDNA clone of the Arabidopsis tRNA ligase was completely sequenced. This revealed an
additional first exon encoding an aminoterminal signal sequence as in the rice ligase gene of the
rice genome.

The Oryza and Arabidopsis genes have three methionine codons in the same reading frame for
the initiation of translation. Since the 125 kDa and the 110 kDa wheat tRNA ligase protein are
most likely from the same gene, it can consequently be concluded that not only the first, but also
the second and/or the third methionine codon are used for the initiation of protein expression and
that the resulting ligase proteins are directed to different organelles.

For localization studies the genes for Arabidopsis and Oryza tRNA ligase were put under the
control of the strong CaMV S35 promoter and the termination codon at the C-terminal end was
replaced by the gene for the green fluorescent protein (GFP). If this plasmid DNA is introduced
into an onion epidermis cell, the localization of the tRNA ligase-GFP fusion proteins can be
observed under the fluorescence microscope. The Arabidopsis tRNA ligase is predominantly
located in the mitochondria if the translation is started at the first methionine codon. If the initiation
starts at the third methionine codon, the tRNA ligase is in the cytoplasm. If the Oryza tRNA ligase
is started at the first methionine codon, then the tRNA ligase protein is in the chloroplasts. If the
first methionine codon is removed, the resulting ligase protein is mainly in the cytoplasm.

The ligation mechanism of animal tRNA ligase differs fundamentally from that in yeast and plants.
The tRNA ligase activity from animals could be identified via the ligation of tRNA halves from
chimeric (Nicotiana/Archaea) pre-tRNA and purified almost to homogeneity in seven
chromatographic steps. The animal tRNA ligase needs a 2°,3-"cyclophosphate and a 5°-
hydroxylgroup and forms the new 3°,5’-phosphodiester bond using the cyclophosphate.

The animal tRNA ligase protein was sequenced via mass spectrometry. The sequence information
identifies a 160 kDa protein in the human genome which is annotated as carbamoylphosphate
synthetase in data banks.

The plant and animal tRNA ligases characterized in this work play an important role during pre-
tRNA splicing. Our own observations and those of other scientists allow the conclusion that these

tNRA ligases are involved in a number of other, yet unknown functions.
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