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Einleitung 1

1. Einleitung
1.1. Ribonuklease P: ein ubiquitares Enzym mit essgeller Funktion

Die Ribonukleas® (RNaseP) ist ein fir die Reifung der Transfer-Ribonukigiaren (tRNAS)
essentielles Enzym. Die tRNAs spielen neben ihreugifunktion als Adaptermolekile der
Translation auch in verschiedenen Regulations- Biodynthesewegen eine wichtige Rolle. In der
Zelle werden sie als Vorlaufermolekile mit @d 3'-flankierenden Sequenzen transkribiert.
Zusatzlich kénnen sie intervenierende Sequenzdrofis) enthalten. Erst durch die Entfernung aller
dieser nichtcodierenden Sequenzen entsteht digidunskahige reife tRNA (mat-tRNA).

Dieser Reifungsprozess umfasst die hydrolytischepatliung der 5'- und 3'-flankierenden Sequenzen
und das Einfuhren von Nukleotidmodifikationen urehik durch das Entfernen von Introns und das
Anhangen der CCA-Sequenz am 3'-Ende der tRNA etgderden. Die Endonuklease RNdse
hydrolysiert dabei strikt magnesiumabhéngig die dphodiesterbindung zwischen 5'-Flanke und
reifer tRNA des tRNA-Primartranskripts. Es verbkgibeine endstandige 5'-Phosphatgruppe an der
gereiften tRNA und eine 3'-Hydroxylgruppe an deiFlainke. RNas® ist das strukturell und
funktionell auBergewdhnlichste Enzym im Biosynthesg der tRNAS.

Als ubiquitdres Enzym existiert RNaBein allen Organismen sowie den genetisch kompetent
Organellen der eukaryotischen Zelle: Kern, Mitoaiiiien und Chloroplasten. Das Enzym zeigt
jedoch eine auflerordentliche Variabilitdt in Aufbammd Funktion. In allen bisher genauer
untersuchten Organismen und Organellen besteht éedNasis einer RNA-Untereinheit und bis zu
zehn Protein-Untereinheiten (Krumgt al, 1986; Bartkiewiczet al, 1989; Lee und Engelke, 1989;
Moraleset al, 1989; Nieuwlandet al, 1991; Leeet al, 1996; Baunet al, 1996; Chamberlaiat al,
1998; Jarrou®t al, 1998; Jarrous und Altman, 2001). RNase P wigshdld als Ribonukleoprotein
beschrieben. Lediglich fir die RNaBeaus den Chloroplasten und Mitochondrien hoheflangen
und aus animalen Mitochondrien konnte die Exis&iner RNA-Untereinheit bis jetzt nicht eindeutig
bewiesen werden.

Im Gegensatz zur Situation vivo, bei der die Prozessierung beide Untereinheitendafg kann die
pre-tRNA-Spaltungsreaktion von der RNA-Komponentaktbrieller RNas® unter bestimmten
Bedingungenn vitro auch ohne die Proteinuntereinheit durchgefihrde® Aus diesem Grund wird
die RNA-Komponente auch als Ribozym bezeichnet ((rreTakadeaet al, 1983).

Fur die RNas® RNAs aus eukaryotischen Zellkernen (Pitellal, 1998), Organellen (Groost al,
1996; Leeet al, 1996; Rossmanith und Karwan, 1998) und einigerhédea (LaGrandewt al, 1993;
Pannucckt al, 1999) konnte diesa vitro Ribozym-Aktivitat bis jetzt nicht nachgewiesen den.



Einleitung 2

1.2. Die Entdeckung der RNase P

Ausgangspunkt der Entdeckung von RNBsear eine temperatursensitigecoli-Mutante, die unter
nicht-permissiven Wachstumsbedingungen tRNA-Vodaublekile akkumulierte (Altman, 1971).
Diese pre-tRNAs verfiigten noch Uber die 5'-Flanks Brimartranskripts. Auf der Suche nach dem
fur diesen Prozessierungsschritt verantwortlichenyin stie3 B. Stark auf ein bis dato unerkarliches
Phanomen:in vitro besall das Enzym unter Niedrigsalzbedingungen ldiitie, unter Hochsalz-
bedingungen hingegen hitzestabile Aktivitat. Intediihrenden Untersuchungen konnte erstmals der
Ribonukleoprotein-Charakter des Enzyms sowie egsemtielle Funktion der RNA-Untereinheit bei
der Katalyse gezeigt werden (Statkal, 1978). Koleet al (1980) zeigten erstmals, dass sich RNA-
und Protein-Untereinheit trennen und anschlieReratlev zu aktivem Holoenzym rekonstituieren
lassen. 1983 entdeckten schlie3lich Guerrier-Takddal die katalytische Aktivitdt und damit den
Ribozym-Charakter der RNafeRNA Untereinheit unter Hochsalzbedingungen. Getchl (1982)
hatten nur kurz zuvor erstmals das Tetrahymenazyibdeschrieben. Die Entdeckung der Ribozyme
veranderte die bis dahin dogmatische Aufgabentgilbwischen Nukleinsduren und Proteinen. Das
neue Wissen um die Doppelfunktion der RNA als Infationstrager und Biokatalysator, vereint in
einer Molekulklasse, unterstiitzte dabei die ModeBtellungen von einer prabiotischen RNA-Welt
(Gilbert, 1986).

Die meisten heute bekannten Ribozyme, Wanmerheadder das rRNA-Intron auBetrahymena
sind nicht zu mehrfachem Substratumsatz fahigjalaish bei der Hydrolysereaktion selbst zerstéren
(Doherty und Doudna, 2001; Blount und Uhlenbecl)2)0 Die RNA-Komponente der bakteriellen
RNaseP stellt hier immer noch eine auf3erst bemerkenswAttsnahme dar, da sie das einzige
natdrlich vorkommende Ribozym ist, welches ténsliegenden Substrate spaltet (Gilbert, 1986). Sie
ist zu mehrfachem Substratumsatz fahig und somiveklicher Katalysator.

Fur die Entdeckung katalytisch aktiver RNA wurder\Bman und T.Cech 1989 mit dem Nobelpreis
fur Chemie ausgezeichnet (Altman, 1990).

1.3. Bakterielle RNase P

Insbesondere wegen ihrer Ribozymeigenschaften dimdRNasdP-Enzyme aus Bakterien heute am
besten charakterisiert. Das bakterielle RNRd¢oloenzym setzt sich aus einem 350-Abfangen
RNA-Molekil, welches vomrnpB-Gen codiert wird und einer 14-kba groRen, durchrnpA
codierten Protein-Untereinheit zusammen ([2&rm@l, 1992).
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1.3.1. Struktur und Konservierung der bakteriellen RNase P RNA Untereiheit

Obwohl eine Sequenz-Homologie von nur 10WHesteht, lasst sich fir alle eubakteriellen RNRase
RNA Untereinheiten eine minimale Konsensusstrukstulieren (Haast al, 1994; Abb. 1-1). Um
auchin vitro enzymatisch aktiv zu sein, missen alle struktemeldoméanen der RNageRNA in einer
katalytisch kompetenten Tertidrstruktur angeordsetn. Diese Grundstruktur besteht aus elf
basengepaarten Abschnitten (P1, P2, P3, P4, PP&RP9, P10, P11 und P15).

Zusatzlich lassen sich finf Regionen mit hochkoriseien Basen (CRbis CR1V) erkennen. Diese
Regionen kénnen auch in eukaryotischer RNR&NA lokalisiert werden (Frangt al, 2000; Xiaoet

al., 2002).

RNase P-RNA Konsensus
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Alle bekannten bakteriellen RNaBeRNA Sequenzen werden auf Grund ihrer strukturéerkmale
in zwei Klassen eingeteilt: Ty und TypB (Abb. 1-2).

Die RNA-Untereinheit des Typ findet sich in Gram-negativen Bakterien sowie i@#aositiven
Bakterien mit einem hohen genomischen GC-Gehatt ED¢oli M1-RNA steht hierbei stellvertretend
fur TypA. Typ B wird durchB. subtilis RNase P RNA reprasentiert. Diese evolutiv jingeMAR
findet sich in Gram-positiven Bakterien mit niedng GC-Gehalt.
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Vergleicht man beide RNA-Typen, so sind mehrerectithiede feststellbar.

Typ A verfugt Uber die zusatzlichen Helices P13 und.Rd¥Anschluss an P15 findet sich P16, in
einigen Fallen P17. TyB besitzt dagegen zwischen P10 und P11 eine zichéAHelix P10.1. Fir
dieses Strukturelement wird eine die Ribozymstrnuktabilisierende Wechselwirkung mit dem P12
abschlielRendeiietraloopangenommen. (Sieget al, 1996; Massirest al, 1998). Neben der nicht
verlangerten P15 existieren die Helices P15.1 W2 Zwischen P5 und P7 findet sich P5.1.

P16

[ Muce

P15.1

L

/// ;\
P15.2

N

P6

LU CRIV

P2

P1

P1

s P19 5
3 L 3 [N
Lrv CRV

Abb. 1-2: Schematische Sekundéarstruktur-Darstellungzon Typ A und Typ B RNase P RNAs

Die universal, auch in Eukaryoten, konservierteenitinte CR bis CRV sind farbig dargestellt; P18 und P19,
welche nicht zwingend konserviert sind, in graue Biinimale Zahl an Basenpaarungen pro Helix istldur
dicke, schwarze Linien reprasentiert, Abweichunigenvon in grau. Die Fernwechselwirkungen P4 undgiRd

durch Linien angedeutet. Das 3'-CCA-Substratbindomagiv GGU in L15 ist durch Buchstaben reprasentier
(Schon, 2000).

Jede bakterielle RNaseRNA-Untereinheit Iasst sich in zwei Doménen dlgite die sich unabhéngig
voneinander in ihre aktive Struktur falten kénnéwor{a und Pan, 1996). Domahdeinhaltet die
Helices P7-P14. Sie ist fur die Substraterkennuagténdig und wird deshalb auch Spezifitats-
Doméne (S-Doméne) genannt. Doméneingegen umfasst mit den Helices P1-P6 und Pl1%-ias
Katalysezentrum und wird deshalb auch Katalyse-Dmm@C-Doméane) genannt (Loria und Pan,
1996).
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Durch phylogenetischen Vergleich von 137 bakteagiellSequenzen konnte ein Modell der
Tertiarstruktur von Typ A und Typ B RNase P RNA gesdtellt und durch Daten aus Crosslink-
Experimenten verifiziert werden (Abb. 1-3, Abb. 1Massireet al, 1998).

Domane |

Alle bakteriellen RNAs besitzen eine weite innerehiSife L11/12, welche die Helices P11-P14
verbindet, und die die beiden konservierten RegioGRIl (130-ACAGNRA-136) und CRIII (177-
GUGNAA-182) beinhaltet (Abb. 1-2). Sie wird durch die ide$ P10 und P11, die zusammen mit den
Basenpaaren 127/231, 128/230 und 129/229 eineld@nge irregulare Helix ausbilden, geschlossen.
Hierbei wird ein G...YAA-Motiv durch das Basenpd&7/231 und den benachbarten A232 und A233
gebildet, das geeignet ist, tertidre Wechselwirkimginzugehen (Mattsset al.,1994).

Die Helices P13 und P14 sind koaxial gestapelt, evd®13 immer die Lange 6 bp und eine
konservierte Schleife der Sequenz GUAAGAG besili, mit einem G...YAA-Motiv in P12 eine
Wechselwirkung ausbilden kénnte. Helix P14 ist kiggn 9 oder 10 bp lang, wobei L14 eine
Fernwechselwirkung mit Helix P8 eingeht (L14-P8).

In Typ B sind P13 und P14 nicht vorhanden. lhrelé&ka@ur Stabilisierung der Tertidrstruktur
Ubernehmen P10.1a und P10.1. Durch koaxiale Stagdiilden sie eine irreguléare Helix aus, die
einen 11 nt-Rezeptor (145-CCUAAG...159-UAUGG) fiandGAAA Tetraloopin L12 besitzt (L12-
P10.1a; Tanner und Cech, 1995).

Im sogenannterKruziform der Sekundarstruktur, das von den Helices P7-Rtidgt wird, sind
raumlich P8 und P9 sowie P7 und P10 koaxial gektapmmit ist Doméne | aus 3 irreguléaren Helices
aufgebaut (P8/P9, P7/P10/P11 und P13/P14 bzw. #F1.0.1). Die genaue Position von P12, welche
auf der Stapelung P7/P10/P11 sitzt, ist in diesendd!l nur aufgrund der bekannten Geometrie der
L12-P10.1a Wechselwirkung zu bestimmen.

Die raumliche Fixierung der doppelstrdngigen Regiorin Doméné geschieht durch mehrere
Wechselwirkungen der koaxialen Stapel untereinan®i@hrend Domankin Typ A zusatzlich durch
Interaktion von L13 mit dem Akzeptormotiv in P1l2lsilisiert wird (L13-P12; Massiret al, 1998),
wird in TypB durch eine L12-P10.1a Fernwechselwirkung ein ggeal Effekt erzielt (Tanner und
Cech, 1995).

Domane Il

In Domandl findet sich ebenfalls ein Motiv aus drei kompbex Helices, die sich wie folgt
zusammensetzen.

Helix P19 tritt sporadisch zwischen P2 und J19/diche konserviert istACARAA), auf, und ist
dabei auf P2 gestapelt. Hierbei ist der Abstanden Sequenz von P19 zu P2 und J19/4 fast immer
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gleich (0-3 nt). Ist P19 nicht vorhanden, so it Hielix durch eine 4 nt lange Verbindung erset2t. P
ihrerseits ist koaxial mit P3 gestapelt, so das®¥PA/P3 eine durchgehende Stapelung ausbildet.

Die zweite durchgehende helikale Stapelung wirdTlygi A durch P1/P4/P5, bzw. P1/P4/P5/P5.1 bei
Typ B gebildet.

Die dritte Helix wird in TypA durch P18, in Ty durch den koaxialen Stapel P15.1/P15.2
dargestellt. Dabei wird Helix P18 immer durch eirf&bp langen Stamm gebildet, auf dem sich ein
GNRA-Tetraloopbefindet, der eine Wechselwirkung zu P8 ausbi{d&8-P8). P15.2 als aquivalente
Helix in Typ B, besitzt hingegen keine dieser kanaten Eigenschaften in Lange und Sequenz. Die
P15.1/P15.2 Stapelung kann aber durch eim®p-LoopWechselwirkung (L15.1-L5.1) einen
analogen Beitrag zur Tertiarstruktur liefern.

Da P5.1 in TyB die Stapelung P1/P4/P5 verlangert, kommt es dedhbs.1 raumlich sehr nahe
(Chenet al, 1998). Diese mogliche Wechselwirkung zwischerlREd P15.1 (P22) wurde haufig
postuliert (Haa®t al, 1991, Haa®t al, 1996; Cheret al, 1998), konnte jedoch erstmals von Otter
(2001) fur Phytoplasma RNase P RNA durch Mutatioakese bestatigt werden.

In Domane Il ist P15 der einzige konservierte Starder nicht Teil der helikalen Hauptstapelungen
ist. In Typ A bildet P15 die Basis der P15/P16/R/Eflangerung, die durch die Ausbildung des
Pseudoknotens P6 bewirkt wird (Haasal, 1991). P6 variiert dabei zwischen 4 und 7 bp besteht
aus einer Fernwechselwirkung mit J5/7. Durch diekw@pfung der Verlangerung P15/P16/P17/P6 an
beiden Enden, wird somit eine starke Biegung zveecR16 und P17 erzwungen. In Typ B RNase P
RNAs hingegen fehlt diese P16/P17/P6 VerlangerumgRA5.

Zur weiteren Stabilisierung der Ribozym-Gesamtdtruk tragen neben den genannten
Wechselwirkungen L14-P8, L13-P12, bzw. L12-P10AaDomane | und P6 bzw. L5.1-L15.1 in
Domaéne Il auch zuséatzliche Fernwechselwirkungersawen den beiden Domanen bei: Fir Byp
postulierten Browret al. (1996) eine Wechselwirkung d@&etraloopsL18 und L14 mit gepaarten
Basen aus P8 unter Ausbildung von Basentriplett8{R8). Eine Interaktion déBetraloopsL9 mit
einemTetraloopAkzeptor in P1 konnte von Massiet al. (1997) gezeigt werden (L9-P1). Aufgrund
dieser Ergebnisse wird aul3erdem eine Fernwechgelgrzwischen L8 und Helix P4 angenommen
(L8-P4; Massireet al., 1998). Fur TyB wird als einzige Wechselwirkung zwischen den Doera
eine L8-P4-Interaktion postuliert (Hares al, 1997).

Basierend auf einer Vielzahl von unterschiedlicAeisatzen lassen sich fur die zentrale Doméane der
RNaseP RNAs vonE. coli und B. subtilis weitere Raumstrukturmodelle aufstellen (Harisal,
1994; Westhof und Altman, 1994; Westtatfal, 1996; Harriet al, 1997; Cheret al, 1998; Massire

et al, 1998). Obwohl die meisten dieser Modelle im Detaneinander abweichen, gleichen sie sich
alle in der Lokalisierung einer zentralen, katalgti entscheidenden Domane: Helix P4. P4 wird von
zwei hoch konservierten RNA-Abschnitten gebildetR(C und CRV; Abb. 1-2). Bestimmte
Phosphoratome im Ruckgrat dieser Helix sind vors@dmidender Bedeutung fur die Bindung von
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Mg?*-lonen. Gleichzeitig spielen sie eine wichtige Rddlei der Bindung des Akzeptor-Stammes der
pre-tRNA (Hardtet al, 1995; Harris und Pace, 1995; Schmitz und Tin@000). Die Konservierung
dieser essentiellen Strukturelemente impliziertedalie Erhaltung der katalytischen Funktion (Chen
und Pace, 1997).
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Abb. 1-3: Alternative Darstellung der Sekundarstrukturen von E. coli und B. subtilis

RNase P RNA

Gezeigt sind alternative Darstellungen der RNageNA fur E. coli und B. subtilis Durchgezogene Linien
verbinden benachbarte Nukleotide der Sequenz, waibeb’-3'-Richtung der RNAs durch Pfeile gegebsh i
Nukleotide, die tertiare Wechselwirkungen eingehgind eingerahmt und durch diinne gepunktete Linien
verbunden. Bekannte nicht-kanonische Basenpaarusgeh durch offene Kreise symbolisiert. Die dicke
gepunktete Linie zwischen P5 und P7 markiert dienfiung von Doméane | und Domane Il. Die Farben der
Helices entsprechen denen des Raummodelles inJABl{Massirest al, 1998).
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(b) B.subtilis

Abb. 1-4: E. coli und B. subtilis RNaseP RNA-Raumstrukturmodelle

Gezeigt sind Raumstrukturmodelle der RNase P RNAfizoli (a) undB. subtilis (b). Helices der Domane |
sind jeweils rot, griin und dunkelblau gefarbt; dier Domane Il tirkis, gelb, orange und hellblau.cio
konservierte Nukleotide im katalytischen Zentrunmdsals grof3e weil3e Kugeln dargestellt. Kleine wéiBgeln
reprasentieren konservierte Nukleotide der pre-tRIN8chleifen-Erkennungsstelle (Massateal, 1998).

Fir einzelne Doméanen der coli RNaseP RNA konnte die Struktur durch NMR-Versuche besitm
werden. So l6sten Easterwood und Harvey (1997)Stiiektur der J15/16 Doméane, wahrend dies
Schmitz und Tinoco (2000) fur die P4-Helix gelaKgasilnikov et al (2003) l6sten erst kiirzlich die
Struktur der Domankfir B. subtilis durch Kristallstrukturanalyse. Hierbei zeigte s&he sehr gute
Ubereinstimmung mit dem oben im Detail beschriebepestulierten Raumstrukturmodell von
Massireet al. (1998).

1.3.2. Substraterkennung und Reaktionsmechanismus
1.3.2.1. Substraterkennung durch bakterielle RNasE

RNase P prozessiein vivo alle pre-tRNAs einer gegebenen Zelle oder Organélinterin vitro
Bedingungen ist das Enzym zusatzlich in der Lage;tRNAs der verschiedensten Spezies korrekt
heterolog umzusetzen (Baet al, 1988; Pace und Smith, 1990; Datral, 1992; Loria und Pan,
1998; Loriaet al, 1998). Wegen den nur geringen Sequenzahnliagvkeiter tRNAs in einem
Organismus, insbesondere der pre-tRNA-5'-Flankargsnsich die Substraterkennung auf allgemeine
Tertiarstrukturmerkmale, unspezifisches Binden Ztgianglicher pre-tRNA Regionen und spezifische
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Interaktionen mit den wenigen absolut konservietRINA-Nukleotiden beschréanken. Dies gilt umso
mehr flir die interspezifische pre-tRNA Erkennundgir ein tieferes Verstandniss der pre-tRNA-
Substraterkennung durch RNd3ebildet deshalb das ausfiihrliche Wissen Uber Skkunund
Tertiarstrukturen der tRNAs eine unabdingbare Glagwl Durch Interaktionsexperimente mit pre-
tRNA-Substraten konnte der tRNA-Akzeptor-Stamm udig TQC-Schleife bzw. Stamm als
entscheidende Elemente der Substraterkennung fidiemtiwerden (Kahleet al, 1990; Holmet al.,
1992; Christiaret al, 2002). Anticodon- und Dihydrouracilschleife (DHkbBnnen zuséatzliche, jedoch
nicht essentiell notwendige, Wechselwirkungen zertRNA ausbilden (McClaiet al, 1987).

Der Akzeptor-Stamm nahezu aller pre-tRNAs wird v@ner kurzen Helix mit sieben Basenpaaren
gebildet. Eine Ausnahme bilden tRRAund tRNA® deren Akzeptor-Stamm acht Basenpaare lang
ist (Steegbornet al, 1995). Die Lange und Primarstruktur des Akzeftammes sind fur die
Erkennung der richtigen Schnittstelle zwischen 1&8hke und tRNA durch RNase P von
entscheidender Bedeutung (Holm und Krupp, 1992d&iom und Svard, 1992). Fir die pre-tRNA
welche Uber ein zusatzliches G an Position —1 gerkommt der Diskriminatorbase eine besondere
Bedeutung hinsichtlich der SchnittstellenfestlegangDiese tRNA besitzt als einzige ein Cytosin als
Diskriminatorbase. Dieses C ist nicht in der Lagé,dem U der GGU-Sequenz der RN&RNA zu
paaren und die gesamte tRNA wird um ein Nukleaiidlér Bindungstasche verschoben, so dass die
Prozessierung korrekt ausgefiihrt werden kann. B$ertion zweier Basenpaare in den Akzeptor-
Stamm einer Hefe pre-tRNA" verschiebt die Schnittstelle um 2 Basen in RichtBREnde, um so
den 7-Basenpaar-Akzeptor-Stamm zu erhalten. RNasesRenopus laevisst offensichtlich fahig,
die Akzeptor-Stamm-Lange zu messen, um so dieigieiRosition der Schnittstelle zu lokalisieren
(Carrareet al, 1989).

Fur RNase RwsE. coli konnte sowohl flr das Holoenzym als auch fir siidiérte RNA-Untereinheit
die Bedeutung einzelner konservierter Nukleotide dine korrekte Prozessierung gezeigt werden
(Svard und Kirsebom, 1992). Die meisten dieser Bfidle befinden sich in rdumlicher Nahe zum
katalytischen Zentrum oder in Strukturbereichenwélche Interaktionen mit dem Substrat diskutiert
werden. Es wird eine mogliche Wechselwirkung zuw-tRtNA Uber exozyklische Aminogruppen der
Nukleotide diskutiert (Kufel und Kirsebom, 1996; Meel und Blanquet, 1995; Talls@i al, 1996).

1.3.2.2. Substratbindung durch bakterielle RNas®

Fur TPC-Stamm und TC—-Schleife der pre-tRNA konnte ein eindeutiger Bejtzur Substratbindung
durch RNase P RNA aug. coli und B. subtilis gezeigt werden. Insbesondere depCFStamm
interagiert dabei mit P9, einer Helix des RNaseNARKruziformSekundarstrukturelements. Einzelne
Nukleotide treten dabei Uber ihre 2'-OH-Gruppen dgitn Ribozym in Kontakt (Abb. 1-5: Pat al,
1995; Loria und Pan, 1997; Chemet al, 1998). Insgesamt kann der entscheidende
Sekundarstrukturbereich P7-P11 (Kleeblattstrukitugllen bakteriellen RNase P RNAs sowohl in der
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Sequenz als auch strukturell als hoch konserviegeichnet werden (Abl-2). Lediglich einige
cyanobakterielle RNase P RNAs und solche aus Béstilden hier eine Ausnahme (Brown, 1998).
Untersuchungen zur RNaPBe Prozessierung von zirkular permutierten Substrateigen, dass
Unterbrechungen im Zucker-Phosphatriickgrat innbrhd¢s Akzeptor-Stammes und depd-
Stamm-Schleife vom Enzym nicht toleriert werdenfigdet keine Hydrolyse statt.

Durch Mutations- und Crosslink-Experimente konntezejgt werden, dass zwischen einem
konservierten Adenosin in J5/15 und dem N(-1) Notitedes Substrates eine direkte Basenpaarung
gebildet wird (Abb. 1-5). Hier zeigte sich, dass Biosition N(-1) einen Beitrag zur Substratspeiifit
und Prozessierungseffizienz hat, wobei Uridin aesei Position des Substrates das optimale
Nukleotid ist (Zahleet al, 2003).

Bereits in friilhen Arbeiten zur SubstraterkennunclldiRNaseé® wurde der Einfluss des pre-tRNA 3'-
CCA-Endes erkannt. Das 3'-CCA-Ende tritt dabei deit sowohl in RNase P RNA Typ als auch
Typ B konservierten Erkennungssequenz 5-GGU-3' in \&&ahirkung (Abb. 1-5). Mutation oder
Deletion des CCA-Endes fihrt zu einer Erhéhung Ww und in einigen Fallen zu einer
Positionsverschiebung der Schnittstelle. Dies sirteicht die Bedeutung des Bindungsmotivs fir die
Enzym-Substrat-Komplexbildung (Guerrier-Takaetaal., 1988; Kruppet al, 1991; Kirsebom und
Svérd, 1994; LaGrandewt al, 1994; Oh und Pace, 1994; Hagttal, 1995; Svéarcet al, 1996;
Tallsjo et al, 1996). Die beiden Cytosine der pre-tRNA bildemat¥én-Crick Basenpaare mit zwei
Guanidin-Basen der RNaBeRNA aus. Diese Enzym-Substrat-Wechselwirkung wirsétzlich durch
eineWobbleBasenpaarung verstarkt. Sie bildet sich zwischem derbleibenden Uracil des 5'-GGU-
3'-Motivs und der einzelstrangigen pre-tRNA Diskinatorbase (Purin 73) aus (Kirsebom und Svard,
1994). Fur RNase P RNA vom Typliegt das 5-GGU-3'-Bindungsmotiv in J15/16; flyp B in
L15. Durch die relativ stabile Wasserstoffbrickerwhing soll der Akzeptor-Stamm der pre-tRNA
teilweise aufgeschmolzen werden, so dass die ker@shnittstelle vom Ribozym einfacher festgelegt
werden kann. Die Vorstellung der 3'-CCA RN&&ubstrat-Wechselwirkung wird durch NMR und
Modellierungsexperimente gestiitzt (Glemaatal, 1996; Easterwood und Harvey, 1997).
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Abb. 1-5: Substraterkennung durch RNase P RNA

Gezeigt ist im linken Teil die bakterielle Konsesstiuktur der RNase P RNA. Konservierte Nukleotdwl
durch GroRBbuchstaben gegeben. Die Domane | isturidilDomane Il ist griin dargestellt. Oben rechid sier
Acceptor- und T-Stamm des Substrates, die von RNasekannt werden, schematisch gezeigt. Spezifische
Elemente des Substrates, die von RNase P erkanrdemesind in Grof3buchstaben angegeben. Die
Prozessierungsstelle ist durch einen Pfeil angagdbekannte Interaktionen zwischen der RNase P RN
dem Substrat sind durch Linien gezeigt, die dieejégen Interaktionspunkte verbinden. Die Interakti
zwischen RNase P Protein und der 5’-Flanke istideimn Oval angedeutet (enthnommen aus Hetra., 2003).
Unten rechts ist schematisch die Bindung von pid¢AR(rot) mit dem 3'-CCA-Ende an das 5'-GGU-
Bindungsmotiv der P15/P16-Bindungsregion der RNRSRNA (griin) gezeigt. Die Purin-Diskriminatorbase
(N73) der pre-tRNA wird durch R dargestellt. Die #tmn-Crick-Basenpaarungen sind durch schwarze rinie
(0), die Wobble-Basenpaarung durch einen schwarzektf) dargestellt (Schoén, 1999).

Das 5'-GGU-3'-Substratbindungsmotiv wird in den stemi bakteriellen Spezies gefunden. Sein
Auftreten lasst sich bis zu einem gewissen GraddentAnwesenheit von codierten 3'-CCA-Enden in
den tRNA Genen des jeweiligen Organismus erklédfdie. tRNA Gene au<. coli und die meisten
aus B. subtilis codieren fur dieses Motiv. Konsequenterweise dntti@ RNasé® RNA aus beiden
Spezies das 5'-GGU-3'-Substratbindungsmotiv. Im e@sgtz dazu stehen die tRNA-Gene von
Archaea, den Chloroplasten und anderer photosysther Organellen sowie deren phylogenetische
Vorlaufer, den Cyanobakterien. In der Regel codignee Genome nicht fur die tRNA 3'-CCA-Enden
(Reith und Munholland, 1995 a,b; Loffelharet al, 1997; Kowallik, 1997; Sprinzét al, 1998;
Pannucciet al, 1999). In erstaunlicher Ubereinstimmung verfidig RNase® RNA primitiver
Plastiden und der meisten Cyanobakterien UberXeBGU-3'-Substratbindungsmotiv, obwohl dieses
in Bakterien als hoch konserviert gilt (Vioque, 298aumet al, 1996; Vioque, 1997; Fingerhut und
Schon, 1998). Uberraschender Weise zeigt die RREBBA des Cyanobakteriunfrochlorococcus
marinus CCMP1375 eine deutlich héhere Affinitat fir Substr mit 3'-CCA-Ende, obwohl die
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RNaseP RNA uber kein 5-GGU-3'-Bindungsmotiv verflgt. rDErkennungsmechanismus ist noch
nicht geklart (Hesst al, 1998; Gimple und Schon, 2001).

Einige RNase P RNAs aus Archaea ohne 5-GGU-3tBigdmotiv zeigen unter
Hochsalzbedingungerin vitro keine katalytische Aktivitat. Hier wird eine Ubegung der
Substratfixierungsfunktion von RNaBe RNA auf die Protein-Untereinheit(en) im Holoenzym
diskutiert (Pannucaet al, 1999; Hall und Brown, 2002). Dieser Hypothesdenh allerdings RNage
RNAs aus Cyanobakterien und anderen Archaea gegensile verfiigen ebenfalls nicht Uber ein 5'-
GGU-3'-Bindungsmotiv, prozessieren unter Hochsaliaigringenin vitro aber dennoch pre-tRNAs
korrekt (Baumet al, 1996; Haas und Brown, 1998; Pannuatcil, 1999).

Neben den pre-tRNAs erkennt RNase P als Holoenmwivo, aber auch als Ribozyin vitro eine
Reihe weiterer natirlicher Substrate. Beispielssv@igd die 4.5RNA ausE. coli von RNase P als
Substrat akzeptiert und umgesetzt. Diese RNA bilg&tkturelemente aus, die der raumlichen
Anordnung des pre-tRNA Akzeptor-Stammes gleichtkPdiller und Altman, 1991). Die 10SRNA
(tmRNA) sowie einige virale RNAs aus Pflanzen bildan ihren Enden ebenfalls pre-tRNA
Strukturelemente aus und kénnen RNRsals Substrat dienen (Guerrier-Takada, 1984; Mdra,
1990; Komineet al, 1994; Gimple und Schoén, 2001). Dabei wird die-{RNA &@hnliche Doméane der
10SaRNA von RNaseéP prozessiert, um eine Wechselwirkung der 1RN& mit dem Ribosom und
ihrer Rolle beim Abbau von Polypeptidbruchstiickareemdglichen.

Ein Minimalsubstrat fir RNag® leitet sich aus der pre-tRN%ab (McClainet al, 1987). Es besteht
nur aus einem Akzeptor-Stamm mit kleiner Schlgaifern 3'-CCA-Ende und einer 5'-Flanke. Forster
und Altman (1990) konzipierten erstmals ein bipastiMinimalsubstrat, welches sich lediglich aus
zwei teilweise gepaarten Oligoribonukleotiden zusemsetzt. Aktuelle Arbeiten zeigen, dass ein
durch RNasé prozessiertes Minimalsubstrat lediglich Uber eiigg Basenpaare lange Region und
eine ein-Nukleotid 5'-Flanke verfligen muss (Abl; Hanseret al, 2001; Zuleegt al, 2001).

B
A) wos B C)
5 GAAUACAGGAAUU/Cg_CA LCAC e AccA 3
—G " -

e=s 5-GAAUUC,_ A 6—C
C—G /c—¢ G—C
G—C Cc—G g—¢
G—C c—G —e
A—U G—C
c—G G—C
U—A A—U
c—G c—aG
G—C U—A
G—C Cc—G

u u G—C

u U G—C

cC _A

®

Abb. 1-6: Synthetische Minimalsubstrate furE. coli RNaseP

Die Substrate sind entnommen aus A) McCéial, 1987 B) Forster und Altman, 1990 C) Hanseal, 2001.
Die Schnittstelle ist jeweils durch einen Pfeil angigt.
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1.3.2.3. Der Reaktionsmechanismus der bakterielldRNaseP

RNase P katalysiert eine direkte Hydrolyse (Smitid lPace, 1993), fur die ein Metallionen-
abhangiger @-Mechanismus diskutiert wird (Reieh al, 1988; Steitz und Steitz, 1993; Warneeke
al., 1999). Guerrier-Takadat al (1986) postulieren eineny®Mechanismus, in welchem der
nukleophile Angriff eines BD-Moleklls auf das Phosphatriickgrat durch einen erm aus
Magnesiumionen und 6. 8-Molekilen unterstitzt wird (Abb. 1-7). An der btse durch M1-RNA
sind mindestens zwei Magnesiumionen beteiligt, denen eines an die M1-RNA koordiniert. Das
zweite lon bindet an das Substrat und aktivierselie bevor es zur Bildung des Enzym-Substrat-
Komplexes kommt (Perreault und Altman, 1992). Redtlal (1988) gehen vom direkten Eingriff
einer Hydroxylgruppe der M1-RNA in die Katalysergak aus.

oligonucleotide

H
03 /
‘ H—O
—=—=P~_ - .
tRNA'—Z: ° /OQL&'\/C/OHQ a
(OH}/\io_\P//o
o—H" "’ ) O\ \

oligonucleotide

S
o on,;‘,

P
tRNA T (OHy~ i)é—\ F’//o
o H—O

e \H (\3 :

H

Abb. 1-7: Mechanismus der RNase P-Reaktion nach Grrier-Takada et al. (1986)
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Beebe und Fierke (1994) schlagen, basierend aefikaihen Parametern, die frsubtilis RNaseP
RNA und pre-tRNA® gewonnen wurden, einen vierstufigen Mechanismus Der Katalysezyklus
beginnt mit rascher irreversibler Bindung der jR&A durch RNase P RNA und anschlielRender
Hydrolyse der entscheidenden PhosphodiesterbindDigg Reaktion erfolgt mit zwdlffach hoherer
Geschwindigkeitskonstante $8) gegenilber der Dissoziationskonstanten des Enaybst@t-
Komplexes (0,57%). Die Produktfreisetzung erfolgt kinetisch konliext. Zuerst verldsst die pre-
tRNA-5'-Flanke das Kkatalytische Zentrum. Im gescldigkeitsbestimmenden Reaktionsschritt
dissoziiert dann die reife tRNA ab. Im abschlieffndvierten Schritt bildet sich ein zweites
Ribozymkonformer, welches pre-tRNA wesentlich schter bindet.

Das beschriebene RNase P Ribozym ist strik'Nignen abhangig. Die Mdlonen werden fiir die
Katalyse benétigt, nicht jedoch fiir die Ausbildwhes Enzym-Substratkomplexes: Ein ¥4pn wird
dabei durch die 2'-Hydroxylgruppe der Phosphodibstdung direkt an der Schnittstelle gebunden.
Die Geschwindigkeit der Katalyse steigt mit zunehder Md*-Konzentration solange an, bis die
gesteigerte Affinitat zwischen RNase P RNA undereiRNA zu verzdgerter Produktfreisetzung fuhrt.
Fir eine optimale katalytische Aktivitat sind mistens drei Mg-lonen pro RNase P RNA
notwendig. (Smith und Pace, 1993). Insgesamt Ubenaa bivalente Kationen wahrend der Reaktion
drei Aufgaben: Durch Koordination erméglichen sie @eprotonierung von ¥#D-Molekilen; sie
polarisieren Phosphorylsauerstoffatome und ermibglicso einen nukleophilen Angriff auf das
korrespondierende Phosphoratom bei gleichzeitigebil®&ierung des Ubergangszustands. Bei
Substitution von M§-lonen durch C% findet nahezu kein Substratumsatz statt (Sweital, 1992;
Pomeranz-Krummel und Altmari999). Wird Md" durch Mrf" ersetzt, zeigt Mii wegen seiner
grolReren Nukleotidaffinitat bei niedrigen Salzkamzationen eine groRere Effektivitat. Fir hdhere
Konzentrationen kommt es wegen der starken Wechgelmgen von MA" mit den Nukleotiden zu
reduzierter Substratbindung und verzégerter Kagal@nithet al, 1992; Rossmanith und Karwan,
1998).

Der Einfluss monovalenter Kationen auf die Ribozigeaktion liegt in einer Verminderung
elektrostatischer AbstolRung zwischen RNase P RNA pre-tRNA und dadurch wesentlich
vereinfachter Substratbindung. Optimale Reaktiodstgringen konnen durch den Zusatz vor, Cs
K*, Rb" und NH," erreicht werden. Der ahnliche Radius dieser log@elt dabei die entscheidende
Rolle (Smith et al, 1992). Polyamine wie Spermin oder Spermidin l@nrdie durch Metall-
lonenzugabe erreichten Katalyseeffekte nicht exni@Pannuccet al, 1999).

1.3.3. Das bakterielle RNase P Protein
Trotz der Ribozym-Eigenschaften bakterieller RNRsga vitro ist die Protein-Untereinhein vivo

essentiell (Kirsebom und Vioque, 1996). Durch ei#sminderung der elektrostatischen Abstol3ung
zwischen den negativ geladenen Ribonukleinsaurenedyigt sie die zurinvitro Hydrolyse
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notwendige Salzkonzentration und ermoglicht so edffiziente Katalyse unter physiologischen
Bedingungen (Guerrier-Takaéaal., 1983; Reictet al, 1988).

Das durch dampA-Gen codierte RNase P Protein weist eine aul3erttictehohe Sequenzvariabilitat
auf (Brown, 1999). Seine Genstruktur ist allerdihgshkonserviert: es tritt stets in einem Operon mi
dem fir das ribosomale Protein L34 codierempimH-Gen auf. Bis auf nur wenige Ausnahmen
befindet sich dieses Operon in Nahe dnaARegion. Die Protein-Untereinheit des Holoenzyms ist
durchschnittlich 120-140 Aminosauren lang, wobeahsihnur wenige konservierte Aminosauren
bestimmen lassen. Die Aminosaure-Konsensussequschténkt sich auf einen sehr kleinen Bereich,
der auffallend viele aromatische und basische Aséncereste besitzt (Brown, 1998). Da sich aber
RNase P Proteine und RNA-Untereinheiten im Verlgilth:1 heterolog rekonstituieren lassen
(Guerrier-Takadeet al, 1983; Rivera-Leoret al, 1995; Pascal und Vioque, 1996), kann davon
ausgegangen werden, dass die Protein-RNA-Interaktimuptsachlich auf Erkennung der
dreidimensionalen Proteinstruktur beruht.

Die Aufklarung der Kristallstruktur fir das RNaBeProtein au8. subtilis (Abb. 1-8) ermoglichte es,
die Funktion des Proteins aus struktureller Sichverstehen (Stanet al, 1998). Die Raumstruktur
lasst drei mogliche RNA-Bindungsdoméanen erkenneine BBindungs-Furche fiir einzelstrangige
RNA bildet sich zwischen einer-Helix und der zentralef-Faltblatt-Struktur aus. Die Protein-RNA-
Interaktionen beruhen hier vermutlich sowohl auhischen Wechselwirkungen mit basischen
Aminoséauren als auch auf Stapelung aromatischendsauren (Talbot und Altman, 1994; Staghs
al., 1998). Diese auf aromatischen und basischen ésdiren beruhende Protein-RNA-Interaktion
wird auch durch zusatzliche spektroskopische Dateh Funktionsanalysen mit Proteinmutanten der
Arbeitsgruppe um Gopalan (1997 a,b) gestitzt. Narsakumariet al (1998) konnten durch
CrosslinkExperimente einen direkten Kontakt zwischen desitfebmen —4 bis —8 der 5'-Flanke des
Substrats und der Protein-Untereinheit nachweidéb.(1-5; Abb. 1-9). Die zweite Domane fixiert in
einer frei exponierten Schleife eine Reihe konseter basischer Aminosaurereste zwischen Helix B
(rot) und der zentralef-Faltblattstruktur. Die dritte RNA-Bindungsregiorird/durch eine der ersten
Bindungsdomane gegeniberliegende Schleife (gruildge. Hier sind die wenigen sauren
Aminosauren des Proteins lokalisiert. Durch dieegmihte Metallaffinitat konnte diese Doméne bei
metallunterstitzter RNA-Bindung eine Rolle spielen.

Die B. subtilis Protein-Struktur wurde durch Rontgenstruktur-Asalyffir das RNage Protein aus
Thermotogamaritima (Kazantsewet al, 2003) und NMR-Untersuchungen am RNRBRsRrotein aus
Staphylococcuswreus bestétigt (Spitzfademrt al, 2000). Die Topologie des Proteins ahnelt stark
derjenigen zweier universell konservierter Protades Translationsapparates (EF-G, S5) und deutet
auf einen gemeinsamen evolutiven Ursprung hin (Stdral, 1998).

Im Holoenzym werden mehrere Regionen der RNPagtNAs ausE. coli und B. subtilis durch die
Protein-Untereinheit vor chemischer ModifikationeodNukleasehydrolyse geschiitzt (Viogeteal,
1988; Talbot und Altman, 1994; Loriat al, 1998). Da sich die vor Modifikation oder Abbau
geschitzten RNA-Abschnitte Uber groRere Bereichstremken als von der Sekundarstruktur
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ausgehend erwartet werden kann, wird eine Konfaomsénderung der RNA-Untereinheit durch
Binden des RNase Proteins postuliert. Biswagt al (2000) klonierten spezielleE. coli
Proteinmutanten, wobei sie einzelne Aminosaurermideh so modifizierten, dass sie Nuklease-
Charakter besalRen. Bei der Rekonstitution mit ntetie Protein zum Holoenzym wurde eine
spezifische Hydrolyse der RNaBeRNA innerhalb der Regionen P3, P4, J2/4 und Ji&dbachtet. In
Ubereinstimmung mit der Funktion des Proteins alsgatbindende Untereinheit, zeigen diese Daten
die rdumliche Nahe von Protein und katalytischemtZen im Holoenzym.

Trotz der nur geringen Sequenzéhnlichkeiten kénR&taseP RNA-Untereinheiten und Protein-
Untereinheiten heterolog zu aktivem Holoenzym reskitmert werden (Talbot und Altman, 1994;
Pascual und Vioque, 1996). Die Stdéchiometrie detddnr- und RNA-Untereinheiten im Holoenzym
ist 1:1 (Rivera-Leoret al, 1995; Niranjanakumast al, 1998). Fir RNask ausB. subtiliswird eine
Tetramerstruktur des Holoenzyms diskutiert (Fahgl, 2001).

Im Gegensatz zum Verhalten der RNase P RiN®itro zeigt das Holoenzym keine Diskriminierung
gegenlber Substraten ohne 3'-CCA-Ende und kanmhiedene Substrate prozessieren. Vorlaufer-
Molekiile der 4,55 RNA, eine polycistronische mRNA, phagen-codiertéisemse RNA oder auch
tmRNA-Vorlaufer (Kirsebom und Altman, 1989; Peckigi und Altman, 1991; Alifanet al, 1994;
Komine et al, 1994; Hartmanret al, 1995; Gimple und Schoén, 2001). Die Anwesenheit d
Proteinuntereinheit erhéht die Affinitdt der RNaBeflr pre-tRNAs signifikant; nicht jedoch fir
tRNAs. Es wird weiterhin angenommen, dass das iralie Produktfreisetzung aus dem Enzym-
Substrat-Komplex erleichtert (Craey al,, 1998).

Abb. 1-8: Struktur des RNase P Proteins irBacillus
subtilis

Die Topologie des Proteins wird ai§ppapa-Struktur angege-
ben. Die Abbildung zeigt das ungewdéhnliche Strukintiv des
RNase P Proteins: eine linksgangigBaf kreuzende
Verbriickung vorg-Strang 3 Uber Helix B z§3-Strang 4.

Die die konservierten Amniosauren enthaltende Hadixrot
dargestellt. Fur sie wird wie fur die Schleife nsauren
Aminosauren (grin) eine RNA-Bindungsfunktion poitt)
Aminosauren, welche zur Wechselwirkung mit dem tRiIA-
Substrat beitragen, sind gelb hervorgehoben. DiaeDsionen
des Proteins im Kristall betragen 40 x 35 x 30 Aa(Sset al,
1998).
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Abb. 1-9: Wechselwirkung der 5’-pre-
tRNA-Flanke mit dem RNase P
Protein

Die einzelstrangige 5'-pre-tRNA-Flanke ist
grin, das RNase P Protein blau bzw. rot
dargestellt. Die aromatischen Aminoséauren,
die Uber Stapelungseffekte mit dem Substrat
wechselwirken, sind entsprechend ihrer
Position im Protein gelb nummeriert. Die
konservierte basische Helix des Proteins ist

clea_';'age ' rot dargestellt (Niranjanakumaat al, 1998).
site

1.3.4. Ein Modell der dreidimensionalen Struktur des RNas® Holoenzyms

Basierend auf RNage RNA Modellen (1.3.1.), der gel6sten Struktur Bestein-Untereinheit (1.3.3.)
sowie zusatzlicherrootprinting und Modellierungsexperimenten prasentierten Etaal (2003)
erstmals das vollstandige Modell eines bakterieR&tase P Holoenzyms mit pre-tRNA-Substrat.

M#/RNA
\ i P ¥/

Abb. 1-10: Modell desE. coli RNaseP Holoenzym
Stereoansicht des dreidimensionalercoli RNaseP Holoenzym Substrat Komplexes. Das Farbschema der

RNA entspricht dem aus Abb. 1-4. Die Protein-Untdreit ist in tirkis, die pre-tRNA in elfenbein dmstellt
(Tsaiet al, 2003).
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1.4. Vorkommen, Morphologie und phylogenetische Steng von
P. marinus CCMP1375

Prochlorococcus marinugehért zur Gruppe der Cyanobakterien. Er wurde vars weniger als 10
Jahren in tropischen und subtropischen RegioneM\ti#tozeane, zwischen den Breitengraden 40°S
und 40°N, entdeckt (Chisholmat al, 1988). Der dieser Arbeit zugrunde liegende Oigrans
Prochlorococcus marinuU€CMP 1375 (SS120) wurde urspriinglich in der Sag&ee in einer Tiefe
von 120 m isoliert. An allen Orten, an denen erfingden ist, ist er der Hauptbestandteil des
Phytoplanktons. Er weist eine sehr breite Vertgjlim unterschiedlichen Wassertiefen (100-200 m)
auf, in denen gravierende Unterschiede der Umwatitigeingen auftreten.

Die Architektur des Organismus ist typisch fir Cglakterien, und ist am besten zu vergleichen mit
der des anderen dominanten ozeanischen phototigntten ProkaryoteS8ynechococcus

Mit seiner GroBe von 0,5-0,fum ist P. marinus der kleinste bekannte photosynthetische
prokaryotische Organismus. Zusammen n#lynechococcuswird er deshalb als marines
Picophytoplankton bezeichnet.

Aufgrund von 16S rRNA-Vergleichen zeigte sich, ddiEse Adaption an verschiedene Wassertiefen
auf die Existenz verschiedener Unterarten zurlckmein ist. Diese Unterarten sind durch
unterschiedliche Verhaltnisse ihrer Photosynthégeente Chl a/Chl by,) an die verschiedenen
Lichtverhaltnisse, die von der Wassertiefe abhiangegepasst (Moore, 1998). Die Ubereinstimmung
der 16S rRNA-Sequenzen dieser Spezies betragteini®&b98%. Populationen einer bestimmten
Wassertiefe verschiedener Fundorte sind dabei andar genetisch ndher verwandt, als zu der
Population am gleichen Fundort, welche sich inreameleren Tiefe befindet.

Eine alternative phylogenetische Untersuchung aunfBhsis desnpB-Gens, das fir RNase P RNA
codiert, erbrachte eine Variation von 74-99 % ihad#y der Sequenzen und liefert damit eine bessere
Auflésung des Stammbaumes M@rochlorococcusindSynechococcuschonet al.,2002).

Der Photosyntheseapparat vén marinusbesitzt die einzigartige Pigment-Zusammensetzung a
Divinyl-Derivaten von Chlorophyl{Chl) a undb, welche alsChl & undb, bezeichnet werdeiChl a
wurde beiP. marinusnicht nachgewiesen, wohingeg@&l b bei Unterarten gefunden wurde, die
intensiverem Licht ausgesetzt sind. Zusatzlich wuaich Phycobiliprotein nachgewiesen. Die
Kombination in den Cyanobakterien v@hl aundb mit einem Phycobiliprotein ist eine Besonderheit
innerhalb des Pflanzenreiches (Parterestksl, 1999).

Im Cytoplasma besitzP. marinusneben DNA-Fibrillen auch Carboxysomen, die Aggtegeon
Ribulose-1,5-Bisphosphat-Carboxylase darstellees®iCarboxysomen im Inneren der Zelle liegen
bei oder zwischen den Thylakoiden, welche parallelZellmembran verlaufen.

Das Genom vorP. marins CCMP 1375 besteht aus einem einzigen zirkulareroi@bsom von
1,751 Mbp und einem durchschnittlichen GC-Gehatt 36,4 %. Es beinhaltet 1884 Gene, die fir
Proteine codieren, ein rRNA-Operon und 40 tRNA-Gedeisammen mit dem Genom von
Prochlorococcus MED4 (1,66 Mbp) ist es eines der zwei kleinstenkammten Genome
photosynthetischer Organismen (Dufresieal., 2003). Durch seine bemerkenswerte Kompaktheit
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stellt das Genom vorP. marinus wohl eine Annaherung an den minimalen Genaufbanesei
photosynthetischen Organismus dar.

E. coli

— Prochlorococcus

Prochlorothrix .
Cyanobakterien
Anabaena 7120
Synechococcus 7942 Abb. 1-11: Phylogenetische
Pasition von Prochlorococcus
marinus
— Cyanophora Cyanelle Plastiden Ge;eigt ist ein aus .Sequenzver—
Euglena gleichen DNA-abhangiger

Marchantia RNA-Polymerasen  aufgestellter
Spinacea phylogenetischer Stammbaum
Zea mays (Palenik und Haselkorn, 1992).

P. putida

1.4.1. RNase P vo®. marinus
1.4.1.1. RNase P RNA voR. marinus

Die RNase P-codierende Region @nmarinusCCMP1375 enthalt aul3er dem Gen fir die RNase P
RNA (rnp B) neben einem offenen Leserahmen und mehrienarted repeatgIRs) strangaufwarts
noch das benachbarte GetrnR) fiir eine tRNA Arginin (tRNA"cy) in entgegengesetzter
Orientierung (Hesset al, 1998). Diese Gen-Anordung steht dem Arrangenienden Plastiden
Cyanophoraund Porphyra (Baumet al, 1996; Reith und Munholland, 1995) néher als @demerer
Cyanobakterien.

o mpB . orf1

—3

2

4
]
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Abb. 1-12: Schematische Representation denpB Region vonP. marinus

Gezeigt sind die Position und Orientierung (Pfedep RNase P RNA-GenmpB; pink), des stromabwarts
gelegenerORF1 (griin) und des tRNA%.c-Gens {rnR; griin), welches stromaufwérts auf dem Gegenstrang
codiert ist. Inverse Repeats (IR) sind durch erggggsetzt gerichtete Dreiecke gekennzeichnet (Eleas,
1998).
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In Ubereinstimmung mit tRNA-Genen von Cyanobaktetad Plastiden ist, im Unterschied zu denen
aus E. coli, das 3-CCA-Ende inP. marinus nicht codiert. Die RNase P RNA Dbesitzt
konsequenterweise in der asymmetrischen Schleifscken P15 und P16, die durch J15/16 und
J16/15 gebildet wird, wie die meisten Cyanobaktetein 5-GGU-3'-Bindungsmotiv fir das 3'-
CCA-Ende der Substrate (Abb. 1-13).

Die Sekundarstruktur der RNase P RNA v®nmarinusgehort zum Typ A (Abb. 1-2). Sie weist
allerdings einige Besonderheiten auf. So ist diavésenheit von drei aufeinanderfolgenden U-U
Fehlpaarungen in P16 innerhalb der Cyanobakterierigartig. Im Gegensatz dazu enthalten alle
anderen cyanobakteriellen RNase P RNAs an diestle &tinen 2-4 Basen grossBulgein einer
ansonsten korrekt gepaarten Helix P16 (Abb. 1-13)

Prochlorococcus marinus CCMP1375 Synechococcus MINOS 1
P16
UGA c )
GGcAMAGGUUUY agGA o aacC®aeaacbaay’ %
¢4 Ecyyyalee A 86 GCGUS GocA &
p f li\ uuu G uuY G § GA GuU
U AyyY i G aK
uu Y Gaga
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Abb. 1-13: Strukturvergleich der P15/P16 Helices wschiedener cyanobakterieller RNase
P RNAs.

Die charakteristischen«l) Basenpaare iR. marinussind gelb hinterlegt. Die an P6 beteiligten Nukid®in
L16 sind durch schwarze Halbbdgen dargestellt (Beh@l, 2002).

Die Struktur deP. marinusRNase P RNA wurdé vitro durch chemische Strukturuntersuchungen
mit Dimethylsulfat (DMS) und N-Cyclohexyl-N’-[2-(Nirethylmorpholino)-ethyl]-carbodiimid-4-
toluolsulfonat (CMCT) sowie durch enzymatische Wstiehungen mit RNase T1, RNase V1 sowie
RNase 1, als Typ A bestatigt (Gimple, 1999).

Es zeigten sich im Detail allerdings unerwartetsd@®lerheiten in der Sekundarstruktur dieser RNA
(Abb. 1-14). So wird die Fernbasenpaarung P6 nigiet bei den meisten Cyanobakterien von
maximal 6 bp gebildet, sondern deutlich reduziest 24 bp ( G265-C268). Die Basenpaarungen
G236/U93 und G237/C91 in Helix P7, die das einzéh#geNukleotid U92 umrahmen, sind
teilweise geoffnet.
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In P9 konnte gezeigt werden, dass die Helix an Adight gepaart vorliegt, sondern dieses Adenosin
jetzt J9/10 bildet. Zusatzlich kann in dieser Halir neues Basenpaar G123/U110 diskutiert werden.
In P11 ist das Basenpaar U131/A231 teilweise geéfffDie Schleife L12 steht mit ihren postulierten
3 nt im Gleichgewicht mit einer 5 nt-Schleife. Dresiteren liegen in der Mitte der Helix P12 (nt 151-
153 bzw. nt 166-168) nicht-kanonische Basenpaarmumge (A/C bzw. G/A). Durchstackingwird
aber eine Stabilisierung dieses Bereiches erréiaitkard und Kumar, 1981; Tranguch und Engelke,
1994). In den ansonsten einzelstrangigen Verbinelidd.5/16 bzw. J16/15 liegt zwischen A253 und
U284 teilweise eine Basenpaarung vor.

In der Helix P16 mit seinen einzigartigen aufeirenfidlgenden drei U-U-Fehlpaarungen zeigt sich,
dass sie Uber die Fehlpaarungen hinaus in Richt@6gviel weiter getffnet ist. AbschlieRend konnte
festgestellt werden, dass P18 am Helixende paggsiffnet ist.
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Abb. 1-14: Sekundarstrukturen vonP. marinus RNase P RNA

Gezeigt ist links die postulierte Sekundarstruktidesset al., 1998). In der rechten Sekundarstruktur sind
Ergebnisse der chemischen und enzymatischen Unkensgen eingezeichnet. Rote Kreise kennzeichnen die
Position der im Text genannten Abweichungen. Ratrgdhelte Linien und kleine rote Punkte symbotisie
partiell geéffnete Bindungen. Stabilisierungseféekiurch Stacking sind durch einen griin gefilltedk@&a
angedeutet. Rote Grossbuchstaben zeigen einen @atlder Ausbildung einer Basenpaarung von ungégaa
und gepaarten Nukleotiden (Gimple, 1999).
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Bei durchgefiihrterin vitro Untersuchung der katalytischen Aktivitat der RN&SeRNA von P.
marinuswurde festgestellt, dass sie zur ProzessierungovenRNAs untesteady-statdedingungen
hohe Konzentrationen an ¥fg(250 mM MgC}) und monovalenten Kationen (2-3 M ME) benétigt
(Hess et al, 1998). Zusatzlich ist das Vorhandensein des GA¢Endes der tRNAs die
Vorraussetzung fiir eine effiziente Substraterkegrumd Reifung. FUE. coli pre-tRNA™" wurde eine
Kw von 0,57 + 0,13 pM und einezkvon 0,58 + 0,15 minh festgestellt. Chloroplasten pre-tRﬁA
(wt), die das fur Cyanobakterien und Chloropladigrische T-Stamm-Basenpaar A53/U61 besitzt,
sowie ihre GC-Mutante, bei der das Basenpaar ASB/UGim tRNA-Konsensus G53/U61
zuriickmutiert wurde, erbrachtenyk und k.cWerte von 1,34 + 0,05 puM und 0,077 + 0,002 Thin
bzw. 1,20 + 0,19 uM und 0.103 + 0,009 fiDer kinetische Parameteg.kspiegelt dabei wieder,
dass fiur die GC-Mutante eine leicht erhdhte Prduilddang stattfindet. Eine MutantACCA) von
pre-tRNACY, bei der das 3'-CCA-Ende fehlt, zeigte kaum messPaoduktbildung, so dass hier keine
kinetischen Parameter bestimmt werden konnten (etegls 1998).

Diese Bevorzugung von pre-tRNA-Substraten mit Kdaem 3'-CCA-Ende wurde auch fir
Prochlorococcus hollandicéestgestellt. Dieses Cyanobakterium besitz alteyslim Gegensatz 2.
marinusdas 5’-GGU-3'-Bindungsmotiv. Auch mit dieser RNd&&NA zeigte sich eine Bevorzugung
der GC-Mutante von pre-tRN# (Fingerhut und Schén, 1998).

Mit dem ungewohnlichen Substrat pre-tmRNA &usparadoxawurde ebenfalls der Einfluss des 3'-
CCA-Endes auf dien vitro Prozessierung durcR. marinusRNase P RNA untersucht. Auch hier
wurde bevorzugt das Substrat mit 3'-CCA-Ende prsiees was im Einklang mit den Ergebnissen flr
heterologe tRNA-Substrate steht (Gimple, 1999).

Durch Mutagenese der RNase P RNA BusnarinusPCC1375 an Position G20 und G240 weg vom
vorhandenen bakteriellen Konsensus, hin zur SequenzC. paradoxaCyanellen RNase P RNA,
sollte der Einfluss dieser Positionen auf die Kataluntersucht werden (Heubeck, 2003).

So wurden die RNase P RNA-Transkripte mit den Moran A20, A240, A20/A240, T79/A240 und
A20/T79/A240 in diein vitro Prozessierung voE. coli pre-tRNA™" eingesetzt. Fiir alle Mutanten
wurde katalytische Aktivitat festgestellt. Da mitasbedingte Konformationsstérungen durch eine
erhéhte M§*-Konzentration ausgeglichen werden kénnen, wurdekbestanter Konzentration von
monovalenten lonen (2-3 M NH die Md¢?*-Abhéngigkeit der Ribozymreaktion der RNase P RNA
Mutanten bestimmt. Es zeigte sich, dass der Wildigg alle Mutanten unter nahezu vollstandigem
Umsatz ein Aktivitaitsmaximum bei 50-75 nM figrreichen.

1.4.1.2. RNase P-Protein voR. marinus PCC9511
Durch die Uberexpression und Aufreinigung des rekioanten RNase P-Proteins aus

P. marinusPCC9511 war es mdoglich, den Einfluss dieses Potiri die Prozessierung von tRNAs
durch heterolog und homolog rekonstituierte Holgeme zu untersuchen (Heubeck, 2003).
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Das Prochlorococcus marinu$#CC9511 RNase-Protein (16,5 kDa) unterscheidet sich von der
Mehrzahl der anderen bakteriellen Proteinunteréiehe durch ein zusatzliches etwa zehn
Aminoséauren langes Fragment (Lys41-His50), weladveischen derg—Faltblattstrukturelementefy
und B; liegt. Da RNas®-Proteine aus Cyanobakterien mit pre-tRNA-3'-CAAedBngsmotiv (z.B.
Synechocystisund Pseudoanabaenadieses Sequenzelement nicht besitzen, wird dudigse
zusatzliche Aminosauresequenz mdaglicherweise ddsrfde 3'-CCA-Bindungsmotiv der zugehdrigen
RNaseP RNA kompensiert. Stanet al (1998) postulieren iB. subtilis fir denp,-Bs verbindenden
Loop eine Metallionen-Bindungsfunktion. Der Unterschiied der Primarstruktur de®. marinus
PCC9511Proteins fuhrt vermutlich zu einer vom baglien Strukturkonsensus abweichenden
Faltung des Proteins.

Die heterologe Rekonstitution von RNase P HoloeraymusP. marinusPCC9511 RNase P Protein
und SynechocystiBNase P RNAC. paradoxaRNase P sowi€. paradoxaRNase P RNA-Mutanten
erbrachte katalytisch aktive chimare Holoenzyme.\@ren in der Lage Cyanellen pre-tRI¢Aowie
andere pre-tRNA Substrate korrekt zu prozessidfienlgeck, 2003).

Die homologe Rekonstitution voR. marinusCCMP1375 RNase RNA unB. marinusPCC9511
RNase P Protein erbrachte ein katalytisch aktResarinusHoloenzym, welche®. marinuspre-
tRNA™? prozessierte. Hierbei wurde die pre-tRNA mit urithe das 3'-CCA-Ende eingesetzt (pre-
tRNAYcca; pre-tRNAaccp), aber keinerlei Bevorzugung fir eines der beidBubstrate
festgestellt, was im Einklang mit anderen untergertiHoloenzymen steht. Bei der Prozessierung
dieser beiden Substrate durch das heterologe HotoerausC. paradoxaRNase P RNA undP.
marinus PCC9511 RNase P Protein wurde allerdings das @abstit 3'-CCA-Ende effektiver
umgesetzt (Heubeck, 2003).

1.5. Morphologie und phylogenetische Stellung vo@yanophora paradoxa

Moderne Chloroplasten und Cyanobakterien gehenemén gemeinsamen Ursprung zurlick. Die
primitiven photosynthetischen Organellen der eiigeh Alge Cyanophora paradoxagelten als
"Ubergangsstadien" zwischen Cyanobakterien und medeChloroplasten.

C. paradoxaist eine eukaryotische Alge, die zur Klasse deauGbphyceae zahlt. Die 1#n lange,
dorsiventrale Zelle besitzt zwei unterschiedlichga GeilReln, die direkt hinter dem Zellvorderpol
inserieren (van den Hoek, 1993). Im Inneren derleZdlefinden sich 1-4 photosynthetische
Zellorganellen, die Cyanellen, die aus phylogech8s Sicht ein echtes Intermediat zwischen
Cyanobakterien und modernen Chloroplasten darstelle

Die Cyanellen werden von einer Peptidoglycanschielch auRen hin abgrenzt (Herdman und Stanier,
1977; Aitken und Stanier, 1979) und besitzen imehen zentral liegende Carboxysomen, die als
Speicher fir Ribulose-1,5-Biphosphat-Carboxylasenein. Des weiteren verfligen sie Uber an der
Zellwand anliegende, konzentrisch angeordnete koydag. Neben Chlorophyll a dienen auch
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Phycobiliproteine als Photosynthesepigmente. Wéahian Cyanellen alle diese Eigenschaften mit
den Cyanobakterien gemeinsam sind, entspreche@rdige und die Organisation ihres Genoms eher
den in Chloroplasten vorliegenden Verhaltnisserhfigotet al., 1982; Lamberet al, 1985). Mit ca.
135kb ist das Cyanellen-Chromosom etwa so grof3 wietygiisches Chloroplasten-Genom, aber
zehnmal kleiner als das Genom freilebender Cyartebak. Wie im Chloroplasten-Genom finden
sich im Cyanellen-Genom zwei invers angeordneteetiiye Sequenzen, die durch zwei
unterschiedliche lange Regionen mihglecopyGenen voneinander getrennt sind (Stirevedlal,
1995). Dieinverted repeatgnthalten die Gene fir die ribosomalen RNAs, diesld Verdopplung und
Inversion diese chloroplastenspezifische Orgamisagrhielten. In Cyanobakterien und dem sehr
urspriinglichen Rotalgen-Chloroplasten d@asrphyra purpurea der ebenfalls fir RNage RNA
codiert, liegen die fur ribosomale RNAs codieren@ame nicht algwverted repeatsor.

Neben der Gemeinsamkeiten in der Genomorganisatigschen Cyanellen und Chloroplasten wird
durch den Vergleich der Anzahl der Gene die Abstamgnder Cyanellen von den Cyanobakterien
deutlich. So besitzt das Cyanellen-Genom proteilecedde Gene, die zwar im Chromosom der
Cyanobakterien, nicht aber im Chloroplasten-Genafurgden werden kénnen. Die Vorlaufer der
modernen Chloroplasten wurden endosymbiotisch voer éneterotrophen Zelle aufgenommen und
verloren im Laufe der Evolution bis zu 99ihres Genoms an den Kern.

Die intermediare Stellung der Cyanellen innerhalbr dChloroplasten-Evolution wird durch
Sequenzvergleiche konservierter Gene, wie z. B.rRO8\, bestétigt (Turneet al.,1989; Palenik und
Haselkorn, 1992).

A [ EUKARYOTA B Anwesenheit des RNase P RNA Gens
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Abb. 1-15: Phylogenetische Stellung vo@yanophora paradoxa.

A) Allgemeiner phylogenetischer Stammbaum zur Vechaulichung der Brickenstellung von Plastiden
zwischen Cyanobakterien und Eukaryoten. B) Der 8taaum wurde Sequenzvergleich DNA-abhangige RNA-
Polymerase erstellt (Palenik und Haselkorn, 19829. Position vonC. paradoxaist durch einen roten Pfeil
hervorgehoben. Die Anwesenheit eines RNase P RNdfemnden Gens wird durch dicke schwarze Linien
angezeigt.
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1.5.1. Funktionelle und strukturelle Eigenschaften der Cyanellen-RNa<

vonC. paradoxa

Baum und Schén (1996) konnten fir die CyanellenGgraradoxadie erste RNA-Untereinheit einer
RNaseP aus photosynthetischen Organellen nachweiseseR&IA ist im Cyanellen-Genom codiert.
Sowohl die Sequenz als auch die postulierte Typ ekuBdarstruktur der RNA zeigt grole
Homologien zu cyanobakteriellen RNase P RNAs (Abh6).
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In den Plastomen hdherer Pflanzen kénnen hingegare KSequenzhomologien zu RNase P RNAs
gefunden werden. In Analogie zur Mehrzahl der Cyahterien, jedoch im Gegensatz zu den meisten
anderen Bakteriengruppen, enthalt die Cyanellend@Na RNA keine Bindungsstelle fir das pre-
tRNA 3'-CCA-Ende in J15/16. lhre Sequenz weichzasi sonst voll konservierten Positionen vom
bakteriellen Konsensus ab (A213, A22). Durch chehg@s(mit DMS und CMCT) und enzymatische
(mit RNase 1, RNase T1 und RNase V1) Strukturuntémsngen dem vitro Transkriptes, konnte die
postulierte Sekundarstruktur vom Typ A bestatigtdea (Abb. 1-16; Cordier und Schén, 1999).

Die beobachtete Fragmentierung der RNA wahrendAdéeinigung des Holoenzyms fuhrt nicht zu
Enzymaktivitat. besondere die Fragmentierung der

einer signifikanten Abnahme der
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einzelstrangigen Schleife J15/16 im katalytischivaekt Holoenzym schliesst eine Beteiligung dieser
Region an der Substraterkennung, wie sie fiir adbdr untersuchten bakteriellen RNase P RNAs
gezeigt wurde, aus.

Da die Behandlung mit einer exogenen Nuklease daseP-Aktivitat jedoch irreversibel zerstort,
muss die identifizierte RNA-Untereinheit dennocheciessentielle Komponente fir die katalytische
Aktivitdt des Enzyms sein (Cordier und Schon, 199Rptz dieser Ergebnisse und der grolien
Ahnlichkeit der Cyanellen-RNage RNA zum Cyanobakterien-Typ, zeigtvitro synthetisierte RNA
auch unter Hochsalzbedingungen keine Ribozym-Atidiviwie durch Mutationsanalyse gezeigt
wurde, ist die Abweichung vom bakteriellen Ribozymkensus in den Positionen A22 und A213
hierfir nicht verantwortlich (Cordier, 1998; Heuke2003). Das Fehlen des CCA-Bindungsmotivs in
nahezu allen cyanobakteriellen RN&BNAs schliel3t eine hierdurch verhinderte Suldstidting als
Grund fir die fehlende Cyanellen-Ribozym-Aktivigiienfalls aus (Hest al, 1998).

Um weitergehend zu untersuchen, ob die fehlendezyibaktivitat vonC. paradoxaRNase P RNA
auf das Fehlen der Fahigkeit zur Substratbindumgckzufihren ist, wurde eine zirkular permutierte
C. paradoxa RNase P RNA mit kovalent verkniipfter pre-tRNA @RNACY pre-tRNA™)
konstruiert. Hierbei zeigte keines der Konstrukte vitro Prozessierungsaktivitat. Heterologe
Rekonstitution dieser Konstrukte mit rekombinant@ymechocystiRNase P Protein zum Holoenzym,
erbrachte hingegen eine erfolgreiche intramolekuRmozessierung von pre-tRNA(Heubeck, 2003).
Im Gegensatz zur RNA-Untereinheit kann im CyaneBnom keine zum bakterielleampA-Gen
homologe codierende Sequenz identifiziert werdeirs Qilt fur alle bekannten Genome primitiver
Plastiden (Reith und Munholland, 1995; Loffelhagtl., 1997, Kowallik, 1997).

Da die geringe Dichte im @SQ,—Gradienten der Cyanellen-RNd3euf einen nur geringen RNA-
Anteil und die durch Gelfiltration bestimmte Grofes Enzyms auf einen Protein-Anteil von mehr als
50 % hinweist, lasst sich folgern, dass Cyanellen-RNPasinen wesentlich héheren Protein-Anteil als
bakterielle Enzyme besitzt (Cordier, 1998).

C. paradoxaRNase P RNA lasst sicmit den rekombinanten cyanobakteriellen Proteines a
SynechocystisPCC6803 und P. marinus PCC9511 zum Kkatalytisch aktiven Holoenzym
rekonstituieren. Als Substrate wurdéncoli pre-tRNA”", Cyanellen pre-tRNA® undP. marinuspre-
tRNA™? sowie pre-tRNA™ ohne 3-CCA-Ende erkannt (Heubeck, 2003). Eine dRelitution des
aktiven Holoenzymes miB. subtilis Protein hingegen erfolgt sehr ineffizient, rait coli RNase P
Protein gar nicht (Cordier, 1998). Die trotz deosgen Homologie zu bakteriellen RNase P RNAs
fehlende Ribozymaktivitat vorC. paradoxa spricht fur weitergehende Aufgaben der Protein-
Untereinheit, als dies fur das bakterielle Protin Fall ist. Da aber die heterologe Rekonstitution

C. paradoxaRNase P RNA und cyanobakteriellen RNase P Prateingn aktiven Holoenzym
moglich ist, muss dennoch davon ausgegangen weddss, keine essentiellen Katalyseaufgaben auf
die C. paradoxaProtein-Untereinheit Ubergegangen sind.
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1.6. Nukleotidyltransferase

Die Nukleotidyltransferase (Ntase, ATP(CTP):tRNA Wiwotidyltransferase, CCase) ist am
komplexen Prozess der 3'-Prozessierung von tRNAesllag.

In allen genetischen Systemen werden tRNAs als aufgfmolekile transkribiert, die neben
Uberhdngenden Sequenzen an 5’- und 3'-Ende, vettiaach Introns, aufweisen. Damit die tRNA
ihre volle biologische Funktion in der Translatieriillen kann, muss sie an beiden Enden prozessiert
und gegebenenfalls auch gespleil3t werden. Wahreneralonukleolytische Prozessierung am 5'-
Ende durch die RNase P in allen biologischen Reiaigheitlich verlauft, ist die Entfernung der 3'-
Flanke von Organismus zu Organismus verschieden.EAde dieser beiden Prozessierungen sind
weitere Prozessierungsschritte noétig, um eine fanktle tRNA zu erhalten. So wird
posttranskriptionell am 3’-Ende die konservierteq@&nz CCA angehéngt sowie gelegentlich auch
Basen innerhalb der tRNA gegen ungewothnliche Nukleo ausgetauscht bzw. einzelne
Seitengruppen addiert oder ausgetauscht. In einigii\s kann zusatzlich durch Editing der Einbau
oder Austausch einzelner Nukleotide stattfinden. t Hdie tRNA die verschiedenen
Prozessierungsschritte durchlaufen, wird sie altGA-Ende mit der fur sie spezifischen Aminosaure
beladen und kann ihre Funktion in der Proteinbitisgse einnehmen.

In E. coli, wo das CCA-Ende bereits in den tRNA-Genen codigérbeginnen Endonukleasen (RNase
Il und RNase E) am 3’-Ende mit der Prozessiergagolgt von Exonukleasen (RNase II, BN, D, PH,
T und PNPase). Auf die anschliessende Prozessiglemg'-Flanke durch RNase P folgt die Reifung
des 3’-Endes durch Exonukleasen bis zur Sequenz @@Atscher, 1995). Die iB. coli vorhandene
Ntase hat folglich nur die Aufgabe, defekte CCA-Bmau reparieren.

Die Prozessierung der beiden Enden findet bei Buaken, bei denen fir die tRNAs das CCA-Ende
nicht codiert ist, welche aber teilweise Intronshaiten, im Kern statt. Die 3'-Reifung geschiehgrhi
meist durch Endonukleasen, obwohl auch vereinzeltzdsatzliche Beteiligung von Exonukleasen
festgestellt wurde (Papadimitriou und Gross, 1996).

Sind Introns in den tRNAs enthalten, kann die Kartion an pre-tRNA die Reihenfolge von
SpleiBen und Prozessierung beeinflussen. Die Risilyenvon 5'- und 3’-Prozessierung ist ebenfalls
von der Vorlaufer-tRNA-Konzentration abhangig (Gastet al, 1985; Han und Kang, 1997). Allen
Eukaryoten ist aber gemein, dass das 3'-CCA-Endehdiie Nukleotidyltransferase angehangt wird.
In Organellen besitzen die tRNAs nach der Transkiiplange flankierende Sequenzen und im
Allgemeinen kein 3'-CCA-Ende. Auch Introns sind kaworhanden (Marechal-Drouaed al.,, 1993).
Die 3'-Prozessierung in Organellen spiegelt mehn éadonukleolytischen Pfad der Eukaryoten
wider, und weniger den bakteriellen Prozessieruegsvn Archaea ist die 3'-Reifung von tRNAs
zwar weniger gut untersucht, sie scheint aber eltlsnihehr dem eukaryotischen Mechanismus der
Prozessierung durch Endonukleasen zu gleichen. @2A&-Ende ist lediglich bei der Halfte der
tRNA-Gene codiert, so dass es durch die Ntase a@mgehoder repariert werden muss. Die 5'-



Einleitung 28

Prozessierung findet dabei vor der 3'-Reifung stgdfolgt von der CCA-Addition durch Ntase
(Palmeret al, 1994).

Die Uberfamilie der Nukleotidyltransferasen wirdhand der Sequenzen in zwei Klassen unterteilt
(Yue et al, 1996). In der Klasse | sind das CCA-Enzym aushAe, DNA-Polymerasp (Pol 3 ),
eukaryotische Poly(A) Polymerase (PAP), terminatXynukleotidyltransferase (TdT), Kanamycin
Ntase und Streptomycin Adenyltransferase. Klass&rizyme beinhalten das eukaryotische und
eubakterielle CCA-Enzym und eubakterielle PAP.

Die Fahigkeit der Ntase, als RNA-Polymerase ohné&léinsdure-Matrize Nukleotide zu addieren,
teilt sie nur mit PAP und TdT. Der Primer, an déa Nukleotide angehangt werden, muss dabei
lediglich die richtige chemische Zusammensetzunfyveisen (Martinet al, 1999; Martinet al,
2000). Im Gegensatz zu PAP und TdT weist die N&sr eine hohere Spezifitat auf, da sie nur
tRNA-ahnliche Strukturen erkennt und lediglich definierte Sequenz CCA addiert (Stial, 1998;
Choet al, 2002).

Wie neueste Kristallstrukturen des Enzym-Substm@atflexes von Klasse | (Xiong und Steitz, 2004)
und Klasse Il Enzymen (Tomikt al, 2004) belegen, findet die metallkatalysierte Mokdaddition

in einer einzigen Bindungsstelle statt. Zwei tRNAIllkile binden an ein Ntase-Dimer, indem jede
tRNA jeweils nur an die groRe Furche einer Profaimgt mit ihrem Acceptor-Stamm und deC-
Schleife bindet. Somit kann das 3'-Ende der tRNAl@s aktive Zentrum ragen. Wahrend der CCA-
Addition verbleibt der Acceptor-Stamm, der durclek#dostatische Krafte, Wasserstoffbriicken-
bindungen und hydrophobe Wechselwirkungen seineskdRétes am Protein bindet, sowie die
Diskriminatorbase A73 am Protein fixiert. Der waghde 3’-Terminus hingegen faltet sich nach
jedem Additionsschritt neu, um das als Primer farggide terminale Nukleotid immer in die optimale
Position der Bindungstasche zu bringen. Somit kirgie hereinkommenden NTPs immer in einer
einzigen Bindungstasche addiert werden. Die Sulsgeaifitat wird erreicht, indem Aminoséauren und
Primer als Kollektiv die optimale Bindungstasche fias als nédchstes einzubauende Nukleotid
bereitstellen. Durch die Ausbildung basenspezifiscWasserstoff-Bindungen fir CTP und ATP
werden somit UTP und GTP fur den Einbau in das G&@wWe diskriminiert und CTP und ATP in der
richtigen Reihenfolge addiert. Ist das CCA-Ende ptati, nimmt es eine stabilisierte gestapelte Form
an, die verhindert, dass A76 eine katalytisch ak@®eometrie aufweist, um weitere NTPs zu addieren
(Xiong und Steitz, 2004).

Die Ntase ist zusatzlich fahig, auch Nukleotid-Ata in das 3'-Ende der tRNAs einzubauen. So
konnte von Sprinzkt al. (1977) gezeigt werden, dass Nukleotidytransfemse Hefe unter nicht
physiologischen Konzentrationen an Enzym und Nuldebasen- und ribosemodifizierte ATP- und
CTP-Analoga sowie ATP-Phosphorothioate einbauti@@pet al, 1977; Cheet al, 2003).

Durch die Verwendung von Phosphorothioateg-NRPaS, S-NTPaS) konnte festgestellt werden,
dass ausschlief3lich dag-ISomer unter Inversion der Konfiguration eingebaird (Ecksteinet al,
1977; Cheet al, 2003).
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1.7. Aufgabenstellung

Die P. marinusRNase P RNA zeigt im heterologém vitro Prozessierungssystem eine einzigartige
Substratspezifitat fir pre-tRNAs, die ein 3'-CCAdenbesitzen. Dieses Verhalten widerspricht den
Erwartungen, da tRNAs iR. marinusnicht mit dem CCA-Ende codiert sind und die RNBSBNA
auch nicht das Bindungsmotiv fir CCA-Enden aufwdifn zusatzliche enzymkinetische Daten flr
die Substratspezifitat der RNase P RNA Warmarinuszu gewinnen, sollt®. marinuspre-tRNA"®

im homologenin vitro System prozessiert werden. Um den inkrementelleitrdd) der einzelnen
Nukleotide des 3'-CCA-Endes zur Reaktion zu bes@mmsollten am 3’-Ende variierte Substrate
eingesetzt werden.

Crosslink-Methoden werden erfolgreich zur Untersughvon RNase P eingesetzt. Durch sie kénnen
die Orientierung von spezifischen Elementen der RINA Protein-Untereinheit, die Struktur des
Ribozym-Substrat-Komplexes und die Substraterkegnuntersucht werden. Da dig. marinus
RNase P RNAn vitro katalytisch aktiv ist und kein GGU-Bindungsmotiw fdas 3'-CCA-Ende der
tRNAs besitzt, sollten durch verschiedene CrossBivategien die Kontaktstellen des Ribozym-
Substrat-Komplexes und die Bindungsstelle des 3AEnDdes ermittelt werden. Hierzu sollte das
photoinduzierbare Nukleotidanalogotsn die RNase P RNA eingebaut und diese modifigi®&NA
mit dem Substrat kovalent vernetzt werden.

Als alternativer Ansatz sollte durch Modifizierumgn pre- und mat-tRNA® am 5’- und 3'-Ende mit
verschiedenen Crosslink-Reagentien weitere Kortillda zwischen RNase P RNA und tRNA im
homologerP. marinusSystem ermittelt werden.

Die RNase P RNA aus den Cyanellen @yanophora paradox#st in vitro katalytisch inaktiv. Ein
moglicher Grund fir diese fehlende Ribozymeigenidiinnte die Unfahigkeit zur Substratbindung
sein. Durch entsprechende Crosslink-Experimentemuaifizierten tRNAs sollte die Ausbildung des
Komplexes aus RNase P RNA und Substrat untersunchtiamit mogliche Ursachen fir die fehlende
Ribozym-Aktivitat dieser Organellen-RNase P RNA it@it werden.
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2. Materialien

2.1. Chemikalien

Alle Chemikalien wurden in der Qualitat p.a. odeder Qualitat fir Molekularbiologie eingesetzt.

2-Mercaptoethanol

3-(N-Morpholino)-propansulfonsédure (MOPS)
5-Brom-4-Chlor-3-IndolyIB-D-Galactopyranosid (X-Gal)

Acrylamid (AA)

Agarose

Ammoniak

Ammoniumacetat
Ammoniumchlorid
Ammoniumperoxodisulfat (APS)
Ammoniumsulfat

Ampicillin

Bacto-Agar

Bacto-Trypton
Bacto-Yeast-Extract

Borsaure

Bromphenolblau

Calciumacetat

Calciumchlorid

Chloroform

Coomassie Blau (G250)
Coomassie Blau (R250)
D(+)-Saccharose
Dichlormethylsilan
Diethylpyrocarbonat (DEPC)
Dimethylformamid (DMF)
Dithiothreitol

Essigsaure

Ethanol

Ethidiumbromid
Ethylendiamintetraacetat (EDTA)
Ethylenglycoltetraacetat (EGTA)
Formaldehyd

Formamid

Glucose

Roth, Karlsruhe
Servaiddiberg
Roche Diagnostics, Magim
Serva, Heidelberg
Serva, Heidelberg
Roth, Karlsruhe
Grissing, Filsum
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Roche Diagnostics, Mannheim
Difco, Detroit, USA
Difco, Detroit, USA
Difco, Detroit, USA
Riedel-de Haén, Seelze
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Riedel-de-Haén, Seelze
Roth, Karlsruhe
Serva, Heidelberg
Serva, Heidelberg
Merck, Darmstadt
Roth, Karlsruhe
Roth, Karlsruhe
Fluka, Neu-Ulm
Roth, Karlsruhe
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Roche Diagnostics, Mannheim
Roche Diagnostidannheim
Roche Diagnostidannheim
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
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Glycerin

Harnstoff

Imidazol

lod

Isoamylalkohol
Isobuttersaure
Isopropanol
Isopropy!f3-D-thiogalactopyranosid (IPTG)
Kaliumacetat
Kaliumchlorid
Kaliumhydroxid
L-Glycin
Magnesium(Il)-Chlorid
Magnesium(ll)-Sulfat
Mangan(ll)-Chlorid
Methanol

N,N,N',N'-Tetramethylethylendiamin (TEMED)

N,N'-Methylenbisacrylamid (Bis)

N-2-Hydroxyethylpiperazin-N'-2-ethansulfonsaure HES)

Natriumacetat (NaOAc)
Natriumazid
Natriumcarbonat
Natriumchlorid
Natriumdodecylsulfat (SDS)
Natriumhydroxid
ortho-Phosphorsaure §POy)

4’-Azido-2-brom-acetophenon (p-Azidophenacyl-Bromid

APA-Br)

Phenol

Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF)
Polyethylenglykol 4000
Rubidiumchlorid

Salzsaure (HCI)

Schwefelsdure

Spermidin

Toluidinblau

Trichloressigsaure (TCA)
Tris-(hydroxy-methyl)-aminomethan (Tris)
Triton X-100

Henkel, Dusseldorf
Roth, Karlsruhe
BIOMOL, Hamburg
Riedel-de-Haén, Seelze
Merck, Darmstadt
Roth, Karlsruhe
Fluka, Neu-Ulm
Roche Diagnosticgnheim
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Grissing, Filsum
Roth, Karlsruhe
Merck, Darmstadt
Riedel-de Haén, Seelze
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Servegibelberg
Merck, Darmstadt
Roth, Karlsruhe
Riedel-de Haén, Seelze
Riedel-de Haén, Seelze
Riedel-de Haén, Seelze
Roth, Karlsruhe
Roth, Karlsruhe
Riedel-de Haén, Seelze
Riedel-de Haén, Seelze
Sigma-Aldrich, Schnelldorf

Riedel-de Haén, Seelze
Roche Dignostitéannheim

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Roche Diagnostics, Mannheim

Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Roth, Kardhe

Serva, Heidelberg
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Wasserstoffperoxid (3%o)
Xylencyanol FF (XCFF)

2.2. Nukleotide und Oligonukleotide

2'-Deoxyribonukleosid-5'-triphosphate

(dATP, dCTP, dGTP, dTTP)
Ribonukleosid-5'-triphosphate

(ATP, CTP, GTP, UTP)

Hefe-tRNA

2-Thio-Cytosin-5'-triphosphat {€TP)
4-Thio-Uridin-5-triphosphat (®JTP)
Adenosin-5'-fi-thio)-triphosphat, SP-Isomer (Sp-AdB)
Cytosin-5’-(@-thio)-triphosphat , SP-Isomer (Sp-Ci¥®)
Guanosin-5’-monophosphat (GMP)
Guanosin-5-monophosphorothioat (GMPS)

Radiochemikalien:

Adenosin-5Y*?P]-triphosphat (*°P]-ATP)
(spezifische Aktivitat: 3000 Ci/mmol)
Guanosin-54i**P]-triphosphat **P]-GTP)
(spezifische Aktivitat: 400 Ci/mmol)
2'-Desoxyadenosin-54>?P]-triphosphat @*?P]-dATP)
(spezifische Aktivitat: 3000 Ci/mmol)
2’-Desoxycytosin-5'f*?P]-triphosphat (**P]-dCTP)
(spezifische Aktivitat: 3000 Ci/mmol)

Serva, Heidelberg
Serva, Heidelberg

Roche Diagnostics, Mannheim
Roche Diagnostics, Mannheim
Roche Diagnostics, Mannheim
IBA, Gottingen

IBA, Gottingen

Amersham, Braunschweig
Amersham, Braunschweig

Sigma-Aldrich, Sdloioef
Biolog, Bremen

Hartmann, Braunschweig

Hartmann, Braunschweig

Hartmann, Braunschweig

Hartmann, Braunschweig

Oligonukleotid | Oligonukleotidsequenz Tm
EcoT7Pmr 5-GCG AAT TCT AAT ACG ACT CAC TAT AGG 118 °C
GAA TCC TTC CAG TG-3' (50 °C)
Pmr3-1 5-CGC GGA TCC GGA TGT GAC GCC CTG GCG 136 °C
GGG CTG GCG GG-3 (50 °C)
Pmr3-2 5-CGC GGA TCC GGA TGG ACG CCC TGG CGG 134 °C
GGC TGG CGG G-2 (50 °C)
Pmrmat 5-pGGG GCT GTA GCT CAG TAG G-3 62 °C
PmrT72 5-TAT AGT GAG TCG TAT TAG AAT TC-3’ 60 °C
PmrmatT7Eco 5-GCG AAT TCT AAT ACG ACT CAC TAT AGG 118 °C
GGC TGT AGC TCA G-3' (50 °C)
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Univ.-Primer 5-GTT TTC CCA GTC ACG AC-3 48 °C
Rev.-Primer 5-AGC GGA TAA CAATTT CAC ACA GGA-3 8°C
PmarGSP4 5-CCA ACA GCC TCG AGC GGC-3 62 °C
PmarGSP5 5-GTG GGT GAT CAT CTATCT G-3 56 °C
PmarGSP6 5-GGT TTA CCA AGC CAG TAC-3 54 °C
PmarGSP7 5-GGT GTG TTT CTG TGG C-3’ 50 °C
PmarGSP8 5-GAT CCG ACG CTT TCG AAA G-3 58 °C
PmarGSP9 5-GGG ACT GTT GTC TCC-3’ 48 °C
PmarGSP10 5-GCA AAATGG TCA TCC-3’ 44 °C
PmarGSP11 5-CCT TGC ACC CAA CC-3’ 46 °C
Argl 5-CGG GGC TGG CGG GAT TC-3’ 60 °C
Arg2 5-GAA ACC GTC GCT CTATCC TAC-3 64 °C
Arg3 5-GTT TCC TAA ACC GTA GGT CG-3 60 °C
CyGSP2a 5-GTG TTT TTC TGT GGC ACT ATC CTC-3' yo
CyGSP6a 5-CGA ACT TAATTT TAA GCC GGG-3 53 °C
CyGSP7a 5-GAA AAA AGG TTAATT ACT TTC CG-3 49 °C
CyGSP8a 5-GTA TAG ATT TTG AAA TCT AAC TGG-3 44 °C
CyCprpOL 5-GTA AGC CGG GTTCTG TT-3’ 52°C
M1GSP1 5-GTA AAG GTG AAA CTG ACC G-3 56 °C
SplintDis1 5-GAA GGA TTC CCC GGG GCT GGC G-3 7€°
SplintC1 5-GAA GGA TTC CCG CGG GGC TGG C-3 76 °C
SplintCC1 5-GAA GGA TTC CCG GCG GGG CTG G-3 76 °C
SplintCCA1 5-GAA GGA TTC CCT GGC GGG GCT G-3’ 7€

2.3. Enzyme und Proteine

AMV Reverse Transkriptase (AMV-RT)

BamHlI

Promega, Mannhei

BstNI

CIP

DNase |

Dpnl

EcoRV

EcoRI

Fokl

Hoal

Hind 111
Nukleotidyltransferase
Pfu-DNA-Polymerase

NEB, Schwalbach

NEB, Schwalbach

Roche Diagnostics, Mannheim
MBI Fermentas, St. Leon-Rot
NEB, Schwalbach

Roche Diagnostics, Mannheim
NEB, Schwalbach

NEB, Schwalbach

NEB, Schwalbach

NEB, Schwalbach

Eigene Praparation

NEB, Schwalbach



Materialien 34

Protein Langenstandard
Pvull

Rinderserumalbumin (BSA, Fraktion V)
RNase A

RNase-Inhibitor (RNasin)
RNase T2

Sequenase 2.0

Smal

SnaBI

T4 DNA-Ligase

T4 RNA-Ligase

T7 RNA-Polymerase

T4 Polynukleotidkinase (PNK)
Tth-DNA-Polymerase

2.4. Plasmide

pCCA
pCyEH4.3
pDW27
pPmarE2.4
pSu3-wt
pT7CyRPR-wt
pT7Pmk
puC19

2.5. Biologisches Material
Bakterienstdmme zur Klonierung

E. coli DH5a
E. coli IM109

Bakterienstamm zur Uberexpression im T7-System

BL21(DE3)

Dr. A. Schon, Leipzig
Pharmacia, Freiburg

Roche DiagrusstMannheim
Roche Dignostics, Mannheim

MBI Fermentas, St. Leort-Ro
Roche Diagnostics, Mannheim
Amersham, Braunschweig
NEB, Schwalbach
Roche Diagnostics, Mannheim
Roche Diagnostics, Mannheim
Roche Diagnostics, Mannheim
Dr. A. Schon, Leipzig

NEB, Schwalbach
Biozym, Oldendorf

Prof. A. Weiner, New Haven USA
M. Baum, Wirzburg

Dr. D. Waugh, Boulder USA

Dr. A. Schon, Leipzig

Dr. G. Krupp, Kiel

C. Fingerhut, Wirzburg

O. Gimple, Wirzburg

C. Fingerhut, Wirzburg

Dr. A. Schon, Leipzig
Dr. A. Schon, Leipzig

Invitrogen, Paisley UK

EigenschaftenrecA, endA, dem’, gal’, lac’, lon”, F, uvr’, rne” hsd$(rs-ms-), (DE3)

2.6. Chromatographiemedien

Cellulose Dunnschichtplatte

Merck, Darmstadt
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F254 fluoreszierende Kieselgel-Dunnschichtplatte
Nickel-NTA-Agarose

Nucleobond AX5

Nucleobond AX500

PEI-Cellulose Dunnschichtplatte

rddeDarmstadt
Qiagen, Hilden
Macherey und Nagel, Diren
Macherey und Nagel, Diren
Merck, Darmstadt

2.7. Gebrauchsfertige Analyse-Reagentiensatze

ABI PRISM Dye Terminator Sequencing Ready Reaktion

JETprep Plasmid DNA lIsolation und Purification Kit
JETquick Gel Extraction Spin Kit

JETquick PCR Purification Spin Kit

QIAquick-Gel Extraction Kit

QIAquick-spin PCR-Purification Kit

Sequenase 2.0 Sequencing Kit

2.8. Gerate und sonstige Materialien

Abi PRISM Genetic Analyser

Aluminiumplatten

amber tubegdunkelbraun gefarbte Reaktionsgefalie)
Apparaturen fur die horizontale Gelelektrophorese
Apparaturen fur die vertikale Gelelektrophorese

Corex Zentrifugenrohrchen
Dialyseschlauche
Faltenfilter

Filterpapier Whatman 3MM
Geltrockner Modell 223
Gene Pulser

Glasplatten

Hybaid Omni Gene
Kolbenhubpipetten

Kihlzentrifuge Biofuge 28 RS
Kihlzentrifuge Hermle ZK400
Rotoren AS6.9, AS8.4

Perkin Elmer, Foster City, CA, USA
Genomed, Bad Oyenhausen
Genomed, Bad Oyarden
Genomed, Backe@lyausen
Qiagen, Hilden
Qiagen, Hilden
Amersham, Braunschweig

Perkin Elmer, FostelyCEA, USA
Eigenbau des Instituts fur
Biochemie, Wirzburg

Eppendarfiburg
harBhacia, Freiburg
eBlgau des Instituts fir
Biochemie,Wirzburg

Corning Inc., Acton, USA
Serva, Heidelberg
Macherey und Nagel, Diren

Schleicher und Schiill, s
BIO-RAD, Minchen
BIO-RAD, Minchen
Eigenbau des Instituts fur Biochen
Wiurzburg
MWG-Biotech, Ebersberg
Gilson/Abimed, Langenfeld
Eppendorf, Hamburg

Heraeus, Hanau
Hermle, Gosheim
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Kihlzentrifuge J2-21

Rotoren JA-20, SS34, GSA, GS-3
Kihlzentrifuge J-6B

Rotoren JA-10, JA-13.1
Kihlzentrifuge TJ-6

Rotor JS 4.2
Magnetrihrer
Membran-Vakuumpumpe MZ2C
Mikroreaktionsgefalie
Mikrowellenherd R-8200E
Parafilm ,M“

Phosphorimager

Photometer Novaspec Il
Reaktionsgefal3e (1,5 ml)

Rontgenfilm Retina XBD
Rundschuttelinkubator HT

Sonificator

Shutter-Brille

SGI Octane Graphikrechner
Spannungsgerat LKB ECPS 3000/150
Speed Vac Concentrator SVC 100

Sterilbank HA 2458 GS
Sterilfilter, Porengréf3e 0,22/0,45 pm
Szintillationszéhler LS 5000 TD
Thermoschuttelinkubator
Tischschattler Ika-Vibrax-VXR
Tischzentrifuge 5415 C

Rotor F45-18-11
Tischzentrifuge Mikroliter
UV-Auflichtlampe UVLMS38
Verstarkerfolie Dr. Goos Spezial
Vortexgerat
Wasserbad

Beckman Instruments, Miinchen

Beckman Instruments, Miinchen

Beckman Instruments, Miinchen

IKA-Labortechnik, Staufen
Vacubrand, Wertheim
Sarstedt, Numbrecht
Sharp-Elektronik, Hamburg
American National Can, Greenwich
USA
Molecular Dynamics, Kent, GB
Pharmacia, Freiburg
Sarstedt, Numbrecht
Photochemische Werke, Berlin
Infors, Miinchen
Branson, Denberry USA
StereoGraphics, San Rafael, USA
Silicon Graphics, Gasbrun
Pharmacia, Fgeibur
Savant InstrumEatsjingdale,
USA
Heraeus, Hanau
Schleichet 8chll, Dassel
Beckman InstrumeMginchen
Eppendorf, Hamburg
IKA-Labortechnik, Stéen
Eppendorf, Hamburg

Hettich, Tuttlingen
UVP, Cambridge, GB
Hartenstein, Wiargp
Bachofer, Reutlingen
Ges. f. Laboratoriumsgerate,
Burgwedel
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3. Methoden

3.1. Gelelektrophoretische Auftrennung von Nukleinguren
3.1.1. Agarosegel-Elektrophorese zur Auftrennung von DNA

Zur Auftrennung doppelstrangiger DNA (Plasmide, PRMdukte) wird die horizontale Agarosegel-
Elektrophorese verwendet (Sambrook und Russel,)2001

Die aus D- und L-Galaktose alternierend linear abfgite Agarose wirkt hierbei als Molekularsieb
fur die bei neutralem pH negativ geladenen DNA-Mdle, die im angelegten Spannungsfeld in
Richtung der Anode wandern. Bei einer angelegteranBpng von weniger als 5 V/cm
Elektrodenabstand verhalt sich die Wanderungsgendigkeit linearer, doppelstrangiger DNA
umgekehrt proportional zum dekadischen Logarithrdes Anzahl an Basenpaaren, wodurch bei
gleichzeitiger Auftrennung eines Langenstandar@sGlioRe der DNA-Fragmente durch Vergleich
ermittelt werden kann. Die Trennleistung der Agerast dabei abhangig von ihrer eingesetzten
Konzentration. Man verwendet je nach zu analysigerProbe Agarosekonzentrationen von 0,6 %
bis 2,0 % (w/v) fur Trennbereiche von 20 kbp bi0zilkbp.

Durch den Zusatz von Ethidiumbromid zu Gel- undfpatfer kann die Nukleinsaure nach erfolgter
Elektrophorese im langwelligen UV-Licht (302 nmgidibar gemacht und photographiert werden, da
das Ethidiumbromid zwischen GC-Paare interkalied nach entsprechender Anregung fluoresziert.
Die Nachweisgrenze fur DNA liegt bei etwa 50-1@f

Parameter flur die Agarose-Gelelektrophorese

Gelmal Lange: 10 cm, Breite: 7 cm

Volumen der Gellésung 30 ml

Volumen des Puffers 450 ml

Spannung 60-90 V/1-2 h

Elektrodenabstand 15cm

Mit einem breiten Klebeband wird die Gelkammer am dffenen Stirnseiten abgedichtet. Die
Agarose (% w/v = Gelkonzentration) wird durch medaliges Aufkochen im gewlnschten Volumen
Elektrophoresepuffer & TBE) vollstandig geldost. Die auf 60°C abgekuhltésung wird mit
Ethidiumbromid (Endkonzentration: O®/ml) supplementiert, in die Gelkammer gegossen dard
Taschenformer ziigig eingesetzt. Nach dem ErstaleeiGelmatrix wird das Klebeband entfernt und
die Gelkammer so in eine mixITBE und Ethidiumbromid (Endkonzentration: u§/ml) gefiillte
Apparatur gelegt, dass das Gel vollstdandig mit €ufiiberschichtet ist. Erst jetzt wird der
Taschenformer herausgezogen. Die aufzutragendeme®raverden mit 0,6 Volumen X5
Probenpuffer versetzt, in die Taschen pipettied sohlielich durch Anlegen einer Spannung von
60-90 V elektrophoretisch aufgetrennt. Das Bandestemukann aufgrund der Fluoreszenz des
Ethidiumbromids im langwelligen UV-Durchlicht sidlatr gemacht und photographiert werden.
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10x TBE 2,5x Probenpuffer
EndkonzentrationEinwaage/L Endkonz. Menge/10 mi
Tris 890 mM 107,8¢g Saccharose 25% (wiv) |2,5¢9
H3:BO, 890 mM 55,02 g Na&EDTA (0,5 M)| 50 mM 1,0 mi
NaEDTA |20 mM 7,44 g BPB (1 %) 0,05 % (w/v)| 500 pl
ddH,O ad 1000 ml XCFF (1 %) 0,1 % (w/iv) | 1,0 ml
ddH,O ad 10 mi

3.1.2. Polyacrylamid-Elektrophorese zur Analyse von Nukleinsauren

Die Starke von Polyacrylamidgelen liegt in ihrerdmeragenden langenspezifischen Auftrennung von
DNA- und RNA-Fragmenten von 15-1000 bp. Hierzu kafie grof3e Konzentrationsspanne von
20-3.5 % eingesetzt werden. Zusétzlich besitzerisie hohere Proben-Kapazitat als Agarosegele.
Man unterscheidet zwischen nicht-denaturierenddgalrylamidgelen, mit denen doppelstrangige
DNA- und RNA-Fragmente aufgrund ihrer nativen intemd intermolekularen Wechselwirkungen
aufgetrennt werden kdnnen, und denaturierendemGeie man zur lAngenspezifischen Auftrennung
von RNA und einzelstrangiger DNA benutzt. Denatgniele Gele enthalten 8 M Harnstoff, der die
Ausbildung von Basenpaarungen und Sekundarstruktmrelen Nukleinsduren verhindert, so dass
diese nur nach ihrer Lange aufgetrennt werdenidsed Arbeit wurden ausschliel3lich denaturierende
Polyacrylamid-gele verwendet.

Stammlosungen fur denaturierende Polyacrylamidgel¢500 ml)

Konzentration 6 % 7% 8 % 10 % 15 % 20 %

AA/Bis (29:1) 40 % 75 ml 87,5 ml 100 ml 125 ml 187,5ml 250 ml

10x TBD 50 mi 50 mi 50 ml 50 mi 50 mi 50 ml

Harnstoff 240,89 | 240,8g| 240,89 240,8y 240,8/g40,2g

ddH,O ad 500 ml ad 500 m| ad 500 ml ad 500 m| ad 500 m| ad 500 ml

Gelmalle 20x 20 cm 20x 40 cm 20x 60 cm

Volumen der Gellésung 25 ml 45 ml 90 mi

TEMED/APS(10 % (w/v)) 6-8% -Gele | 3@/ 300l 40 pl/ 300l 80 pl/ 200l

TEMED/APS(10 % (w/v)) 9-12% -Gele| 30/ 250l 40 ul/ 200l 80 I/ 150l

TEMED/APS (10 % (w/v)) 15-20% -Ge|e0 pl/ 200l 40 ul/ 150l 80 pl/ 100l

Trennleistung 10 W/ 20 W 10 W/ 40 W 20 W/ 60 W

Abstandshalter 0,035 cm, 0,040 6035 cm, 0,040 ci10,040 cm
0,045 cm, 0,045 cm, 0,1 cm (200 ml)
0,1 cm (40 ml) 0,1 cm (80 ml)

Fir ein Gel mit den Maf3en 2040x 0,04 cm werden 45 ml Gellésung bendtigt. Nach Begeon
40 pl TEMED und 300-15Qul 10 % APS, welche die Polymerisation induziereirdvdie Lésung
luftblasenfrei zwischen zwei durch Abstandshaltestrgnnte Glasplatten gegossen und der
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Taschenformer eingesetzt. Man lasst das Gel inztwotaler Lage polymerisieren, bevor es, nach
Entfernung des Taschenformers und des ihm gegdiegsrden Abstandshalters, in vertikaler
Position mit den Taschen nach oben in eine geeighpparatur mit Elektrophoresepufferx(ITBD)
eingespannt wird. Die hintere Glasplatte wird niiee 1-3 mm dicken Aluminiumplatte bedeckt, um
eine gleichmaRige Warmeverteilung zu gewahrleisten.

Die zu analysierenden Proben befinden sich in Haffpsiffer (RNA) oder Formamidpuffer (DNA)
und werden direkt vor dem Auftragen durch Erhit¢@® °C, 2 min) denaturiert, anschlielend auf Eis
abgekihlt und das Kondenswasser kurz abzentrifuglénmittelbar vor dem Auftragen der
denaturierten Proben werden die Taschen mehrmidslijch mit Elektrophoresepuffer gespiilt.

Zum Einlaufen der Proben wird eine Leistung vorML@ewahlt, bis sich die beiden Farbstoffe BPB
und XCFF getrennt haben. Die weitere Elektrophonegd mit maximaler Leistung von 40 W
durchgefuhrt. Nach der Auftrennung kdnnen die Nimsiguren durch Fluoreszenzléschung (3.1.3.2.),
Anfarben mit Toluidinblau (3.1.3.3.), oder wenn s€eioaktiv markiert sind, durch Autoradiographie
(3.1.3.1.) sichtbar gemacht werden.

Harnstoffpuffer Formamidpuffer

Endkonz. Volumen/ 10 ml Endkonz| Volumen/ 10 ml
Harnstoff (9 M) 8 M 8,89 mi Formamid 90 % 9,0 ml
BPB (1 %, (w/v)) | 0,03 % 0,3ml Na&EDTA (0,5M)|20 mM | 0,4 ml
XCFF (1 %, (w/v)) 0,03% 0,3ml BPB (1 %) 0,03% | 0,3ml
ddH,O ad 10 ml XCFF (1 %) 0,03% 0,3ml

ddH,0 ad 10 ml

10x TBD

EndkonzentrationEinwaage/ |
Tris 900 mM 109,0 g
H3:BO, 900 mM 55,6 g
NaEDTA 25 mM 9,3¢g
ddH,O ad 1000 ml

3.1.3. Lokalisierung von Nukleinséuren in Polyacrylamidgelen
3.1.3.1. Lokalisierung durch Autoradiographie

Fur die Autoradiographie von aufgetrennten radiwakbarkierten Nukleinséauren wird eine der

beiden Glasplatten abgehoben und das auf der anéaite haftende Gel auf ein Whatman 3MM-
Filterpapier Ubertragen, mit Haushaltsfolie bedastd auf einem Geltrockner bei 80 °C fir 45 min
getrocknet. Das Gel wird bei RT auf einem Rontdenfexponiert. Die optimalen Expositions-

bedingungen sind von der eingesetzten Menge an oBRdiitat abhangig. Neben der

Expositionsdauer des Rontgenfilmes kdnnen Signadehddie Verwendung von Verstarkerfolie (Dr.

Goos Spezial), vorsensibilisiertem Film und Lageriei -80 °C verstarkt werden. Wahlweise kann
das Bandenmuster auch Uber Exponierung in eineisgPloolmager-Kassette sichtbar gemacht
werden.
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Zur Autoradiographie von radioaktiv markierten Neikls&uren im praparativen Maf3stab wird das
Gel mit Haushaltsfolie abgedeckt, mit Fluoreszenkera versehen, ein Rontgenfilm aufgelegt und
mit einer Glasplatte abgedeckt. Nach der Expositiodh Entwicklung des Rontgenfilmes ist durch die
Fluoreszenzmarker eine eindeutige Positionierung Eigms relativ zum Gel mdglich. Die so
lokalisierten Banden kénnen nun mit einem Skalge#igeschnitten werden.

3.1.3.2. Lokalisierung durch Fluoreszenzldschung

GrolRere Mengen an Nukleinsauren, die in praparat@elen aufgetrennt wurden, kénnen durch
Fluoreszenzléschung leicht lokalisiert werden.

Das beidseitig mit Haushaltsfolie bedeckte PAA-@et nach der Elektrophorese auf eine im UV-
Licht fluoreszierende DC-Platte (F254) gelegt und WV-Auflicht (254 nm) bestrahlt.Grol3ere
Nukleinsduremengen I6schen bei Licht dieser Wellegé die Fluoreszenz der Platte und sind als
blau-graue Schatten sichtbar. Die entsprechendedddawerden mit einem Skalpell ausgeschnitten
und die Nukleinsauren nach (3.1.4.2.) eluiert. Bib&ethode ist allerdings weitaus weniger sensitiv
als die Autoradiographie und kann nur bei NukleimséMengen ab fig eingesetzt werden.

3.1.3.3. Lokalisierung durch Anfarben mit Toluidinblau

Toluidinblau ist ein kationischer Farbstoff, decksian Nukleinsauren anlagert und diese nach der
Gelentfarbung so sichtbar macht. Die Nachweisgrdiizaliese Methode liegt bei 50 - 18§ an
Nukleinsdure. Zur Anfarbung wird das Polyacrylangidgon beiden Glasplatten getrennt und in einer
Farbeldsung ca. 3Min vorsichtig geschittelt. Die Farbeldésung wirdyedpossen und das Gel mit
einer Entfarbelésung, welche mehrmals gewechseait, wiiberschichtet. Das Gel wird solange
entfarbt bis die Nukleinsaurebanden deutlich s@htverden und die Hintergrundfarbung nahezu
verschwunden ist. Analytische PAA-Gele kénnen adfatkhan 3MM-Filterpapier getrocknet und so
archiviert werden. Bei praparativen Gelen werdenatitsprechenden Banden ausgeschnitten und die
Nukleinsduren eluiert (3.1.4.2.).

Toluidinblau-Férbel6sung Entfarbelosung

Endkonz. | Menge/ 1L Endkonz. | Menge/ 1L
Toluidinblau| 0,4 % (w/v)| 4,0 g Methanol | 35 % (v/v) 350 ml
Methanol 50 % (v/v)| 500 ml Essigsaurel % (viv) | 10 ml
Essigsaure | 1% (viv)| 10ml ddH,0 ad 1000 ml
ddH,O ad 1000 mi
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3.1.4. Elution von gelelektrophoretisch aufgetrennten Nukleinsauren aus d&elmatrix
3.1.4.1. Elution von Nukleinsauren aus Agarosegelen

Zur Isolierung werden die durch Ethidiumbromid gbtén Nukleinsdure-Fragmente unter UV-Licht
der Wellenldange 308m lokalisiert und ziigig ausgeschnitten. Die weitAufarbeitung erfolgt mit
Hilfe desJETquick Gel Extraction Spin Kit&enomed nach der Herstellervorschrift. Dabei werden
die Nukleinsduren bei hoher Salzkonzentration a @berflache einer Silikamatrix-Suspension
gebunden und bei niedrigerer Konzentration wiedbgetbst. Durch die Verwendung von
vorgewarmtem (68C) TE-Puffer (pH 8,0) kann die Ausbeute erhdhtdeer.

TE-Puffer

Endkonz) Einwaage/ 1 L

Tris-HCI (1 M; pH 7,2) 10 mM | 10 ml
NaEDTA (0,5 M) 1 mM 2ml
ddH,0 ad 1000 ml

3.1.4.2. Elution von Nukleinsduren aus Polyacrylandigelen

Nach der Lokalisierung der gelelektrophoretisctgatrennten Nukleinsduren wird der entsprechende
Gelbereich mit einem sterilen Skalpell ausgesabmjtzerkleinert und in ein 1,5 ml Reaktionsgefald
Uberfiihrt. Nach Zugabe von 250 Elutionspuffer wird die Probe 2@in bei—20 °C eingefroren, um
die Gelmatrix aufzubrechen. Nach Elution Gber Ng&h, IKA-Vibrax-VXR, 1600UpM) wird der
Uberstand abgenommen und nochmals mit [2O@&lutionspuffer fiir 3 h eluiert. Die Nuklein-
saurefraktionen werden anschlieRend vereinigt wédigitiert (3.2.1.).

Elutionspuffer

Endkonz. Volumen/ 500 ml

Tris-HCI (1 M; pH 7,0) 500 mM | 250 m

NaEDTA (0,5 M) 1mM 1ml
SDS (10 % (w/v)) 0,1 % (w/\)5 mi
ddH,0 ad 500 ml

-Die Zugabe des SDS erfolgt erst nach dem Autadenider Losung —

3.2. Isolierung von Nukleinsduren
3.2.1. Ethanolprazipitation von Nukleinséduren

Nukleinsduren koénnen durch Zugabe von Ethanol aéS8rigen LOsungen nahezu quantitativ
ausgefallt werden.

Die Alkalisalze von DNA und RNA sind in 70 % Ethamaraktisch unléslich, da die geladenen
Phosphat- und Phosphatdiestergruppen nicht meheielisnd hydratisiert vorliegen und somit die
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Aggregation erleichtert wird. Dieser Effekt kanrrclu Zusatz gut l6slicher Salze (NaOAc, Mc,
LiCl, KCI), die mit den Nukleinsduren um die Hydrétle konkurrieren, zusatzlich verstarkt werden.
Man gibt zur walirigen Nukleinsaureldsung 2,5 Vdllldmgslésung, mischt gut und inkubiert 30 min
bei -70 °C oder 1 h bei -20 °C. Durch Zentrifugat{®#leraeus Biofuge 28 RS, 4 °C, 17000 UpM, 30
min) werden die Nukleinsduren sedimentiert.

Das Préazipitat wird nach der Abnahme des UberstamdeEntfernung ausgefallener Salze mit 1 Vol.
70 % Ethanol gewaschen und erneut abzentrifugitetgeus Biofuge 28 RS, 4 °C, 17000 UpM, 20
min).

Nach quantitativem Entfernen des Uberstandes wind MNukleinsiduresediment im Exsikkator
getrocknet und anschlielend in einem geeignetearv@h ddHO oder Puffer aufgenommen.

Die Konzentration der Nukleinsdure kann nach (3)22stimmt bzw. bei radioaktiver Markierung

im Szintillationszahler vermessen werden.

Fallungslésung

Volumen/ 50 ml

NaOAc (2 M; pH 5,5) 2 ml
Ethanol (96%) ad 50 ml

3.2.2. Konzentrationsbestimmung von Nukleinsduren in waliriger Losung

Die Konzentrationsbestimmung von Nukleinsaurenlgtfspektralphotometrisch durch Bestimmung
der Absorption bei 260 und 280 nm. Als Referenalwdias Photometer (Novaspec Il, Pharmacia) auf
das entsprechende Ldsungsmittel bzw. Puffer geeicht

Die AxsoEinheiten geben Aufschlul tber die in der Losuathandene Nukleinsdurekonzentration,
da hier das Absorptionsmaximum der Purin- und Pighimtbasen von Nukleinsauren liegen und somit
durch den direkten Zusammenhang zwischen Absorptiomd Basen-Konzentration die
Konzentrationsbestimmung mdglich ist.

Bedingt durch den Hypochromie-Effekt unterscheidian die Extinktionskoeffizienten fur doppel-
und einzelstrangige Nukleinsauren. Eingg&kinheit entspricht 5Qug/ml fiir dsDNA und 4Qug/mi

fur ssDNA sowie dsRNA, bzw. 33g/ml fir ssRNA bzw. einzelstrangiges Oligonukleotid

Durch die Messung der Absorption bei 280 nmgfA dem Absorptionsmaximum der aromatischen
Aminosaurereste, kann zusatzlich eine Aussage déerReinheitsgrad der Nukleinsduren gemacht
werden. Hierzu wird das Verhaltnis vone#A g0 gebildet. Dieses betragt fir reine DNA 1,8 und 2,0
fur RNA. Eventuell vorhandene Verunreinigungen tiuRroteine oder organische Ldsungsmittel
(z.B. Phenol) verschieben diese Verhaltnisse natdnuSambrookt al, 2001).

3.2.3. Abtrennung von Proteinen aus wassrigen Nukleinsaurelésungen

Zum Entfernen von Proteinen aus wassrigen Proteikidihsdureldsungen wird die Lésung mit
1 Vol. TE-gesattigtem Phenol (p#0) grindlich gemischt. Nach Zentrifugation (Epgeni5415C,
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Rotor F45-18-11, 12000pM, RT, 5min) enthélt die obere wassrige Phase die Nuklamesaund
wird vorsichtig in ein neues Reaktionsgefal3 tbetfiDie Phenolphase wird mit 1 Vol. dgBl
gewaschen. Die vereinigten wassrigen Phasen werdamschlieBend zweimal mit
Chloroform/lsoamylalkohol (24:1) extrahiert und dNekleinsauren mit EtOH ausgefallt (3.2.1.).

3.2.4. Isolierung von Plasmid-DNA
3.2.4.1. Isolierung von Plasmid-DNA im analytischeMal3stab und Anlegen von
Glycerinkulturen

Nach Ligation eines PCR-Fragments in den gewunsc¥ektor, der Transformation in kompetente
E. coli -Zellen und der Selektion durch Antibiotika auf [EBatten werden diskrete Klone von der
LB-Platte abgenommen und in 5 ml antibiotikahahigéAmpicillin; 50 pug/ml) LB-Medium 6h bei
37 °C unter Schitteln (Infors Rundschuttler HT, 168M) inkubiert.

Von dieser Vorkultur wird eine Glycerinkultur anggt. Hierzu werden 800ul der
Bakteriensuspension in ein 1,5 ml Reaktionsgefa@elgen und 50Qul steriles 86 % Glycerin
hinzugefiigt. Die Glycerinkultur wird nach grindlerh Mischen bei -20 °C aufbewahrt. Die Ubrige
Kulturlésung wird zur Isolierung der Plasmid-DNA tnrdem JET Prep Plasmid Miniprep Kider
FirmaGenomedaufgearbeitet.

Das Prinzip dieser Isolierung basiert auf alkakschyse der Bakterien (Birnboim und Doly, 1979),
Fallung verunreinigender Proteine und anschlieRemiedung der Plasmid-DNA an eine
Glaspartikelmatrix unter Hochsalzbedingungen.

Nach mehrfachem Waschen erfolgt die Elution mitieved 301l vorgewarmtem (37C) ddHO. Die
durchschnittliche Ausbeute betragt 15{80DNA pro Ansatz.

Zur Kontrolle der Klonierung kann das Plasmid miesRiktions-Endonukleasen (z.Bvu Il)
linearisiert und anschlielRend auf einem Agaroségeltrolliert werden. Hierbei gewinnt man die
Aussage, ob die Fremd-DNA in den Vektor ligiert dewr Eine Sequenzierung bringt die eindeutige
Kenntnis Uber Orientierung und Sequenz der Frem@&DN

3.2.4.2. Isolierung von Plasmid-DNA im praparativerMal3stab

Wie bei der Plasmidisolierung im analytischen MaBswerden die Nukleinsauren im ersten Schritt
durch alkalische Lyse freigesetzt, dann aber Ube&ioenaustauscher-Saulenchromatographie
aufgereinigt. Hierzu werden Chromatographie-Sawen FirmaMacherey & Nagel(Nucleobond
AX500, AX1000, AX2000) nach Herstellervorschriftrweendet.

Zunéchst werden 50@1 antibiotikahaltiges LB-Medium (Ampicillin; 5@g/ml) mit einer Vorkultur
des betreffenden Klons angeimpft und 15h26ei 37°C geschuttelt (Infors Inkubationsrundschittler
HT, 120UpM). Nach dem Ernten (Beckman Kuhlzentrifuge J-6&tor JA10, 400QpM, 4°C,

10 min) wird der Uberstand abdekantiert und das Bakteediment in 12nl Puffer S1 resuspendiert.
Durch Zusatz von 12 ml frisch zubereitetem Puffeérv@&rden die Bakterien aufgeschlossen. Das
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Lysat inkubiert 10min bei RT. Dabei werden die Nukleinsduren freiggseind die RNA
hydrolysiert. Vorhandene Proteine und das protsmegerte Bakterienchromosom werden durch
Zugabe von 10 ml Puffer S3 gefallt. Die in S3 efi#meen Kaliumionen bilden mit SDS aus Puffer S2
das schwer l6sliche Kaliumsalz des Dodecylsulfatie Proteine, an die sich SDS angelagert hatte,
werden mit dem organischen Salz ausgeféllt. Derdé&tschlag wird abzentrifugiert (Beckman
Kihlzentrifuge J-6B, Rotor JA10, 100QpM, 4°C, 20min) und der Uberstand auf eine mitrb
Puffer N2 aquilibrierte Saule AX500 der FirndMdacherey-Nagebegeben. Nachdem die beladene
Saule mit dreimal 1&nl Puffer N3 gewaschen wurde, wird die Plasmid-DiNA dreimal3 ml Puffer

N5 in ein steriles Corex-Rohrchen eluiert.

Die Nukleinsduren werden durch Zugabe von 0,7 &apropanol bei RT (6fin) aus dem Eluat
ausgefallt. Durch Zentrifugation (Beckman Kiuhlzéoge J-6B, Rotor: JA13.1, 100Q0pM, 4°C,

20 min) wird die Plasmid-DNA sedimentiert und das Rp#at mit 10ml 70% EtOH gewaschen. Es
wird abermals wie zuvor zentrifugiert und das Nuld&uresediment im Wasserstrahlvakuum
getrocknet. Die DNA wird in 30Ql TE-Puffer (3.1.4.1.) aufgenommen und die Konzsign
spektralphotometrisch bestimmt (3.2.2.).

S1-Puffer S2-Puffer
Endkonz.| Volumen/ 500 ml Endkonz.| Volumen/ 500 ml
Tris (1 M) 50 mM 25 ml NaOH (2 M)| 200 mM | 50 ml
Na&EDTA (0,5 M) 10 mM 10 ml SDS (10 %)| 1 % (w/v) 50 ml
ad 500 ml ddKD; pH 8,0 (HCI);-autoklavieren- ddH,0 ad 500 ml

RNase A (100 mg/ml) 100pug/mi| 5004l

S3-Puffer N2-Puffer
Endkonz| Einwaage/ 500 ml Endkonz. | Menge/ 500 mi
KOAc| 2,8 M 137,4¢g Tris (1 M) 100 mM 50 ml
ddH,0 | ad 500 ml; pH 5,1 (AcOH) KCI 900 mM 3359
ddH,0 ad 422 ml; pH 6,3 (}PQy)
-autoklavieren-

EtOH (96 %)| 15 % (vAv)| 78,1 ml

N3-Puffer N5-Puffer

Endkonz) Menge/500 ml Endkonz]| Volumen/500 ml
Tris (1 M) | 100 mM | 50 ml Tris (1 M) | 100 mM | 50 ml
KCI 1150 mM | 42,9 g KCI 1000 MM | 37,3 g
ddH,0 ad 422 ml; pH 6,3 (#*Q;)  ddH0 ad 422 ml; pH 6,3 (}PQy)
-autoklavieren- -autoklavieren-

EtOH 9699 78,1 ml | 15 % EtOH 9699 78,1 ml | 15 %
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3.3. Amplifizierung von DNA durch die Polymeraseketenreaktion

Die Verwendung thermostabiler DNA-Polymerasen eifimbig es, eine DNA-Matrize in einer
zyklischen Reaktion beliebig oft zu amplifiziereDiese Polymerasekettenreaktion besteht im
Wesentlichen aus 3 sich wiederholenden Schritten:

1)_DenaturierungBei 94°C wird die doppelstrangige DNA-Matrize in ihre then Einzelstrange

aufgeschmolzen.
2)_Hybridisierung Annealing: Beim Hybridisierungsschritt binden die Plus- bzMinusstrang-

Startsequenzen (Primer) an die DNA-Matrize. Dabiedl wlie Reaktionstemperatur 326 niedriger
als die T, des Matrizen/Oligodesoxynukleotid-Hybrids gewahlDie primerspezifische
Hybridisierungstemperatur kann nach der Schmelzpbokmel (3.3.1.) berechnet werden. Die
optimalen Reaktionsbedingungen sind dabei fur jEd@serpaar neu zu bestimmen.
3)__Polymerase-Reaktiontm Elongationsschritt werden die zuvor hybridisser Oligodesoxy-

nukleotide verlangert. Die dabei verwendeten Pohasen besitzen ein Temperaturoptimum von
72-78°C.

In dieser Arbeit wurden zur Amplifikation von DNAeadhitzestabilen Enzymé&th-DNA-Polymerase
(aus dem Eubakteriufhermus thermophilj)sind Pfu-DNA-Polymerase (aus dem Archaebakterium
Pyrococcus furiosys verwendet. Die PCR-Reaktionen erfolgen in einefnerinocycler mit
Heizdeckel (Hybaid,Omnigeng Um Kontamination zu vermeiden, wird ausschligflimit
aerosoldichten Spitzen gearbeitet.

3.3.1. Polymerasekettenreaktion zur Amplifizierung von DNA-Matrizen

Wird bei der Amplifizierung von DNA-Fragmenten eifmhe Genauigkeit angestrebt, so wird
bevorzugtPfu-DNA-Polymerase (Lundbergt al, 1991; Clineet al; 1996) verwendet, da dieses
Enzym zusatzlich Gber 3'5' Exonukleaseaktivitatpfoof-readingFunktion) verfligt. Analytische
PCR-Reaktionen werden in Mikroreaktionsgefasseneimem Volumen von 2Ql, praparative
Ansétze in 5Qul durchgefuhrt.

Amplifizierung von DNA durch PCR

Reaktionsansatz (24) Endkonzentratic
1-10pl Plasmid DNA (Ing/ul) 0,1-1ngpul

2 ul 5'-Startoligonukleotid (1M ) | 1 uM (2,5 ng/ul)

2 Ul 3'-Startoligonukleotid (1M ) | 1 uM (2,5 ng/ul)

2 ul dNTP-Mix (2mM) 200uM
2 ul 10x Pfu-Puffer Ix
1 pl Pfu-Polymerase (2,8/ul) 125muiul

ddH,0 ad 200l
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Erfolgt die PCR direkt aus genomischer DNA, so werd0-100hg DNA eingesetzt. Als Kontrolle
wird stets ein Ansatz ohne Matrizen-DNA durchgetiihr

Fir eine Standardreaktion werden dabei die folgenBeogrammparameter gewahlt, wobei die
Hybridisierungs-Reaktion 2-4 °C unter degy lflegen sollte:

Standard-PCR-Programm zur Amplifizierung von DNA

Schritt Temperatu| Dauel| Zyklenzat |
Stufe 1] Denaturierung | 94 °C 1205 1
Stufe 2/ Denaturierung | 94°C 30s
Hybridisierung| T-(2-4°C)| 30s | 30-40
Elongation 72 °C 45 s¥
Stufe 3 Abschlussphase72 °C 300s| 1
25 °C Hold

Als Faustregel fur die Bestimmung der Elongationgdarechnet man fiifag und Tth-DNA-
Polymerase mit min/1000bp zu amplifizierender DNA. Bei der Verwendung v&fu-DNA-
Polymerase hingegen mit 2 min/1000 bp. Dig Wird dabei nach der Schmelzpunktformel
Tm (°C) =4x%x (G + C) + 2x (A + T) berechnet.

Nach der PCR wird jeweils ein Aliquot jedes Ansat£&-10ul) mit 2,5 Agarosegelpuffer versetzt
und zur Analyse in einem geeigneten Agarosegelednggnt (3.1.1.).

3.3.2. Oligodesoxynukleotid-vermittelte bidirektionale Mutagenese

Durch PCR-gestutzte bidirektionale Mutagenese kBrDBA-Sequenzerin vitro gezielt verandert
werden. Hierbei sind Punktmutationen, Insertioned Deletionen alleine durch das ,Primer-Design*
moglich. In dieser Arbeit wurden ausschliesslicellenen in existierende Transkriptions-Plasmide
eingefuhrt.

Dazu wird zirkulare dam’-Plasmid-DNA, welche das zu deletierende Insergtiramit zwei
gegenlaufigerPrimern, zwischen deren 5’-Enden die gewtinschte Deletiehiediegt, in einer PCR-
Reaktion eingesetzt. Einer der beiden Primer meseiis am 5-Ende phosphoryliert eingesetzt
werden. Da die Startsequenzen durch Rie-DNA-Polymerase verlangert werden, entsteht eine
lineare Kopie der Plasmid-DNA, welche die Deletienthalt. Durch anschlieRende Zugabe von
Dpnl, einem Restriktionsenzym, welches methylierte ADINydrolysiert (Erkennungssequenz =
5'-GnfATC-3"), wird das urspriingliche Plasmid abgebaut.

Im Anschluss wird dem Reaktionsgemis&tiu DNA-Polymerase zugegeben und somit Basen
entfernt, die falschlicherweise bei der PCR-Reakém 3’-Ende angehangt wurden.

Die resultierenden linearen, zueinander komplementdDNA—Molekile kénnen zu einem
doppelstrangigen Molekil hybridisieren und mit TAMALigase intramolekular zum zirkularen
Plasmid ligiert weden. Die Plasmide werden daneldiin kompetente Zellen transformiert.
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Fir das Gelingen der Deletion ist die Konzipieraigg Oligonukleotid-Startsequenzen ein wichtiger
Punkt. Die verwendeterPrimer missen an verschiedenen Strangen des gleichenkile
hybridisieren und somit gegenlaufig orientiert sensatzlich muss einer der beiden Primer am 5'-
Ende phoshoryliert sein. Die gewiinschte Deleti@tiestimnuss exakt zwischen den 5-Enden der
Primer liegen. Fur die Ausbeute an mutierter DNA das Verhdltnis von DNA-Matrize zur
Startsequenz von entscheidender Bedeutung. Fin jadsatz ist deshalb die Konzentration der
Templat-DNA variabel.

Bidirektionale Mutagenese-PCR

Reaktionsansatz (5d) Endkonzentratior

1-10pul Plasmid DNA (5ngful) 0,1-1ngiul
1 pl 5'-Startoligonukleotid (1M ) | 0,2uM (2,5 ng/ul)
1l 3-Startoligonukleotid (1M ) | 0,2uM (2,5 ngful)

1 pl ANTP-Mix (10mM) 200pM
5 pl 10x Pfu-Puffer 1x

1 pl Pfu-Polymerase (2,8/ul) 50 mU/pl
ddH,0O ad 50ul

Die Zyklenzahl des PCR-Programms ist ebenfalls Wemplat und Startsequenzen abhangig. Fur das
Einfugen einer Deletion sind 18 PCR-Zyklen ausrenth

PCR Programm fur Thermo-Cycler

Schritt Temperatur Dauer Zyklenzal |
Stufe 1 Denaturierung 95 °C 120s 1
Stufe 2 Denaturierung 95°C 30s
Hybridisierung T(3-5°C) 60 s 18
Elongation 68 °C 126/kb
Stufe 3 Abschlussphase 68 °C 480 s 1

Nach der PCR-Reaktion wird der Ansatz kurz im Hisbhgekihlt und danach direkt je WMpnl
Restriktionsendonuklease und 1,25Rf-DNA-Polymerase zugegeben und fir 30 min bei 37°C
inkubiert. Im Anschluss wird das Reaktionsgemisigh\eitere 30 min bei 72 °C inkubiert, bevor
100l ddH,O, 10l Pfu-Puffer (1<) und 5ul ATP (10 mM) zugegeben werden. Zu einem Aliquot
(10 ul) dieses Ansatzes werden 4 U T4 DNA-Ligase gegelmehbei 14 °C lber Nacht inkubiert. Mit
2 ul dieses Ansatzes kdnnen kompetente Zellen direkistormiert werden (3.6.6.). Zur Kontrolle
der einzelnen Reaktionsschritte werden jeweils peathende Aliquots entnommen und auf
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Agarosegele (3.1.1.) aufgetragen. Die Plasmid-DRAR.4.1.) der transformierten Klone wird durch
Sequenzierung (3.5.2.) auf die gewilinschte Deldtiomuntersucht.

3.3.3. Analyse und Aufreinigung von PCR-Produkten

Der Erfolg einer PCR-Reaktion wird durch elektromtische Auftrennung auf einem Agarosegel
(3.1.1.) kontrolliert. Wurde das gewlnschte Fragnsemplifiziert, so wird der Ansatz mit Hilfe des
QIAquick PCR Purification Ki{Qiager) durch reversible Bindung an eine Silica-Matrixajeigt.
Soll nur ein spezielles DNA-Fragment aus dem PCRBkRensgemisch isoliert werden, so wird die
gewinschte Bande aus einem praparativen Agaroaeggeschnitten. Die DNA wird dann mit dem
QIAquick Gel Extraktion Kiaus der Gelmatrix eluiert (3.1.4.1.).

3.4.1n vitro Transkription mit T7-RNA-Polymerase

Mit Hilfe der DNA-abhangigen RNA-Polymerase aus démPhagen konnen DNA-Sequenzen, die
unter Kontrolle des T7-Promotors stehém,vitro transkribiert werden (Milligan und Uhlenbeck,
1989). Hierzu sind folgende Schritte notwendig:

- Die zu transkribierende DNA-Sequenz muf3 unterkaartrolle des T7-Promotors stehen.

- Da die Effizienz der T7-RNA-Polymerase erhohtwetnn die Startbasen des zu transkribierenden
Gens Guanosine sind, beginnen alle konstrui€tme mit drei konsekutiven Guanosinen.

- Das die RNA codierende Plasmid wird durch eineigyeete Restriktions-Endonuklease linearisiert
(z.B.Fok1), um eine ,Endlos-Transkripion“ zu vermeiden wheh Terminationsort fur die
Polymerase festzulegen.

- AnschlieRend erfolgt die Synthese der RNA in eine off Transkription.

3.4.1. Herstellung von RNase-freiem ddpD

RNasen sind haufig resistent gegen Denaturierumghdditze oder Detergenzien und somit schwer
inaktivierbar. Zur irreversiblen Inhibierung vieldRNasen kann Diethylpyrocarbonat (DEPC)
verwendet werden. DEPC bewirkt eine Ethylierung paméaren und sekundaren Aminen und damit
auch an die fur die katalytische Funktion wichtigé¢is-Seitenketten im katalytischen Zentrum vieler
RNasen. Da DEPC als Ethylierungsmittel kanzerodeigenschaften besitzt, werden alle Arbeiten
unter einem Abzug ausgefuhrt.

1 ml DEPC wird mit 1000nl ddH0O in einer sauberen Glasflasche bei gedffnetemaBbimerschluss
Uber Nacht gerihrt. Nach entsprechender Verteilungliie zur langeren Lagerung gewinschten
Aliquots wird abschlielBend autoklaviert, um Ubetssiges DEPC zu hydrolysieren.
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3.4.2. Linearisierung der Matrizen-DNA durch Restriktionshydrolyse

Fur eine erfolgreicherun-off-Transkription mussen die Plasmide, die fir die RN@dieren,

linearisiert eingesetzt werden.

Plasmid-Linearisierung
Reaktionsansatz (1Q@)
25ug Plasmid

10 yl 10x Reaktionspuffer
40 - 50 U Restriktions-Endonuklease
ad 100ul ddH,O

Der Ansatz wird fur 3 h bei der jeweils vorgeschearen Temperatur inkubiert. Zur Kontrolle, ob die
Restriktionshydrolyse erfolgreich war, werden | des Ansatzes mit einem geeigneten
Langenstandard und nicht-linearisiertem Plasmid REferenz auf einem 1,2 % Agarosegel
aufgetrennt (3.1.1.).

War die Restriktionshydrolyse vollstandig, wird d&eaktionsansatz phenolisiert (3.2.3.), das Phenol
mit TE extrahiert und die vereinigten Uberstande-B& °C fiir 30 min mit Ethanol préazipitiert und
anschlielRend zentrifugiert (Heraeus, 17000 UpMC4 30 min). Das Sediment wird in 250 TE-
Puffer (pH 7,2) aufgenommen.

3.4.3. Praparative T7-Transkription
Zur praparativen T7-Transkription linearisierter BN3.4.2.) nach Milligan und Uhlenbeck (1989)
wird nachfolgender Ansatz verwendet. Da die verve¢ed 7-Polymerase selbst tGberproduziert und

aufgereinigt wurde, kann die hierfir angegebenegdeschwankungen unterliegen.

Praparative T7-Transkription

Reaktionsansatz (25@) Endkonzentratic 1
125pl Plasmid, linearisiert 50 ngV

25pl 10x T7-Puffer 1x

25l INTP-Mix (ATP, CTP, GTP, UTP, je 20 mM)je 2 mM

2,5ul T7-RNA-Polymerase (3,jdg/ul) 37 ngful

ad 250ul ddH,0

Um eine Zerstérung des synthetisierten Transkdpteh RNasen zu unterbinden, kann dem Ansatz
zusatzlich Jul RNasin-Losung (4J/ul) beigefiigt werden.

Der Ansatz wird tber Nacht bei 37 °C inkubiert. BReaktion wird durch Zugabe von iB0,5 M
Na,EDTA gestoppt, indem die fiir die enzymatische Reakessentiellen Mg-lonen komplexiert
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werden. Der Ansatz wird phenolisiert (3.2.3.) uni¢ éus der wassrigen Phase ausgefallten
Nukleinsduren (3.2.1.) werden in Harnstoffpuffefgemommen und zur Reinigung uber ein 6 %
denaturierendes Polyacrylamidgel (2Q0x 0,1 cm) aufgetrennt (3.1.2.). Die Lokalisierung B&A

im Gel erfolgt mittels Fluoreszenzldschung bei 28 (3.1.3.2.) oder durch Anfarben mit

Toluidinblau (3.1.3.3.).

Anschliessend wird die RNA aus dem Gel eluiert @B2.). Das getrocknete Transkript wird in

insgesamt 30Qul TE (pH 7,2) oder ddkD geltst und die Konzentration spektralphotomdtrisc

bestimmt (3.2.2.).

10x T7-Puffer

EndkonzentrationVolumen/ 10 ml
Tris-HCI (1 M ; pH 8,0) 400 mM 4,0 mi
DTT (2 M) 50 mM 0,5 mi
Spermidin (200 mM) 10 mM 0,5 mi
MgCl, (1 M) 120 mM 1,2ml
ddH,0 ad 10 ml

3.4.4. Praparation radioaktiv markierter Transkripte

Als Matrizen-DNA wird der Vektor, der das Transkrigodiert, linearisiert eingesetzt (3.4.2.). Zur
Darstellung radioaktiv markierter Transkripte wiodlgender Ansatz verwendet:

Analytische T7-Transkription radioaktiv markierter Transkripte

Reaktionsansatz (2d) Endkonzentration
6 ul Plasmid linearisiert 30 ngf

2 pl 10x T7-Puffer 1x

2 Wl rNTP-Mix (ATP, CTP, UTP, je 10 mM) jelmM

2 GTP (2mM) 0,2 mM

2 ul [0®%P]-GTP (20uCi) 1 pCi/pl

1 pl T7-RNA-Polymerase (0,8g/ul) 15 ngpl

ad 20ul ddH,O

Dieser Ansatz wird fur 2 h bei 37 °C inkubiert, kdltem ddHO auf 100ul aufgefillt, phenolisiert,
prazipitiert und das getrocknete Sediment inulLBlarnstoffpuffer gelost. Zur Aufreinigung wird das
radioaktiv markierte Transkript auf ein denatunietes 8 % Polyacrylamidgel (2020 x 0.04 cm)
aufgetragen (3.1.2.). Das Transkript wird durchakatliographie lokalisiert (3.1.3.1.), ausgeschnitte
und aus dem Gel eluiert (3.1.4.2.). Das Prazipitadl in einem entsprechenden Volumen ¢@H
geldst, so dass sich eine Konzentration vor 10° cpmful ergibt. Durch Zugabe von 0,02 % (w/v)
Triton X-100 kann die Léslichkeit des Sedimentdsat werden.
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3.4.5. Initiation der T7-Transkription mit GMPS und GMP

Durch die Zugabe von Nukleotid-Monophosphaten (NMRJen Transkriptionsansatz erhélt man die
Ziel-RNA, welche am 5’-Ende mit einem Monophospbegjinnt. Dies ist moglich, da die verwendete
T7-RNA-Polymerase NMPs als Substrate erkennt. Der albir mit Nukleotid-Triphosphaten eine
Kettenverlangerung maglich ist, kdnnen die vorhaetieMonophosphate lediglich als Startnukleotid
durch die T7-Polymerase verwendet werden. Die ssjgaene RNA kann in einer Ligationsreaktion
z.B. zyklisiert oder intermolekular verknlpft werdeder am 5’-Ende radioaktiv markiert werden.
Eine zusatzliche Variante ist die Verwendung vonkldatid-Monophosphorothioat (NMPS) als
Zugabe in den Transkriptionsansatz. Hierbei wirteeRNA erhalten, bei der am 5’-Monophosphat
ein Sauerstoffatom durch ein Schwefelatom ersstzDieses Phosphorothioat bietet die Mdglichkeit
am Schwefelatom durch eine Substitutionsreaktioe eusatzliche funktionelle Gruppe anzuhéngen.
Es kann z.B ein p-Azidophenacyl (APA) angehangtderr(3.10.3.). Mit dieser funktionellen Gruppe
konnen durch photochemische Anregung kovalente RN Vernetzungen (Crosslinks)
herbeigefiihrt werden (3.10.4.).

Dem Transkriptionsansatz werden GMP (Guanosine-ditaphosphat; molares Verhaltnis GTP:GMP
1:4) bzw. GMPS (Guanosine-5-monophosphorothi@tilog, molares Verhaltnis GTP:GMPS 1:5)
zugesetzt.

Praparative T7-Transkription mit GMP

Reaktionsansatz 250 Endkonzentratic
125yl Plasmid, linearisiert 50 ngV

25 ul 10x T7-Puffer 1x

25l rNTP-Mix (ATP, CTP, GTP, UTP; je 25 mM) je 2,5 mM

20 ul rGMP (100 mM) 8 mM

2,5l T7-RNA-Polymerase (3,[dg/ul) 37 ngpl

ad 250ul ddH,O

Praparative T7-Transkription mit GMPS

Reaktionsansatz 25@ Endkonzentratic 1
125pl Plasmid, linearisiert 50 ngV/

25ul 10x T7-Puffer 1x

20 ul INTP-Mix (ATP, CTP, UTP, je 25 mM) je2mM

1pl GTP (100 mM) 0,4 mM

10yl GMPS (50 mM) 2 mM

2,5ul T7-RNA-Polymerase (3,jdg/ul) 37 ngful

ad 250ul ddH,0
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Die Durchfiihrung der préaparativen Transkiption @MP bzw. GMPS entspricht der in (3.4.3.)
beschriebenen. Bei der Elution (3.1.4.2.) der 5Aglshosphorothioat-Transkripte aus der Gelmatrix
wird allerdings 1ul DTT (0,1 M) zugesetzt. DTT dient hierbei als Cadidnsschutz und verhindert
die Ausbildung von Disulfidbrticken.

3.4.6. Préaparative T7-Transkription mit s'UTP

Soll die zu synthetisierende RNA mft&P intern markiert werden, so wird dieses Nukkkolmin
vitro T7-Transkriptionsansatz zugesetzt. Mit dieser fimditen RNA kodnnen Crosslink-
Experimente (3.10.4.) durchgefiihrt werden, bei dekevalente intra- und intermolekulare RNA-
RNA Vernetzungen erhalten werden. Um statistisch @ine Vernetzung pro RNA-Molekil zu
erhalten, wird im Syntheseansatz eine MischungnfP und 8UTP eingesetzt, so dass statistisch
nur 5-10 % der moglichen UTPs durctUSP substituiert sind (Podar und Perlman, 1999)s Da
molare Verhéltniss*8TP:UTP variiert dabei zwischen 1:7 und 1:50 urtdvisn der Einbau- und
Crosslink-Effizienz abhangig. Es muss daher flejed transkribierende RNA optimiert werden. Fir
die in dieser Arbeit verwendet@rochlorococcus marinuiRNase P RNA wurde ein optimales
molares Verhéltnis von 1:9%$TP:UTP) bestimmt und im T7-Transkriptionsansatmesetzt.
Zusétzlich kénnen die intern eingebautdd®s am Schwefelatom modifiziert werden, indem Hurc
eine Substitutionsreaktion eine zusatzliche fumle Gruppe angehangt wird. Es kann z.B ein p-
Azidophenacyl (APA) angehangt werden (3.10.3.). Méser funktionellen Gruppe kdnnen durch
photochemische Anregung kovalente RNA-RNA Vernegam(Crosslinks) herbeigefihrt werden.
Um das photosensitive Nukleotid nicht frihzeitigratu Tageslicht anzuregen, wird die gesamte
Synthese und die sich anschliessende Aufreinigaonghtdichten Reaktionsgefasseamber tubes
und maoglichst unter Lichtausschluss durchgefihrt.

Praparative T7-Transkription mit s *UTP

Reaktionsansatz (25) Endkonzentratic n
125yl Plasmid, linearisiert 50 ngV

25 ul 10x T7-Puffer 1x

20l rNTP-Mix (ATP, CTP, GTP, je 25 mM)je 2 mM

4,5ul UTP (100 mM) 1,8 mM

5ul s'UTP (10 mM) 0,2mM

2,5ul T7-RNA-Polymerase (3,[dg/ul) 37 nglul

ad 250ul ddH,0O

Bis auf die oben genannten Unterschiede ist diecltfihrung identisch zu der in 3.4.3.
beschriebenen praparativen T7-Transkription

Die Lokalisierung der"8 TP-markierten RNA im Gel erfolgt mittels Fluoreazéschung bei 254 nm
(3.1.3.2.) und ist allerdings sehr zigig durchzuéith da das hierfir verwendete Licht bei 254 nm
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viel energiereicher ist als das fiir die photochehgsAnregung von*slTP Eingesetzte (3.10.4.1.).
Eine zu langwierige Lokalisierung kann deshalb marwiinschten Vernetzungen fiihren.

Der erfolgreiche Einbau von®$TP in die Ziel-RNA kann neben erfolgreichen Crivdsl
Experimenten auch durch Analyse mittels DinnscHiffvomatographie (3.11.2.) nachgewiesen

werden.

3.5. Sequenzanalyse von Nukleinsauren
3.5.1. Sequenzanalyse von DNA nach der Didesoxy-Kettenterminations-Methode

Die Nukleotidsequenz von Plasmid-inserierter DNArkamit Hilfe der Didesoxy-Methode nach
Sangeret al. (1977) ermittelt werden. Das Prinzip dieser Methdoesteht darin, an die zu
sequenzierende einzelstrangige DNA ein Oligonulde(Rrimer) als Startsequenz zu hybridisieren
und anschlieend in vier getrennten Ansatzen eweitgtrangsynthese mit Hilfe einer DNA-
Polymerase durchzufuhren. Die 4 Reaktionsanséatz¢halkken jeweils neben den vier
Desoxyribonukleotiden noch jeweils ein 2’-3'-Didegdbonukleotid (ddNTP). Durch den
statistischen Einbau von ddNTPs kommt es zu seaddngigen Syntheseabbriichen, wobei ein
Gemisch von DNA-Fragmenten verschiedener L&nge idghtischem 5-Ende entsteht. Ferner
enthalten die Ansatze zusatzlich-7P]-dATP, wodurch die entstehenden Fragmente ratiioak
markiert werden. Bei der Sequenzierung von dopg@eigiger DNA mul3 diese vor der
Hybridisierung denaturiert werden. Die Fragmentedee nach der Sequenzierungsreaktion auf
einem denaturierenden 6 % Polyacrylamidgel aufgatrand im Autoradiogramm sichtbar gemacht.
Die Sequenzierung erfolgt mit dedequenase 2.0 Sequencingdét FirmaUSB

Alkalische Denaturierung der Plasmid-DNA
4 pg Plasmid-DNA werden in & ddHO mit 2 yl 2 M NaOH 10 min bei RT inkubiert.
Anschlielend wird die DNA durch Zugabe von fIOFéllungslosung (3.2.1.) geféllt. Das Prazipitat

wird nach dem Trocknen ingd ddH,O aufgenommen.

Hybridisierung der Startsequenz

Zur denaturierten DNA-LOsung werden |2 5x Sequenase-Reaktionspuffer sowieul10,5 uM
Startsequenz zugeflgt. Der Ansatz wird 2 min bei®inkubiert, bis auf RT langsam abgekihlt und
dann auf Eis gestellt.

Sequenzierreaktion

In vier 1,5 ml ReaktionsgefaRen werden je |2,8ler Terminationsmixe ,A", ,C", ,G", ,T", die die
jeweiligen Didesoxynukleotide enthalten, vorgelagt auf 37 °C vorgewarmt. Der eiskalte Ansatz
aus der Hybridisierungsreaktion wird mit @l 100 mM DTT, 2 pl Markierungsgemisch (1:5
verdiinnt), 0,51l [a-3?P]-dATP (10uCi/pl) und 2pl T7-DNA-Polymerase (1:8 verdiinrBequenase
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2.0) versetzt und 2 min bei RT inkubiert. In dieseiitZweginnt die Zweitstrangsynthese und die
DNA-Fragmente werden radioaktiv markiert. Man gitbann 3,5ul des Ansatzes zu jedem
Terminationsmix und inkubiert 5 min bei 37 °C, bewtie Reaktion durch Zugabe von jeu
Stoplésung beendet wird. Die Proben kdnnen nachn2Brhitzen bei 85 °C und Abkihlen auf Eis
sofort auf ein 6 % Polyacrylamidgel aufgetragen deer (je 2 pl einer Reaktion). Die
Auftragungsreihenfolge findet immer in der ReihdgéoA, C, G, T statt.

Sequenzanalyse fir die Primer-Extension-Reaktion

Das Prinzip dieser Sequenzanalyse ist dem der bbeohriebenen identisch, allerdings wird die
Radioaktivitat nicht durch of-*P]-dATP, sondern durch das Oligonukleotid, das arErle
radioaktiv markiert ist (3.10.1.), in den Reaktiansatz eingebracht.

Das getrocknete Sediment der alkalischen Denatumgewird in 2ul 5x Sequenase-Reaktionspuffer
sowie 8ul Oligonukleotid (6x10° cpm 5'-radioaktiv markiertes Oligodesoxyribonuki€o(3.10.1.)
aufgenommen und die Hybridisierung durchgefihrt.

Fir die Sequenzierreaktion wird dem Hybridisierargstz lul 100 mM DTT und 2ul T7-DNA-
Polymerase (1:8 verdiinrfequenase 2.&zugegeben und gut gemischt. Man gibt dand 8ieses
Ansatzes zu jedem Terminationsmix und inkubiertib bei 37 °C. Die weitere Aufarbeitung erfolgt
analog der Sequenzierung mit{’P]-dATP.

3.5.2. Sequenzierung von DNA mitAmpliTaq Polymerase FS Big Dye Terminatof

Die maschinelle Sequenzierung mit déim PRISM Genetic Analyz&eruht auf der Markierung der
Terminationsbasen mit unterschiedlichen Fluoredaebgtoffen BigDye Terminatgr Die
Fluoreszenzfarbstoffe besitzen dabei eine unterdibhe Emissionswellenlange. Die
templatabhéngige Startsequenzverlangerung findeAmpliTag Polymerase FS im PCR-Block statt.
Im Reaktionsansatz wird dGTP durch dITP ersetzt, @elkompression zu vermeiden.
Standardansatz zur Sequenzierung:

Sequenzierreaktion mit
AmpliTaq Polymerase FS BigDye Terminator

Sequenzieransatz (14) Menge/10u
DNA 1-7ul
Startsequenz (32M) 1l
BigDye-TerminatoiMix 2ul

ddH,O ad10pl

Die entsprechende Menge DNA (5-10§ fur PCR-Produkte, 108y ssDNA bzw. 500ig dsDNA)
wird mit 1l Startsequenz hybridisiert, mit 2 BigDye-Terminator-Mix versetzt und anschliel3end
die unidirektionale PCR-Reaktion gestartet:
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PCR Programm zur Sequenzierung mitAmpliTaqg Polymerase

Temperatur Zeit Zyklenzahl
Denaturierung 98C 30s
Hybridisierung 50C 15s 25x%
Elongation 60°C 240s

Der Reaktionsansatz wird mit 26 eiskalter Fallungslésung I@in auf Eis préazipitiert (3.2.1.),
anschliel3end sedimentiert (Hereaus Biofugd&k338 4°C, 17000UpM, 30min) und zweimal mit je
250pl kaltem 70% EtOH gewaschen (Hereaus BiofugeR”8, 4°C, 17000UpM, 10min).

Das getrocknete Prazipitat wird in iRTSR-L6sung aufgenommen, denaturiert {€5 2min) und

bis zur Analyse mit Hilfe dessenetic AnalyzerdABI) auf Eis bzw. bei 4C gelagert. Nach
Aufnahme in TSR ist die Probe bis zu [ 8tabil.

3.5.3. Nachweis von Reaktionsprodukten durch Primer-Extension-Analyse

Durch diese Methode kann das 5-Ende einer RNAimest werden. Dazu wird ein am 5’-Ende
radioaktiv markiertes Oligonukleotid (3.10.1.) ae @iel-RNA hybridisiert. DiesePrimer wird nun
durch Reverse Transkriptase (AMV) mit ANTPs entsipead der Matrize verlangert (Extension). Es
entsteht eine cDNA. Am Ende der RNA-Matrize oder kevalenten Vernetzungen zu einem
weiteren RNA-Molekul (Crosslink) bricht die rever§eanskription ab. Um das 5-Ende exakt
bestimmen zu kénnen, wird mit dem gleichen Oligdeokd eine Sequenzierung des Plasmids,
welches die Sequenz der Ziel-RNA tragt, durchgéfigrs.1.). Die Primer-Extension-Reaktionen
werden parallel zur Sequenzreaktion auf einem deiea¢nden 6 % Polyacrylamidgel aufgetrennt.
Die Reaktion wird in folgendem Ansatz durchgefihrt:

Hybridisierungsansatz

Reaktionsansatz () Endkonzentration
200 ng Ziel-RNA (getrocknet)
9 ul Oligonukleotid (1-6x 10° cpm ' | 6666-40000cpnp

Der Ansatz wird 2 min bei 65 °C inkubiert, und ingikblock langsam auf RT abgekunhlt (30-45 min).
Im Anschluss wird der Hybridisierungsansatz im ¢ilein Reaktionsgefal fur die Extension-Reaktion

komplettiert.
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Extension-Reaktion

Reaktionsansatz (14) Endkonzentratic
3 ul 5x AMV-RT-Puffer Ix

2 ul dNTPs (dATP, dCTP, dGTP, dTTP, je 5 | 0,66 mM
0,3-1,0pl AMV-RT (10 U/ul) 0,2-0,66 Upl

ad 15ul ddH,O

Der Ansatz wird 1,5 h bei 42 °C inkubiert. Die RNvrd durch Zugabe von RNase A (2@, RT,

10 min) hydrolysiert. Das Reaktionsgemisch wird mhitH,O auf 100ul aufgefillt, phenolisiert
(3.2.3.) und préazipitiert (3.2.1.). Das Sedimeniauletzt in 1541 Formamidpuffer aufgenommen.

Es werden 5ul der Proben nach der Denaturierung (85 °C; 2 raimf) ein denaturierendes 6 %
Polyacrylamidgel (20x 40 x 0,04 cm) (3.1.2.) parallel zu einer Sequenzierteaigion (3.5.1.)
aufgetragen.

Die Dauer der Elektrophorese richtet sich nach gerinschten optimalen Auflosung einzelner
Sequenzbereiche. Eine ,normale” Elektrophorese \biegndet, wenn BPB den unteren Gelrand
erreicht hat. ,langere” Elektrophoresen werden adhder Laufstrecke von XCFF oder nachtraglich
aufgetragenem BPB durchgefiihrt. Wurde das SedidentPrimer-Extension-Reaktion in 18
Formamid-Puffer gel6st, so ist von der gleichen Kiea jeweils eine Serie von ,normalen®,
Jangeren” und ,sehr langen® Gelauftrennungen niyli

3.6. Klonierung von Fremd-DNA in Plasmid-Vektoren
3.6.1. Praparation von Plasmidvektoren durch Restriktionshydrolyse

Zur Praparation eines Klonierungsvektors werdem@entsprechendes Plasmid mit geeigneten
Restriktionsendonukleasen linearisiert und mit déetquick PCR PurificationSpin Kit nach
Herstellervorschrift aufgereinigt. Die Vollstandegk der Spaltung wird durch ein Agarosegel
Uberprift (3.1.1.).

Die grofRe Mehrzahl der Restriktionsendonukleasaitetpdoppelstrangige DNA spezifisch innerhalb
einer 4-8 Nukleotide langen, palindromen Erkennsagsenz; dabei werden, abhangig von der
Nuklease, kohéasive oder glatte Enden erzeugt.

Eine der fur molekularbiologisches Arbeiten wickiig Ausnahmen stellfok| dar. Das Enzym
schneidet innerhalb einer beliebigen Sequenz, dod $n definiertem Abstand zu seiner
Erkennungssequenz befindet.
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Plasmid-Restriktionshydrolyse

Reaktionsansatz (1Q) Endkonzentratic
25 ug Plasmid 0,259/l

10 yl 10x Reaktionspuffer 1x

50 U Restriktionsendonuklease,5 U/pl

ddH,0 ad 100ul

Die Temperatur und Dauer der Inkubation sowie éaejlige Reaktionspuffer sind vom verwendeten
Enzym abhangig und richten sich nach den Herstglgaben. Die Qualitat der Hydrolyse wird durch
ein Agarosegel (3.1.1.) kontrolliert. Ein Aliquoésl Ansatzes wird neben Langenstandard und nicht
hydrolisiertem Plasmid zum Vergleich auf das Gégatragen.

3.6.2. Dephosphorylierung linearisierter Plasmide mit alkalischer Phospttase
Eine Eigen-Ligation eines nur mit einem Restrikdienzym linearisierten Vektors wird durch dessen
Dephosphorylierung am 5'-Ende verhindert (Sambrouk Russel, 2001). Die Reaktion wird direkt

im Plasmid-Linearisierungsansatz (3.6.1.) durchige:f(

Dephosphorylierung von DNA durch CIP

Reaktionsansatz (114) Endkonzentration

100yl Linearisierungsansatz 0,29/ul Plasmid-DNA
10pl 10x CIP-Reaktionspuffe| 1x Reaktionspuffer

0,5ul CIP (0,5 upl) 0,0025 Upl CIP

(ca. 10 mU/pmol 5'-Enden)

Die Inkubation des Ansatzes erfolgt fir 8 bei 37°C. Es wird dann abermals ein Aliquot CIP-
Enzym zugesetzt und die Inkubation wiederholt. Bidreinigung der Plasmid-DNA erfolgt durch
Phenol/Chloroform-Extraktion und anschliel3ende ipitition mit EtOH (3.2.1.) oder Zugabe von
7ul 40mM NTA und Inkubation fir 1%nin bei 68°C und anschlieRender Prézipitation. Das
Sediment wird in TE-Puffer (3.1.4.1.) zu einer Kenization von 10@gjl aufgenommen. Zur
Uberprifung der Vektor-Dephosphorylierung wird eiespater in einem gesonderten Ligationsansatz

ohne DNA-Fragment eingesetzt.

10x CIP-Reaktionspuffer

Endkonzentration
NaCl 1M
DTT 10 mM
MgCl, 100 mM
Tris-HCI (pH7,9)| 500 mM
ddH,0 ad 10 mi
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3.6.3. Erzeugung glatter Enden und 5'-Phosphorylierung von PCR-Produkten

Wéhrend der PCR kdnnen durch das Anhdngen einzblakleotide durch die DNA-Polymerase
3'-uberh&ngende Enden entstehen. Um eine erfafgréiigation von Fragmenten mit glatten Enden
(blunt-end- Ligation) durchfiihren zu kdnnen, werden deshalb S¥Ende des komplementaren
Strangs mit Hilfe der T4 DNA-Polymerase die entshemden Nukleotide aufgefulit.

Erzeugung glatter Enden mit T4 DNA-Polymerase

Reaktionsansatz (14) Endkonzentratic
Aufgereinigtes PCR-Produkt
1 pl 10x PNK-Puffer 1x

1l 200uM dNTP-Mischung 1QuMm
1 pl T4 DNA-Polymerase (1 yd) | 0,1 U/ul
ddH,0 ad 10ul

Die Reaktion wird fur 1%nin bei 14°C durchgefuhrt. AnschlielBend wird das Enzymnii bei

74 °C hitzeinaktiviert.

Aufgrund der Synthesemethode dermer besitzen PCR-Produkte kein 5'-Phosphat und missen
daher vor der Ligation in einen dephosphoryliettégktor phosphoryliert werden. Diese Reaktion
kann direkt im selben Reaktionsgefal3 durchgefiletden. Der Ansatz wird zusatzlich mit ATP
(3mM Endkonzentration) und T4 Polynukleotid-KinaseNK2 0,05U/ul) supplementiert und fur
45min bei 37°C inkubiert. Das Enzym wird fur 1@in bei 68°C inaktiviert und der Ansatz mit
Hilfe desJETquickPCR purification spin kiaufgereinigt.

Phosphorylierung glatter Enden mit PNK

Reaktionsansatz (2d) | Endkonzentration
10 ul PCR-Reaktion
3l ATP (20 mM) 3mM

1 ul PNK (10 U/pl) 0,5 Ul
ddH,0O ad 20 ul

3.6.4. Ligation von DNA-Fragmenten mit Plasmidvektoren

Fremd-DNA-Fragmente kénnen in einen linearisieNektor mit kompatiblen Enden ligiert werden.
Die T4 DNA-Ligase katalysiert dabei die Bildung @inPhosphodiesterbindung zwischen der 5'-
Phosphat- und der 3'-Hydroxylgruppe zweier benatabblukleotide

Grundsétzlich unterscheidet man zwei Arten der fiogga die davon abh&ngen, mit welchen
Restriktionsendonukleasen das Plasmid vorbereitggpalten wurde. Wahrend bei ddunt-end
Ligation DNA-Fragmente mit glatten Enden verknipférden, werden bei der zweiten Art der
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Ligation, dersticky-endLigation, DNA-Fragmente mit komplementaren 3'- bavkohasiven Enden
miteinander verknupft. Ein grof3er experimentellerteil dersticky-eneLigation liegt darin, dass es
bei der Spaltung des Vektors mit zwei verschiedeRestriktionsenzymen und entsprechender
Praparation der Fremd-DNA moglich ist, ein Inserit merichteter Orientierung ins Plasmid
einzubauen. Zusétzlich ist die Ligations-Effizidriher als beblunt-endLigationen.

Fir eine effektive Ligation sollte das zu insedimie DNA-Fragment im 10-fachen molaren
Uberschuss zum Vektor vorliegen (ca. Opddol Vektor zu 0,5 mol Insert).

Ligation von Fragmenten mit kohasiven Enden

Reaktionsansatz (14) Endkonzentration

1 pl DNA-Fragment ca. 106g bzw. 0,05pmol
1 pl dephosphorylierter Vekt | ca. 100ng bzw. 0,5mol
10x T4 DNA-Ligase-Puffer %

1l T4 DNA Ligase (1 ual) | 0,2U/ul

ddH,O ad 10ul

Fur blunt-endLigationen gilt derselbe Ansatz, allerdings beif&éher Enzymmenge. Dabei sollte die
Ligation von glatten Enden in jedem Fall bei nigén Temperaturen Uber ein grol3es Zeitintervall
durchgefihrt werden. Als Standard gelten Inkubatzeiten von 24 bei 14°C oder 4& bei 4°C.

Bei Fragmenten mit Gberstehenden Enden ist eingbhttion von 121 bei 14°C ausreichend.

Der Ligationsansatz kann ohne Aufreinigung diredt Zransformation chemokompetenter Zellen
eingesetzt werden (3.6.6.1.). Soll der ligierte ddekzur Elektrotransformation verwendet werden,
muss der Ansatz zuvor Uber d@sAquick PCR Purification Kitaufgereinigt werden. Hierbei wird
eine salzarme L6sung mit geringer Leitfahigkeitadtdm.

In dieser Arbeit wurde als Vektor flr Transkriptsmtasmide das ,high copy number“-Plasmid pUC19
(2686 nt) eingesetzt. pUC19 enthélt die GeneBflutactamasegmpR sowie B-Galactosidaseldc?)
und erlaubt so die Selektion der Transformandechddmpicillinresistenz undi-Komplementation.
Der Vektor wird mit adaquaten Restriktions-Endomalsen linearisier&co RI/BamHI) und dann mit
der Fremd-DNA ligiert.

3.6.5. Praparation kompetenterk. coli Zellen
3.6.5.1. Praparation chemokompetenter Zellen

Ein Verdinnungsausstrich des zu prapariererifl@oli -Stammes wird 36 bei 37°C auf Minimal-
Platte inkubiert. Man impft dannrhil SOB-Medium mit einer der Bakterienkolonien ard uésst die
Kultur unter Schitteln Uber Nacht wachsen (Inforsméschittler HT, 18QpM, 37°C). Mit 1 ml
dieser Vorkultur werden 106 SOC-Medium in einem kErlenmeyerkolben angeimpft und bis zu
einer optischen Dichte QR=0,5 weitergeschittelt (Hanahan, 1983). Um eine hohe
Transformationsrate zu erreichen, ist es wichtig &lle folgenden Schritte die angegebenen
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Temperaturen exakt einzuhalten und zlgig zu anbeitéat die Kultur die geforderte Zelldichte
erreicht, wird die Zellsuspension auf Eis abgekuimtzwei 50ml Zentrifugenréhrchen Uberfihrt,
15min auf Eis gelagert und anschlieend zentrifugiBeckman J6-B, Rotor JA-10, 25QpM,
1100g, 4°C, 10min). Der Uberstand wird verworfen und das Sedinvensichtig in 33,3nl eiskalter
RF1-L6sung resuspendiert. Nach 15 min auf Eis wedie Zellen erneut sedimentiert, der Uberstand
verworfen und die Zellen in @l eisgekihlter RF2-Lésung aufgenommen. Nachirbauf Eis werden
280l 2,25M DTT-LOsung hinzugegeben; dann lasst man die Aeleitere 10min auf Eis ruhen.
Die Zellen werden zu 200! Aliquots in flissigem Stickstoff schockgefrorand kbnnen so mehrere
Jahre bei —80C gelagert werden.

Die Kompetenz der préaparierten Zellen wird durcansformation eines Aliquots mit einer definierten
Menge pUC19 Plasmid-DNA (1-1fy) festgestellt. Sie errechnet sich aus der Andehlerhaltenen
Klone pro pg DNA. "Gute" Zellen besitzen eine Korgme von 16-10° Kolonien pro pug DNA.

SOC-Medium SOB-Medium
Endkonz. Einwaage/ Endkonz. Einwaage/
500 mi 500 ml
NaCl 10 mM 0,292 g NaCl 5mM 0,146 g
KCI 2,5mM 0,093 g KCI 25mM 0,093 g
Bacto-Trypton 2 % (wiv) 10g Bacto-Trypton 26 (Wiv) 10g
Bacto-Hefe-Extrakt | 0,5 % (w/v) 2549 Bacto-Hefe-Extrakt | 0,56 (w/v) 25¢
Die L6sung wird autoklaviert, die Volumen/ Die L6sung wird autoklaviert, die Volumen/
folgenden Losungen steril filtriert und 500 ml folgenden Losungen steril filtriert und| 500 ml
dann zugeben dann zugegeben
MgSGQ, (1 M) 10 mM 5 mi MgSGQ, (1 M) 10 mM 5ml
MgCl, (1 M) 10 mM 5ml MgCl, (1 M) 10 mM 5mi
CaChL (5M) 50 mM 5ml
Glucose (IM) 20 mM 10 mi
RF1-L6ésung RF2-L6sung
Endkonz. Menge/ 50 ml Endkonz. Menge/ 50 ml
RbCl 100 mM 0,605 g RbCl 10 mM 60,5 mg
MnCl, (1 M) 50 mM 2,5 ml MOPS (1 M) 10 mM 50Qul
KOAc (1 M) 30 mM 1,5 mi CaCL (5 M) 75 mM 750ul
CaCh (5 M) 10 mM 100ul Glycerin (86% (v/v) 15 % (v/v) 8,72 mi
Glycerin (86% (v/v) 15 % (v/v) 8,72 mi ddH,0 pH 6,8 (NaOH) ad 50 ml
ddH,0 pH 5,8 (AcOH) ad 50 ml -steril filtrieren, nicht autoklavieren;
Lagerung bei 4 °C-

-steril filtrieren, nicht autoklavieren;
Lagerung bei 4 °C-
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3.6.5.2. Praparation elektrokompetenter Zellen

11 SOC-Vollmedium (3.6.5.1.) wird in einem 2,%rlenmeyerkolben mit 1l einer stationaren
Vorkultur angeimpft und bei 37C unter Schiitteln (Infors Inkubationsrundschiittidr, 120UpM)
inkubiert, bis eine O von 0,6-0,8 erreicht wird. Die Kultur wird 15-30inmauf Eis gekihlt, in
vorgekihlte Stahlbecher Uberfuhrt und abzentrifuglgeckman J-6B, 4000 UpM, &, 15min).

Die sedimentierten Zellen werden inl 110% Glycerin vorsichtig resuspendiert und erneut
zentrifugiert. Dieser Vorgang wird einmal mit 580 10% Glycerin wiederholt. Das
Bakteriensediment wird in 201 10% Glycerin aufgenommen, in 2 PP-Zentrifugengefal&en()
Uberfihrt und 1%nin zentrifugiert. Die Sedimente werden in jeweilsnl 10% Glycerin
aufgenommen und in Aliquots zu PO auf vorgekuhlte Mikroreagiergefal3e verteilt. Ceoben
werden in flissigem Stickstoff schockgefroren ukidinken bei -80C Uber mehrere Monate gelagert

werden.

3.6.6. Transformation kompetenterE. coli-Zellen
3.6.6.1. Hitzeschocktransformation

Zu 200 ul chemokompetenten Zellen (3.6.5.1.), die langsaimEas aufgetaut wurden, werden 1-
10ng Plasmid-DNA bzw. %l Ligationsansatz gegeben. Man mischt vorsichtig urkubiert den
Ansatz flr 45min auf Eis. Nach einem Hitzeschock (42 90s), durch den die an der
Bakterienoberflache anhaftenden Plasmide inkorpovierden, werden die Zellen abermalsnmid
auf Eis inkubiert. Das Aliquot wird in einem ©8-PS Rohrchen mit 1,8 SOC-Medium versetzt
und 1h bei 37°C geschittelt (16QpM). Dieser Schritt gibt den transformierten Baide Zeit, die
fur ihre jeweilige Antibiotikaresistenz verantwaectien Enzyme zu exprimieren.

Es werden Aliquots zu 20, 100 und 5@Cauf LB-Agar-Platten ausplattiert (3.7.2.) und tiib&acht
bei 37°C inkubiert.

3.6.6.2. Elektroporation

Die elektrokompetenten Zellen (3.6.5.2.) werden Bigf aufgetaut und mit 0,5 bispl Plasmid-
DNA-LOsung (ca. 10lig DNA) versetzt. Diese Suspension wird in einekEtgorationskivette
Uberfihrt und einem 28V Elektropuls ausgesetzGéne-PulserBio-Rad. Anschlieend wird die
Suspension in finl Vollmedium aufgenommen undhlbei 37°C inkubiert. Der Ansatz wird in ein
Mikroreagiergefald uberfuhrt, kurz zentrifugiert g@hzentrifuge, 4000pM, RT) und in 20Qul
Restmedium ausplattiert (3.7.2.).
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3.7. Kultivierung von E. coli
3.7.1. Kultivierung von E. coli in Flussigkultur

Die Kultivierung vonE. coli -Zellen erfolgt im Allgemeinen in LB-Medium. Die Bterienkultur
wird, soweit nicht anders angegeben, bei defEfiooli-Zellen optimalen Temperatur von 3C bei
150UpM (Infors Inkubationsrundschittler HT) geschiitt@ur Kontrolle des Wachstums kann die
Zelldichte durch Messen der Absorption bei 809 (ODs0) bestimmt werden.

LB-Medium

EndkonzentrationEinwaage/500 mi
Bacto-Trypton 10 g/l 59
Bacto-Hefe-Extrakt5 g/l 2549
NaCl 5 g/l 259

Plasmid-transformierte E.coli-Zellen verfiigen (ber eine vom Plasmid abhangige
Antibiotikaresistenz. Zur Selektion auf plasmidgieade Zellen werden der Kulturlésung die

entsprechenden Antibiotika zugesetzt. Die in digsdreit verwendeten Plasmide codieren alle fir
Ampicillin-Resistenz, welches dem Medium nach demtoklavieren (120 °C, 20 min) bei einer

maximalen Temperatur von 50 °C zugegeben wird (EBnd&ntration: 50ug/ml).

3.7.2. Kultivierung von E. coli -Zellen als Plattenkultur

Zur Herstellung von LB-Agar-Platten wird LB-Mediumor dem Autoklavieren 1,% (w/v) Bacto-
Agar zugesetzt. Nach dem Abkuhlen der Losung auiCs@rfolgt der Zusatz des entsprechenden
Antibiotikums und das Giel3en der Platten unterilsteBedingungen. Nach dem Aushérten werden
die Platten im Luftstrom einer Sterilbank getrodkaed kénnen dann tber mehrere Wochen B3¢t 4
gelagert werden.

E. coli-Zellen aus Transformationsansatzén6.6.) oder Glycerinkulturen (3.2.4.1.) werderteun
sterilen Bedingungen mit dem Drygalski-Spatel beimer Impfése ausgestrichen und je ngcholi-
Stamm bis zu 18 bei 37°C inkubiert. Die meisten Bakterienkulturen konre 4°C tber mehrere
Wochen als Plattenkultur gelagert werden.

Selektion durch Antibiotikaresistenz

Das bei der Transformation eingesetzte Plasmid @Uttdgt ein Resistenzgen. Das Gen-produkt,
eine B-Lactamase, verleiht den transformierten BaktefR&sistenz gegenib@rLactamantibiotika
wie zum Beispiel Ampicillin. Durch den Zusatz vomaicillin in einer Endkonzentration von 50
pg/ml zum LB-Agar werden Bakterien, die kein Plasraithalten haben, am Wachstum gehindert.
Demgegeniber sind Transformanden aufgrund der plasdiertenf3-Lactamase in der Lage, das
Ampicillin durch Spaltung de$-Lactamrings zu inaktivieren und bleiben in ihremadhistum
unbeeinfluf3t
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Selektion durcla-Komplementierung

Die pUC-Vektoren verleihen transformiertén coli-Zellen neben der Antibiotikaresistenz noch ein
weiteres Selektionskriterium. Die Polylinker-Regites Plasmids liegt im Leserahmen defeptids
der B-Galactosidase. Enthalt das pUC-Plasmid kein Inserbleibt dagacZGen, welches den N-
Terminus deB-Galactosidase codiert, intakt. Das Bakterium kaach IPTG-Induktion durch intra-
allelische Komplementation der chromosomalen, d=fien Kopie deslLacZ-Gens das
Farbstoffvorlaufermolekil X-Gal spalten. Die Balgskolonie farbt sich blau. Durch Ligation von
Fremd-DNA in daslLacZo-Genfragment ist dessen Expression nicht mehr midglind die
Bakterienkolonie bleibt farblos. Die Selektion auKomplementierung setzt den Zusatz von IPTG
(24 pg/ml) als Induktor und X-Gal (4Qg/ml) als Farbstoffsubstrat fur dgGalactosidase zum LB-
Agar voraus.

3.8. Charakterisierung von Proteinen
3.8.1. Dialyse einer Enzymldsung

Eine Proteinldsung wird dialysiert, um hohe Salzemirationen in der Losung zu entfernen oder um
einen Pufferwechsel vorzunehmen.

Die in der Dialyse verwendeten Dialyseschlauchesmizyor Gebrauch einmal in 1 % (w/v) &

mit 1 mM NgaEDTA und anschlieBend 3-4 mal mit frischem d@Hzur Neutralisation gekocht
werden. Danach werden die Schlauche in einer 0,1 N&®MEDTA-LAOsung 20 min bei 120 °C
autoklaviert und bis zur Benutzung bei 4 °C aufteiva

Die Proteinlésung wird in die Dialyseschlauche gefind diese in 100 Vol. Dialysepuffer gehangt.
Nach 1 h Dialyse unter standigem Ruhren wird dedy3epuffer erneuert und die Dialyse bei 4 °C
mehrere Stunden fortgesetzt.

In dieser Arbeit wurde ein Uberexprimiertes Protaiit einer hohen Imidazol-Konzentration von
einer Ni*-NTA-Agarose eluiert. Um dieses Imidazol aus deryEnpraparation zu entfernen, wurde
nach Zugabe des Proteaseinhibitors PMSF (0,1 migg¢ry®uffer D dialysiert. Da fiir eine langere
Aufbewahrung der Enzympraparation ein glyceringaitiLagerpuffer sinnvoll ist, wurde direkt im
Anschluss gegen Puffer E dialysiert. Als ZusatZaffendet hierbei durch den Entzug von Wasser
eine Volumenverkleinerung und somit eine Konzentrig der Proteinlésung statt.

Puffer D Puffer E
Endkonz) Einwaage/ 1 | Endkonz. | Menge/ 11
Tris 20mM | 2,423 ¢ Tris-HCI (1M;pH 8,0)| 20 mM 20 ml
NaCl 50mM | 2,922 ¢ NaCl (5 M) 50 mM 10 mi
ddH,O (pH 8,0; HCI) ad 1000 ml Glycerin (86 %) 50 % (v/v)581,5 mi
ddH,O ad 1000 mi
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3.8.2. Konzentrationsbestimmung nach Bradford

Diese 1976 von M.M. Bradford veroffentlichten Fariethode steht der blaue saure Farbstoff
Coomassie-Brilliantblau G250n sauren Milieu verschiebt sich in Gegenwart vaotéinen das
Absorptionsmaximum des Farbstoffs von 465 zu m®5 Grund dafir ist die Stabilisierung in der
unprotonierten, anionischen Sulfonat-Form durch Klexbildung zwischen Protein und Farbstoff.
Dabei bindet der Farbstoff recht unspezifisch aniokésche und nichtpolare, hydrophobe
Seitenketten des Proteins. Die wichtigste Rollelspi dabei Wechselwirkungen mit dem basischen,
unter den Testbedingungen am terminalen Stickgiodfonierten, Arginin. Weniger wichtig sind
Wechselwirkungen mit Lysin, Histidin, Tryptophanyrésin und Phenylalanin. Daher ist die
Lichtabsorption der Lésung bei 5881 anndhernd proportional zur Proteinkonzentrafiorder
Losung. Die Vorteile des Bradford-Tests zur Prdtenzentrationsbestimmung liegen in seiner
einfachen Durchfuhrung und seiner Unempfindlichkgéigeniber Reduktionsmitteln. Der wohl
groRte Nachteil besteht darin, dass gleiche Massewerschiedenen Standardproteinen aufgrund
unterschiedlichen Arginingehalts erhebliche Diffezen in ihren resultierenden Absorptions-
koeffizienten aufweisen kdnnen.

Bradford-Farbeltsung

EndkonzentrationMenge/I
Coomassie Brilliant Blue G25®,1 g/l 100 mg
EtOH (96%) 4,8 % (viv) 50 ml
H3PO, (86 %) 8,6 % (v/v) 10@nl
ddH,0 ad 1000 ml

Die Lésung wird durch drei Lagen Filterpapier fikrt
und kann bei 4C Uber mehrere Monate gelagert werden.

Messung einer unbekannten Proteinkonzentration

10l Proteinlésung werden mit bl Bradford-Farbelésung gemischt und nach funf Ménudie
Absorption bei 59:im gemessen. Als Referenz wird mit BSA-Losungenabater Konzentration
(0; 0,1;0,2; 0,4; 0,6; 0,8; 1rag/ml) kalibriert. Bei der Auswertung ist dabeilzeachten, dass nur im
linearen Bereich der Eichkurve zuverlassige Wertaleen werden. Die zu vermessenden Proben
sind deshalb entsprechend zu verdiinnen.

3.8.3. Diskontinuierliche SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese

Die grundlegende Idee der (diskontinuierlichen) SEaByacrylamidelektrophorese besteht darin, alle
Proteine nach kompletter Denaturierung in eintafidj vollstandig entfaltete Polypeptidketten mit
gleichen Ladungseigenschaften zu tUberfihren (Lagri8if0).

Dabei wird das Aggregieren von Proteinen beim Einins Gel verhindert und eine gréfRere
Bandenscharfe erreicht. Hierzu wird die Gelmatnix zwei Bereiche eingeteilt: das engporige
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Trenngel und das weitporige Sammelgel. Das zuges&DS (engl. Sodium dodecyl sulfate,
Natriumdodecylsulfat) Gberdeckt als anionischeseBgnz die Proteineigenladung so effektiv, dass
sich Micellen mit konstanter negativer Ladung proadgkeneinheit ausbilden. Dabei ist die
elektrophoretische Beweglichkeit der SDS-Polypeptidellen dem Logarithmus ihrer Masse
proportional. Die Molekulargewichte der zu bestinmten Proteine werden durch Vergleich mit
geeigneten Standards ermittelt.

Fir ein Gel (16< 14x 0,5cm) werden 30nl Gellésung bendtigt. Unmittelbar nach der Zugabe von
SDS, TEMED und APS wird die Losung luftblasenfreiischen zwei durch Silikonabstandshalter
getrennte Platten bis zu einer Héhe voon2vom oberen Rand her gegossen. Die Gellésung wird
sofort mit ddHO vorsichtig Uberschichtet. Nach erfolgter Polyrsation des Trenngels (3@in)
wird das HO vollstandig entfernt und das Sammelgel nach Zegan SDS, TEMED und APS auf
das Trenngel gegossen. Nach Einpassen des Tasehersdédsst man das Gel in vertikaler Lage
polymerisieren (20nin). Nach Entfernen des unteren Silikonstreifend des Taschenformers wird
das Gel in die Elektrophoreseapparatur eingespBmtzwischen Silikonstreifen und Gelmasse nach
Polymerisation auftretende Spalt wird mit Silikomfeabgedichtet und die Apparatur mit
Elektrophoresepuffer beflllt. Vor dem Auftragen doben werden die Geltaschen grindlich mit
Puffer gespiilt.

Die zu analysierenden Proben (1) werden mit 1Qul 2x Probenpuffer versetzt und direkt vor dem
Auftragen denaturiert (B1in, 95°C). Die Elektrophorese beginnt bei ¥9wenn BPB das Trenngel
erreicht hat, wird die Spannung auf Ns@rhoht und die Elektrophorese gestoppt, nachdB &as
Gel verlassen hat.

Parameter fir die SDS-Gelelektrophorese

16& 14 x 0,05 cm
30 ml Trenngel
15 ml Sammelgel

Gelmalie

Volumen der Gellésung

Volumen des Elekrophoresepuffed00 ml

50 V Sammelgel

Trennspannung 150 V Trenngel

Zusammensetzung von Sammel- und Trenngel zur SDS-IBA Elektrophorese

Sammelgel (5 % (v/v)) Trenngel (12,5 % (v/v))
Reagentien Volumen/ 15 ml Endkonz. Volumen/ 30 mindionz.
AA-Bis (29:1) 40% | 1,9 ml 5% 9,4 ml 12,5%
TrispH 6,8;05M | 3,7 ml 123 mM| - -
TrispH8,8;15M | - - 7,5ml 375 mM
ddH,0 8,5 ml - 12,7 mi -
SDS (20 % (w/v)) | 7%l 0,1 % 150ul 0,1 %
APS (10 % (w/v)) | 20Ql - 200pl -
TEMED opl 20l
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2x Probenpuffer

Elektrophorese-Puffer

EndkonzentrationMenge/10 ml EndkonzentrationMenge/I
Tris pH6,8; 1 M 100 mM 1ml Tris 44 mM 5,339
SDS (20 % (w/v)) 4% (wiv) 2ml Glycin 200 mM 15¢g
Glycerin (86% (w/v)) | 17% (w/v) 1,98 ml SDS (20 % (w/v)) 0,15 % (w/v) 7,5 mi
2-Mercaptoethanol 0,% (v/v) 10ul ddH,0O ad 1000 ml
Bromphenolblau (1 %6)0,1% (w/v) 1ml
ddH,O ad 10 ml

3.8.4. Coomassie-Brilliant-Blau-Farbung von SDS-Polyacrylamidgelen

Die Coomassie-Brilliant-Blau-Farbung von Proteimgeist eine schnelle und einfache Methode zum
Nachweis von Proteinen in Polyacrylamidgelen. DarbBtoff (Serva Blue R-250) ist unter den
sauren Bedingungen der Farbelbésung negativ geladeh lagert sich durch elektrostatische
Wechselwirkungen an positiv geladene Aminosaurerest. Die Nachweisgrenze liegt bei etwa
100ng Protein pro Gelbande.

Das Proteingel (3.8.3.) wird nach der Elektropheresindestens 3fin bei RT in Farbeldsung
geschittelt (IKA-Vibrax-VXR, 40JpM). Anschliel3end wird das Gel unter mehrmaligeractisel
der Entfarbelésung fur mindestens$ entfarbt. Die aufgetrennten Proteine erscheimerGel als
blaue Banden. Abschlielend wird das Gel zwischeei ZBellophanfolien bei 80C auf dem
Geltrockner getrocknet.

Coomassie-Farbelésung

Entfarbe-L6sung

Endkonz. | Menge/ 1L Endkonz. | Volumen/1 L
Serva Blue R-2500,2 % (w/v)| 2 g Methanol| 35 % (v/v)| 350 ml
Methanol 45 % (viv)| 450 ml AcOH 7% (viv) | 70 ml
AcOH 10 % (v/iv) | 100 ml ddH,0 ad 1000 ml
ddH,0 ad 1000 ml

3.8.5. Silanisieren von Plastikgefal3en

Um Verluste durch Adsorptionseffekte an der Obeh& von Plastik- oder Glasgefal3en zu
minimieren, werden diese silanisiert. Alle Arbedtsstte werden unter einem Abzug ausgefuhrt, da
das verwendete Dichlormethylsilan hochfliichtig wgiffig ist. Die zu silanisierenden Gegenstande
werden neben einem A Becherglas, welchesrtl Dichlormethylsilan enthélt, in einem Exsikkator

platziert. AnschlieRend wird der Exsikkator solargekuiert, bis das Dichlormethylsilan seinen
Siedepunkt erreicht hat. Der Glashahn am Exsikkatiod geschlossen und erst wieder gedffnet,
wenn alles Dichlormethylsilan verdampft ist. Dieagtlkgefdl3e sind nun vollstdndig silanisiert und
konnen autoklaviert werden.
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3.9. Praparation und Aufreinigung rekombinanter Proteine

Viele Proteinexpressionsstrategien basieren auf @eimzip, das Zielprotein als rekombinantes
Fusionsprodukt mit einer speziellen N- oder C-teaten Aminosauresequenz zu exprimieren. Mit
dem Ziel einer vereinfachten Proteinaufreinigungnrkadiese zusétzliche Aminosauresequenz
anschlieend als Bindungsstell&a@) verwendet werden. DeTag ermoglicht die spezifische
reversible Bindung an eine feste Phase und ertict#o chromatographische Aufreinigungen
wesentlich.

Das in dieser Arbeit exprimierte rekombinante Hrotet als Fusionsprodukt mit 6 konsekutiven
Histidin-Resten §x-His-Tag am C-Terminus konzipiert. Die Aufreinigung deslgroteins erfolgt
hier durch reversible Bindung detis-Tagan immobilisierte Ni-lonen. Der verwendetdis-Tagist
relativ klein, nur schwach immunogen, bei physiddobem pH-Wert ungeladen und bindet
unabhangig von der Konformation der Proteine stttk @n Nf*-lonen.

3.9.1. Das T7-Expressionssystem

Die high-copy pET-Vektoren Kovagei sind gekoppelte Transkriptions-Translationsveitound
verfligen Uber einen Bakteriophagen T7-Promotor. D@sSystem ist das zur Zeit wohl am
erfolgreichsten verwendete Expressionssystem. Daxprimierende Gen befindet sich hierbei unter
der Kontrolle des ,spaten“ Bakteriophagen T7-Prawmt der ausschlieBlich von der RNA-
Polymerase des Bakteriophagen T7 erkannt und tribiesk wird. Eine Kopie des TRNA-
Polymerase-Gens befindet sich ald_ysogen (DE3) auf der chromosomalen DNA der vedaten
Bakterienstdmme und steht unter Kontrolle kdes)V5 Promotors. Durch Zugabe von IPTG kann die
Synthese der TRNA-Polymerase induziert werden. Da diese ausddlitie die mRNA des
Zielproteins transkribiert, sind die Ribosomen detle nun fast ausschlie3lich auf die Translation

des rekombinanten Proteins programmiert.

3.9.2. Uberexpression rekombinanter Proteine ifE. coli -Stammen
3.9.2.1. Uberexpression im praparativen Mal3stab

5ml YT-Kulturmedium (Ampicillin 50 pl/ml) werden mit einer frisch ausgestrichenen
Bakterienkultur angeimpft und tber Nacht bei°87inkubiert. Aus dieser Vorkultur werden in einem
2| Erlenmeyerkolben 50l antibiotika-supplementiertes YT-Medium in eirlefl000 Verdiinnung
angesetzt. Unter Schiutteln (Infors InkubationsstdiHT, 120UpM) lasst man die Bakterienkultur
bis zu einer Oy von 0,6 heranwachsen und induziert dann die Frexeression durch IPTG-
Zugabe (Endkonzentration Op@M). Die Inkubation wird fir 2 Stunden bei 37C fortgesetzt. Die
Zellen werden durch Zentrifugation (Beckman J-6B5mniin, 4000UpM, 4°C) geerntet, der
Uberstand dekantiert und das Zell-Sediment in 50Yif#Medium resuspendiert. Nach erneuter
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Zentrifugation (Beckman J-6B, Ifiin, 4000UpM, 4 °C) wird das Nassgewicht des Zell-Sedimentes
bestimmt. Dabei werden aus 500 Kultur etwa 1,03 feuchte Zellmasse gewonnen.

Zur Analyse auf Erfolg und Quantitat der Expressimrden vor IPTG-Zugabe und vor der Zellernte
jeweils 1ml Kultur entnommen, sedimentiert und mit SDS-PrePelffer fir ein SDS-PAGE-Gel
vorbereitet (3.8.3.).

YT-Medium

Endkonz) Einwaage/500 ml
Bacto-Trypton 8 g/l 49
Bacto-Hefe-Extrakt5 g/l 259
NaCl 5 g/l 25¢

3.9.2.2. Aufarbeitung von Protein-EinschluR3kdrperclen

Inclusion Bodieentstehen durch die micellenartige Zusammenlagevon rekombinanten Protein-
molekilen in der Zelle. Die entstehenden Aggredpaéden nicht in Losung und fallen auch in der
Zelle aus. In diesen Einschlusskorperchen liegerPdoteine meist entfaltet vor und missen deshalb
nach ihrer Isolierung in jedem Fall renaturiert eesr. Fir native Aufreinigungsstrategien gilt es
deshalb, die Bildung dieser Protein-Aggregate defe Fall zu vermeiden. Allerdings bieten sie sich
durch ihre relativ einfache Isolierung Uber Zenttion fir denaturierende Aufreinigungen an. Da
von dem in dieser Arbeit zu exprimierenden Proteskannt ist, das es nach der Uberexpression zu
tiber 90 % in Form von Inclusion Bodies vorliegetet sich somit eine denaturierende Aufreinigung
Uber diese Protein-Einschlul3kdrperchen an.

3.9.2.3. Aufreinigung von Protein-EinschlulZkérperclen eines rekombinanten Proteins

Nach jedem Arbeitsschritt werden von der jeweilidgisung oder Suspension 1g0entnommen,
um sie spater per SDS-PAGE (3.8.3.) analysierékbnuen.

Zur Aufreinigung wird das Zellsediment (3.9.2.1n) 50 ml Lysepuffer resuspendiert, PMSF (0,1
mM) zugegeben und bis zur vollstindigen Zelllysrifstert (Sonificator; Einstellungen: konstant,
Stufe2-3, 2min; 4 °C).

Die Suspension wird zentrifugiert (Beckman J2-24tdR JA-20, 4£°C, 10min bzw. 10000 g) und der
Uberstand abgenommen. Das Pellet, welches IncllBamties des rekombinanten Proteins enthalt,
wird zweimal mit Lysepuffer (je 50 ml; 0,1 mM PMSBgwaschen und zentrifugiert (Beckman J2-
21, Rotor JA-20, 4C, 10min bzw. 10000 g).

Die Inclusion Bodies werden in 50 ml Puffer A, d&rM Harnstoff enthalt, durch vorsichtiges
schutteln (2 h; 4 °C) gelost. Um ungeloste Zellaedteile abzutrennen, wird erneut zentrifugiert
(Beckman J2-21, Rotor JA-20,°€, 10min bzw. 12000 g). Der proteinhaltige Uberstand wird
abgenommen und kann nun direkt der Affinitatschrimgaphie (3.9.3.) unterworfen werden.
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Lysepuffer Puffer A
Endkonz| Menge/ 500 ml Endkonz| Einwaage/ 250 ml
Tris-HCI (pH 8.0; 1 M) 50 mM | 25 ml Harnstoff 8M 120,12 g
Na&EDTA (0,5 M) 2mM 2ml Tris 20mM | 0,606 g
Triton-X100 1% (viv) 5 ml NacCl 05M 7,305 ¢
ddH,O ad 500 ml Imidazol 5 mM 85,1 mg
ddH,O (pH 7,8; HCI) ad 250 ml

3.9.3. Saulenchromatographie

Chromatographie im Saulenverfahren ist eine wiehfigennmethode, bei der eine geltste Substanz-
mischung mit Hilfe eines Flissigkeitsstroms Ubereestationdre Phase geleitet und dabei in die
einzelnen Bestandteile der Mischung aufgetrenrd.wir

Die Elution erfolgt je nach Saule in einem Salzlemtrations-, pH- oder Harnstoff-gradienten. Das
Gradientenvolumen sollte in der Regel mindestens Ha-fache S&ulenvolumen betragen. Die
eluierten Proteine werden abschliessend in Fraftigeeigneter Grof3e gesammelt.

3.9.3.1. Denaturierende Aufreinigung eines rekombinten Proteins tber Affinitats-
Chromatographie an Ni*-NTA-Agarose

Die hier beschriebene Protein-Praparation findétRe unter denaturierenden Bedingungen statt.
Nach jedem Arbeitsschritt werden von der jeweilidgisung oder Suspension 1@0enthommen,
um sie spater per SDS-PAGE (3.8.3.) analysierékbnuen.

Zum Uberstand der Inclusion-Body-Aufreinigung (2.8.) werden 1,5l mit Puffer A aquilibrierter
Ni?*-NTA-Agarose gegeben. Um ein méglichst vollstandigénden des rekombinanten Proteins an
die NP*-NTA-Agarose zu gewahrleisten, wird die SuspensinschlieRend B in einem silanisierten
50 ml PP-ROhrchen (3.8.5.) durch langsames RotiereiR@-Rihrer gemischt und anschlielend in
eine 15ml PP-Saule (1,8 7,5cm) gegeben.

Nachdem sich das Saulenmaterial abgesetzt hat,deirdJberstand als Durchlauf aufgefangen. Die
Saule wird nun mit je 5 Vol. Puffer A und Puffer gewaschen (0,5l/min). Das Protein ist
denaturiert an das Saulenmaterial gebunden und daron einen Harnstoffgradienten von 8-0 M im
gebundenen Zustand auf der Saule renaturiert weklerzu wird ein Stufen-Gradient von insgesamt
80 Séaulen-Vol. verwendet. Die einzelnen Stufen rezhhierbei jeweils um 0,5 M Harnstoff ab.

Die Elution des Proteins erfolgt mit 3 Saulen-VBLUffer C (0,2ml/min). Das im Eluat enthaltene
Enzym wird im Anschluss einer Dialyse (3.8.1.) unbgen, um es in einen geeigneten Lagerpuffer
zu Uberfuhren. Die aus den einzelnen Arbeitssefritentnommenen Proben werden zur
Aufreinigungskontrolle auf einem SDS-Polyacrylangt(8.8.3.) aufgetragen.

Die Renaturierung des Enzyms kann durch einen A#itstests (3.10.2.) Gberpruft werden.
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Puffer B Puffer C

Endkonz| Menge/ 250 ml Endkonz| Menge/ 250 ml
Harnstoff 8M 120,12 g Tris 20mM | 0,606 g
Tris 20mM | 0,606 g NaCl 0,5M 7,305¢g
NaCl 0,5M 7,305 ¢ Imidazol 0,3M 5,106 g
Imidazol 20mM | 0,34¢g ddH;O (pH 7,8; HCI)| ad 250 ml
ddH,0O (pH 7,8; HCI) ad 250 ml

3.10. Modifizierung von Nukleinsduren
3.10.1. Markierung und Aufreinigung von Oligodesoxyribonukleotiden mit V—32P] ATP

Als Startsequenzen bei der Primer-Extension-Reaktimd bei der parallel aufgetragenen
Sequenzierungsreaktion werden chemisch synthe¢isi@igonukleotide eingesetzt, die am 5-Ende
radioaktiv markiert werden. Die nach der Phosphdérmvethode synthetisierten Oligonukleotide
besitzen eine freie 5-Hydroxylgruppe, auf welchie terminale Phosphatgruppe dgs’P] ATP
Ubertragen wird. Diese Reaktion wird von der T4yRokleotidkinase (PNK) katalysiert.

5'-Markierung von Oligodesoxyribonukleotiden mit [y-*P] ATP

Reaktionsansatz (1) Endkonzentration

2,5l OligodesoxyribonukleotiglO uM) | 2,5uM Oligodesoxyribonukleotid
1l 10x PNK-Puffer 1x PNK-Puffer

4 uCilul [y-*P] ATP

4 ul [y-**P] ATP (10 uCi/ul) HEAH [Y ] _ _ _
bzw. 2uCi/1,25pmol Oligodesoxyribonukleotid
2 pl ddH,0

0,5l T4 PNK (10 U/ul) 0,5U/ul T4 PNK

Der Ansatz wird 1 h bei 37 °C inkubiert. Um niclingebautes\t*P] ATP zu entfernen, muss der
Reaktionsansatz nach der Inkubation aufgereinigdere Hierzu wird das Reaktionsgemisch auf
einem denaturierenden 15 % PAA-Gel elektrophoret@afgetrennt (3.1.2.). Der Reaktionsansatz
wird mit 6 ul Formamidpuffer supplementiert, und die gesamigb®rdirekt in eine Probentasche
eines Gels mit den Malien 2R20x 0,045 cm aufgetragen. Die Elektrophorese wird 66 V bei
maximal 20 W durchgefuhrt, bis das BPB des Farfmiffers den unteren Gelrand erreicht hat. Nun
wird eine Glasplatte abgenommen, das Gel mit Hdtsfble bedeckt und Fluoreszenzmarker
angebracht.

Durch Autoradiographie (30 sec) wird das markie®igodesoxyribonukleotid lokalisiert,
anschliel3end ausgeschnitten und Gber Nacht e(@idr#.2.).

Nach einer zweiten Elution (3 h) werden die Eluaeeinigt und mit 986 EtOH prazipitiert (3.2.1.).
Die Radioaktivitat des Sedimentes wird durch Megsder Cerencov-Strahlung im*jP]-Fenster
eines Szintillationsz&hlers bestimmit.



Methoden 71

Das markierte Oligodesoxyribonukleotid wird in ementsprechenden Volumen ddMHgeldst, so
dass 100000 cpml an Oligodesoxyribonukleotid resultieren. Ist di@slichkeit des Sedimentes zu
gering, so kann diese durch 0,02 % (v/v) Triton0Q Yerbessert werden.

3.10.2. Vervollstandigung des 3'CCA-Endes von tRNAs durch die Nukleotidyl-
transferase
3.10.2.1 Analytische Nukleotidyltransferase-Reaktio

Fir eine posttranskriptionale Modifizierung von tRNam 3’-Ende kann die ATP(CTP):tRNA-
Nukleotidyltransferase (Ntase, CCase, CCA-AddingyEme) verwendet werden. Sie ist eine RNA-
Polymerase, die templatunabhangig und hochspézitise definierte Sequenz CCA am 3’-Ende von
tRNAs anhangt bzw. komplettiert. Durch ihre Spéiifist sie somit ein elegantes Werkzeug, um
positionsspezifisch Modifikationen in das 3’-EndenvtRNAs einzufiihren. Dies ist mdglich, da sie
neben Standard-NTPs auch modifizierte Nukleotide Substrate erkennt. In dieser Arbeit ist vor
allem der Einbau von’6TP, ATRiS, CTRIS und dCTP in das 3-CCA-Ende von tRNAs von
Interesse. Als zu modifizierende tRNA werdanvitro synthetisierte tRNAs eingesetzt, die am 3'-
Ende entsprechend unvollstandig sind.

Analytische Nukleotidyltransferase-Reaktion

Reaktionsansatz 24 Variationsmoglichkeiten Endkonz.

10000 cpm radioaktiv markiertes 3-5ug unmarkiertes 500 cpmil bzw. 0,3-0,5

Transkript Transkript pg/ul

1l ATP (5 mM) 1l ATPaS (5 mM) 0,15 mM
1 pl [a**P]-ATP (10pCi) 0,5uCi/pl

1ul CTP (5 mM) 1ul dCTP (5 mM) 0,15 mM
1 pl SSCTP (5 mM) 0,15 mM
1ul CTPaS (5 mM) 0,15 mM
1 pl [a**P]-dCTP (1QuCi) 0,5uCi/pl

2 ul 10x CCA-Puffer 1x

6 Ul Nukleotidyltransferase (11g) 1,lug/ul

ad 20ul ddH,O

10x CCA-Puffer

EndkonzentrationMenge/ 10 ml
Glycin 100 mM 0,751 g
MgCl, 10 mM 0,203 g
DTT (0,1 M) | 1 mM 1ml
ddH,0O ad 10 ml

pH 9,0; NaOH
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Der Ansatz wird 2 h bei 37 °C inkubiert, phenolys{8.2.3.) und prazipitiert (3.2.1.).

Ist im Reaktionsgemisch das photosensitive NukdestiCTP vorhanden, so wird die Reaktion und
die anschlieBende Aufreinigung in lichtdichten Realsgefassen durchgefuhrt. Die Prazipitate
werden in Harnstoffpuffer gelost und auf denaterele PAA-Gele aufgetragen. Um eine gute
Auftrennung der Reaktionsprodukte zu erzielen, eerti2-15 % Gele mit den Mal3en 260 x 0,04
cm verwendet und die Elektrophorese so lange defihg, bis XCFF 70-80 cm Laufstrecke
zurlickgelegt hatte. Die Reaktionsprodukte konnen Amschluss durch Autoradiographie der
getrockneten Gele lokalisiert werden (3.1.3.1.).

3.10.2.2. Praparative Nukleotidyltransferase-Reaktin

Zur praparativen Modifizierung von tRNAs am 3-C@&nde wird ebenfals die
Nukleotidyltransferase eingesetzt. Es wurden isalidirbeit letztendlich zwei Modifizierungen von
pre- und mat-tRNA? préaparativ synthetisiert. Ausgehend von aufgegéém Transkripten, deren 3'-
Ende C74 ist (pre-tRNA mat-tRNA) werden dCTP und ATES angehangt. Zur leichteren
Synthesekontrolle und Aufreinigung kann dem AngatZP]-dCTP zugegeben werden. Durch die
Verwendung von dCTP anstelle von CTP soll eine emyithile Substitutionsreaktion des 2’-OH der
Ribose am darauffolgenden Thiophosphat vermiededeme was einen Strangbruch zur Folge hatte.
Durch das Einbringen des Thiophosphats ist einéeveeModifizierung mit dem Crosslink-Reagenz
APA-Br (3.10.3.) moglich.

Praparativer Einbau von aS-ATP durch Nukleotidyltransferase-Reaktion

Reaktionsansatz (2Q4) Endkonzentration
130pug Transkript (pre-tRNA, mat-tRNAR) 0,65ug/ul

20 ul 10x CCA-Puffer 1x

3l dCTP (10 mM) 0,15 mM

6 ul ATPasS (5 mM) 0,15 mM

2l [a®**P]-dCTP (20uCi) 0,1 pCi/pl

60 pl Nukleotidyltransferase (11j0g) 0,55ug/ul

ad 200ul ddH,O
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Durch den Einbau vorfGTP an die Position C74 und C75, kann die modifigieRNA direkt in

Crosslink-Experimente eingesetzt werden.

Praparativer Einbau von SCTP durch Nukleotidyltransferase-Reaktion

Reaktionsansatz (2QQ) Endkonzentration
130pug Transkript (tRNAcca, tRNAC) 0,65ug/ul

20 ul 10x CCA-Puffer 1x

3l ATP (10 mM) 0,15 mM

3l SSCTP (10 mM) 0,15 mM

2 ul [a®%P]-ATP (20uCi) 0,2 puCi/pl

60 pl Nukleotidyltransferase (11j0g) 0,55ug/ul

ad 200ul ddH,0O

Der jeweilige Ansatz wird fur 3 h bei 37 °C inkuiiiephenolysiert (3.2.3.) und prazipitiert (3.2.1.)
Ist im Reaktionsgemisch das photosensitive NuldestCTP vorhanden, so wird die Reaktion und
die anschliessende Aufreinigung in lichtdichten IRieasgefdassen durchgefiheniber tubes Das
Prazipitat wird in Harnstoffpuffer geltst und auh & % PAA-Gel (20x 20 x 0,1 cm) aufgetragen.
Die Elektrophorese wird beendet, wenn BPB den ent&elrand erreicht hat. Die Lokalisierung der
Reaktionsprodukte erfolgt durch Autoradiographiee wi 3.1.3.1. beschrieben. Die Produktbande
wird ausgeschnitten und eluiert (3.1.4.2.).

3.10.3. Modifizierungsreaktion mit APA-Br

Mit p-Azidophenacylbromid (APA-Br) kénnen tRNAs,edbereits NTBS (3.10.2.), GMPS (3.4.5.),
S'UTP (3.4.6.) und €TP (3.10.2.) beinhalten, zusétzlich modifiziert rden. Durch die
photochemisch anregbare APA-Gruppe koénnen diese -RNkkile in Crosslink-Experimente
(3.10.4.) eingesetzt werden. Durch die Bestrahlomg Licht der Wellenlange 302 nm wird die
funktionelle Gruppe angeregt und es entsteht emktinees Nitren, welches sehr schnell abreagiert,
indem es in seiner direkten Umgebung eine kovalstemetzung von RNA-Molekllen (intra- und
intermolekular) herbeifthrt.

Modifizierungsreaktion mit APA-Br

Reaktionsansatz (2QQ) Endkonzentratic 1
10l modifizierbares Transkript (36g) | 180 ngpl

20 pl APA-Br (0,1 M in MeOH) 10 mM

170pl DMF 85 % (V/V)

Um eine friihzeitige photochemische Anregung der ARAppe zu vermeiden, wird die gesamte
Synthese und Aufreinigung immber tubesdurchgefuhrt. Der Ansatz wird entsprechend dem
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Pipettierschema komplettiert und fur 3-4 h bei 87ifikubiert. Im Anschluss werden 1Q0NaOAc
(0,2 M; pH 7,5) zugegeben. Fur eine bessere Phasening bei der Phenolisierung des
Reaktionsgemisches werden 1@0Phenol und 20Qul Chloroform/Isoamylalkohol (29:1) zugegeben
und grindlich gemischt. Die weitere Durchfuhrundolet wie in 3.2.3. beschrieben. Die so
gewonnene modifizierte RNA kann nun in Crosslinkp&simente eingesetzt werden (3.10.4.) und die
Vernetzungsstellen durch Primer-Extension-Analys&alisiert werden (3.5.3.).

3.10.4. Photochemisch induzierte RNA-RNA-Verknipfungen
3.10.4.1. Analytische Crosslink-Reaktion

Um kovalente intermolekulare RNA-RNA-Verknipfung@og. Crosslinks) zwischen RNase P RNA
und Substrat herbeizufiihren, wird ein Reaktionsgemder beiden Reaktanden mit Licht geeigneter
Wellenlange bestrahlt. Die Wahl der verwendeten I8&inge richtet sich nach dem jeweilig
eingesetzten Vernetzungs-Reagenz. Es kann sowehlR#llase P RNA als auch das Substrat
entsprechend markiert werden. Die in dieser Arbeitvendeten Mdglichkeiten sind in der folgenden
Tabelle zusammengefasst:

Modifizierte | Modifizierungs-Stelle | Vernetzungs- | Wellenlange; | Synthese;
RNA reagenz Belichtung Produktname
RNase P RNA| intern ‘WTP 366 nm; 60 min 3.4.6.
s'U-RNase P RNA
RNase P RNA| 4J (intern) APA 302 nm; 5min| 3.4.6.; 3.10.3.
APA-s'U-RNase P RNA
pre-tRNAcca | 5-MonophosphorothioatAPA 302 nm; 5min | 3.4.5.;3.10.3.
(GMPS; G -15) 5'APA-pre-tRNAcca
pre-tRNAcca | 3'-CCA; APA 302 nm; 5min | 3.4.3.;3.10.2.; 3.10.3.
(ATPaS; A 76) 3'APA-pre-tRNAcqcsa
pre-tRNAcca |3-CCA; C 75 $CTP 254 nm; 15 min3.4.3.; 3.10.2.
pre—tRNAcSZCA
pre-tRNAcca |3-CS'CA; C 75 APA 302 nm; 5 min| 3.4.3.;3.10.2,; 3.10.3.
3'APA-pre-tRNAcSca
mat-tRNAcca | 5’-MonophosphorothioatAPA 302 nm;5min | 3.4.5.; 3.10.3.
(GMPS; G 1) 5'’APA-mat-tRNAcca
mat-tRNAcca | 3'-CCA,; APA 302 nm; 5min | 3.4.3.;3.10.2,; 3.10.3.
(ATPasS; A 76) 3’APA-mat-tRNAc4csa

Um eine Prozessierung des Substrates zu unterhiaohehim Reaktionspuffer die hierfiir essentiellen
Mg?*-lonen durch C&-lonen substituiert. Es bildet sich zwar der ak@reym-Substratkomplex, eine
Prozessierung durch das Mgabh&ngige Ribozym unterbleibt aber.
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Der Reaktionsansatz wird amber tubesiach folgendem Schema komplettiert:

Analytische Crosslink-Reaktion

Reaktionsansatz 3d Endkonzentratic
RNase P RNA 100 nM

RNase P RNA @P]-markiert; 200 000 cpr | 6666,6 cpmfil
Substrat (tragt Vernetzungsreagenz) 1000 nM

1,5x Bindungspuffer 6 1x

ddH,0 ad 30ul

Das radioaktiv markierte Transkript wird hierbeinmar von dem Reaktionspartner eingesetzt, der
nicht das Vernetzungsreagenz tragt.

Um die optimale Bildung des Enzym-Substratkomplexedtrdern, wird der Ansatz fir 5 min bei
37 °C inkubiert und dann fir weitere 5 min auf gestellt.

UVLMS-38 254 nm /302 nm / 365 nm ’

3 cm J S J PS-Deckel
‘/ Parafilm

__Q_ﬁ_ﬁ_ﬁ_g_ﬁ_ﬁ_ﬁ__‘/y Aluminiumplatte

Eis

Abb. 3-1: Technischer Aufbau der Crosslink-Reaktion
Der schematische Aufbau mit UV-Lampe, PS-Deckelafiten, Reaktionsaliquots, Aluminiumplatte und Easb
ist dargestellt.

Ein Streifen sterilen Parafilms wird auf einer Alimmmplatte befestigt, und diese auf Eis gelegts Da
Reaktionsgemisch wird nun unter LichtausschlussTedpfen (30ul) auf den Parafilm pipettiert und
mit einem PS-Deckel einer Kulturplatte, welcher hight mit Wellenlangen > 300 nm hindurchlésst,
abgedeckt (keine Abdeckung bei der Verwendung v@&# 2m). Die Belichtung bei der
entsprechenden Wellenlange erfolgt wie oben angegetit einer Auflichtlampe (UVLMS-38JVP).

Im Anschluss wird die Probe in 1,5 ml Reaktionsgs#lberfuhrt, prazipitiert (3.2.1.) und griindlich
gewaschen.

Zur Analyse der Crosslinkreaktion werden die Sedimén Harnstoffprobenpuffer geldst, und nach
einer Denaturierung auf ein 7 % PAA-Gel (2@0x 0,04 cm) aufgetragen. Die Elektrophorese wird
so lange durchgefuhrt, bis XCFF den unteren Gelereicht hat. Durch Autoradiographie (3.1.3.1.)
des getrockneten Gels kénnen die Crosslinks ldkaliwerden.
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1,5% Bindungspuffer 6

EndkonzentrationVolumen/ 50 ml
MOPS (1 M; pH 7,5)0,075 M 3,75 mi
NH;OAc (10 M) 45M 22,5 ml
Ca(OAc) (1 M) 0,375 M 18,75
ddH,O ad 50 ml

3.10.4.2. Praparative Crosslink-Reaktion und Aufraligung der Komplexe
Fur eine praparative Crosslink-Reaktion wird deBih0.4.1. beschriebene analytische Ansatz auf das
20fache hochskaliert. Der Reaktionsansatz wirdimera lichtdichten Reaktionsgefa@niber tubg

nach folgendem Schema komplettiert:

Praparative Crosslink-Reaktion

Reaktionsansatz (6Q) Endkonzentratic 1
RNase P RNA 100 nM

RNase P RNA radioaktiv markiertX4.0°>- 4x 1¢° cpm’ | 666,6 cpmiul
Substrat (tragt Vernetzungsreagenz) 1000 nM

1,5x Bindungspuffer 6 1x

ddH,0 ad 600ul

Das radioaktiv markierte Transkript wird hierbeinmar von dem Reaktionspartner eingesetzt, der
nicht das Vernetzungsreagenz tragt.

Um die optimale Bildung des Enzym-Substratkomplexegordern, wird der Ansatz fir 5 min bei
37 °C inkubiert und dann fur weitere 5 min auf géstellt.

Ein Streifen sterilen Parafilms wird auf einer Alimmamplatte befestigt, und diese auf Eis gelegts Da
Reaktionsgemisch wird nun unter Lichtausschluss30npl-Aliquots in Reihe auf den Parafilm
pipettiert und mit einem PS-Deckel einer Kulturf@atvelcher nur Licht mit Wellenlangen > 300 nm
hindurchlasst, abgedeckt (keine Abdeckung bei demweéndung von 254 nm). Die Belichtung bei der
entsprechenden Wellenlénge erfolgt wie in Abb. 8rigegeben. Im Anschluss werden die Aliquots in
einem 1,5 ml Reaktionsgefdss vereinigt und durctimis Zur Reaktionskontrolle auf einem
analytischen Gel wird 1/10 des Ansatzes entnommenpuzipitiert (3.2.1.). Der Hauptteil der Probe
wird auf zwei Reaktionsgefasse aufgeteilt, prampitund gewaschen. Die in dgbl geldsten
Prazipitate werden in einem Reaktionsgefass wieeginigt und erneut prazipitiert und gewaschen.
Zur Analyse der Crosslinkreaktion werden die Sedimen Harnstoffprobenpuffer geldst, und nach
einer Denaturierung auf ein 7 % PAA-Gel (2@0x 0,1 cm) aufgetragen. Die Elektrophorese wird so
lange durchgefiihrt, bis XCFF den unteren Gelrangiat hat. Durch Autoradiographie (3.1.3.1.) des
mit Haushaltsfolie abgedeckten Gels kénnen die €lirds lokalisiert werden. Mit einem sterilen
Skalpell werden die Crosslink-Produkt- und Edukti@en ausgeschnitten und in sterile 1,5 ml
ReaktionsgefalRe tberfuhrt, in denen die RNA-Elutibmchgefiihrt wird (3.1.4.2.). Aufgrund der
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GrolRe der ausgeschnittenen Gelsticke, kann eshmitunter notig sein, 2800 ml Elutionspuffer
zu verwenden oder die Gelstlicke auf mehrere Rewlgafalie zu verteilen.

Die isolierten und aufgereinigten RNAs werden dann Identifizierung der Vernetzungsstellen in
Primer-Extension-Reaktionen (3.5.3.) eingesetzt.

3.10.5. RNA-Ligation durch T4 DNA-Ligase

Sollen RNA-Molekile intra- oder intermolekular kgt werden, stehen hierfir mit der
T4 RNA-Ligase und der T4 DNA-Ligase zwei Enzyme ¥erfigung. Beiden ist gemein, dass sie in
einer ATP-abhé&ngigen Reaktion ein 3’-Donor-Molekidlches ein 5’-Monophosphat besitzt, und ein
5’-Acceptor-Molekil, das eine freie 3'-Hydroxy-Gneg tragt, zu einer 3'-5’-Phosphodiesterbindung
ligieren. Fur die T4 RNA-Ligase mussen die beidarbsirate um die Verbindungsstelle herum
einzelstréngig vorliegen. Die T4 DNA-Ligase hingegerbindet nur doppelstrangige DNA-Substrate
und DNA/RNA-Hybride. Diese Eigenschaft kann fur esilmbhere Ligationsspezifitdt ausgenutzt
werden, indem ein sequenzspezifisches komplement®BA-Oligonukleotid die beiden zu
verbindenden RNA-Enden tberbrickt. Es werden miiteHlieses ,Splint“-Oligonukleotids folglich
nur die durch den Primer selektierten RNA-Enderetig Durch Variation der Splint-Konzentration
kann zusatzlich die Ligation zwischen Zyklisierufrgedrige Konz.) und intermolekularer Ligation
(hohe Konz.) gesteuert werden.

Auch durch den Einsatz eines sog. ,Disruptors” kame Cyclisierung favorisiert werden. Dieser
zusatzliche Primer wird fUr interne ausgepragteugdirstrukturen konzipiert, und erleichtert durch
seine Hybridisierung an diese Stellen die bessasai@imenfiihrung der Molekilenden fir die Splint-
Ligation.

Hybridisierung des Splint-Oligonukleotides
fur eine intramolekulare Ligation (Zyklisierung)

Reaktionsansatz (3QQ) Endkonzentratic
60-100 pmol RNA 0,2-0,33uM
(5’-Monophosphat; 3'-OH)
30 ul 10x Hybridisierungspuffer | 1x

6 ul Splint-Oligonukleotid (1QuM) | 0,2 uM
ddH,0O ad 300ul

Der Hybridisierungsansatz wird fur zwei Minuten @0 °C inkubiert und dann langsam auf
Raumtemperatur abgekihlt. Es wird prazipitiert, dad Sediment zu folgendem Ansatz komplettiert:
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RNA-Zyklisierung durch Splint-Ligation mit T4 DNA-L igase

Reaktionsansatz (14) Endkonzentration
Prazipitat des Hybridisierungsansatzes

1,5ul 10x T4 DNA-Ligase-Puffer 1x

1,5ul PEG 4000 (50 % (w/v)) 5 % (w/v)

1l ATP (10 mM) 0,66 mM

4 ul T4 DNA-Ligase (5Ujl) 1,33 U/l

ddH,O ad 15ul

Der Ligationsansatz wird 2 Stunden bei 37 °C odmar(Nacht im Ligationsbad (14 °C) inkubiert.
Danach wird prazipitiert und das Sediment auf evif&el aufgetragen. Soll mit der ligierten RNA
eine Primer-Extension-Analyse durchgefuhrt werdenss das evtl. stdrende Oligonukleotid allerding
zuvor durch DNase | (30 min; 37 °C; RNase-frei) ilojgsiert werden. Im Anschlul3 wird
phenolysiert, prazipitiert und das Sediment inieémer-Extension-Reaktion eingesetzt.

10x Hybridisierungspuffer

EndkonzentrationVolumen/ 1 ml
Tris-HCI (1 M ; pH 7,5) 100 mM 100ul
NacCl (5 M) 1M 200ul
NaEDTA (0,5 M) 1 mM 2ul
ddH,0 ad 151l

Fir eine RNA-Ligation mit T4 RNA-Ligase wird folgdar Ansatz verwendet:

RNA-Zyklisierung durch Splint-Ligation mit T4 RNA-L igase

Reaktionsansatz (2d) Endkonzentration
60-100 pmol RNA 3-5uM
(5’-Monophosphat; 3'-Hydroxyl)

2 ul 10x T4 RNA-Ligase-Puffer 1x

1pl ATP (10 mM) 0,5 mM

1 ul T4 RNA-Ligase (10 U4l) 0,5 U/ul

ddH,0 ad 20ul

Der Ansatz wird Gber Nacht bei 14 °C inkubiert, pbigsiert und prazipitiert.
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3.11. Analyse von Nukleinsaure-Modifikationen
3.11.1. Enzymatische Totalhydrolyse von RNA

Zur Analyse der Nukleotid-Zusammensetzung von RNl wiese durch Hydrolyse vollstandig in die
Nukleotide zerlegt. Fur eine enzymatische Hydroligeeben sich hierfir mehrere Moglichkeiten.
Durch Nuklease P1 erhalt man Nukleoside mit eineiMdnophosphat (pN). Ein Gemisch aus RNase
T2 und RNase A hydrolysiert RNA zu 3'-Nukleosid-Maphosphaten (Np), wobei RNase T2
sequenzunabhéngig aktiv ist, wahrend RNase A nampinspezifisch hydrolysiert.

In dieser Arbeit wurde ausschliesslich ein Gemiggh RNase T2 und RNase A zur Erzeugung von
3’-Nukleosid-Monophosphaten verwendet. Die zu wsuehenden RNAs werden radioaktiv markiert
(3.4.4.) in die Hydrolyse eingesetzt.

Enzymatische Totalhydrolyse von RNA

Reaktionsansatz (1) Endkonzentration
7 ul Transkript (1-5x 10" cpm) 1000- 5000 cpnpl
2 ul NH40Ac (50 mM, pH 4,5) 10 mM

1 pl Enzym-Mix (50 mUll RNase T2]5 mUMul RNase T2
O0g/ul RNase A) |0,1ug/ul RNase A

Der Ansatz wird bei 37 °C fir 4 Stunden inkubiendum Anschluss im Exsikkator eingetrocknet.
Das Reaktionsgemisch wird durch Lésendmul 3’-Nukleosid-Monophosphat-Losung (Ap, Cp, Gp,
Up; je 2,5ug/ pl) fur die Dunnschichtchromatographie (3.11.2.)baeitet. Die zugegebenen nicht
radioaktiv markierten Nps dienen hierbei als inéer8tandard.

3.11.2. Dunnschichtchromatographie

Zur Analyse von RNA-Totalhydrolysaten (3.11.1.) dvirdie aufsteigende zweidimensionale
Dunnschichtchromatographie verwendet. Sie wird @eflulose- oder Polyethylenimin-Cellulose-
Platten (PEI-Cellulose) ausgefuhrt. Die Chromatpli@ mit Cellulose (Macherey Nagel; CEL 300)
ist die Methode der Wabhl fiir Basen, Nukleoside iukleotid-Monophosphate wohingegen die
Chromatographie mit Anionenaustauscher-Schichtermcfidrey Nagel;, CEL 300 PEI) fur die
Auftrennung von Nukleotid-Mono- Di- und Triphospaatbevorzugt wird.

Die Probe wird mit einer Mikropipette in 1ul Porien punktférmig auf eine Platte (@0 cm) 1,5
cm vom unteren und linken Rand entfernt aufgetragém einen zu grof3en Auftragungsfleck zu
vermeiden, wird bei Cellulose-Platten zwischen darzelnen Portionen mit einem Fon getrocknet.
Bei PEI-Cellulose ist dies nicht nétig, da hier dleobe durch den Anionenaustauscher auf einen
kleinen Punkt konzentriert bleibt. Nach der Auftilag muss das Losungsmittel restlos verdampft
sein, bevor die Platte in die Chromatographie-Kamgestellt werden kann.
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Die Chromatographie wird in einem rechteckigen @Gials durchgefuhrt, der bis zur Hohe von 0,8 cm
mit dem entsprechenden Laufmittel befullt wird. @me Luftsattigung der Kammer mit dem Solvenz
zu erhalten, wird der Tank vorher zusatzlich an\d&mden mit Filterpapier ausgekleidet.

Die Cellulose-Platten werden in der 1. Dimensiont rhaufmittel A entwickelt, bis die
Lésungsmittelfront die Oberkante der Platte ertelcit. Die Platte wird im Abzug getrocknet, bevor
sie in der zweiten Dimension mit Laufmittel B entkelt wird. Auch hier wird die Auftrennung
beendet, wenn die Laufmittelfront den oberen Riastied erreicht hat. Die Platte wird getrocknet, mit
Haushaltsfolie abgedeckt, und autoradiographiei. pots des internen Standards werden durch
Fluoreszenz bei 254 nm sichtbar gemacht und auPtiéte markiert. Durch Vergleich des internen
Standards mit dem Autoradiogramm konnen die vieuptaukleotide identifiziert werden und
ausgehend von ihrer Lokalisation Modifizierungedener Nukleotide identifiziert werden.

Laufmittel A Laufmittel B
Volumen/ 100 ml Volumen/ 100 ml
Isobuttersaure57,7 ml Isopropanol| 70 mi
Konz. NH; 3,8 ml Konz. HCI | 15 ml
ddH,0 38,5 ml ddH,0 15 ml

3.11.3. Nachweis von Thioketonen und Thiolen

Das Vorhandensein von Thioketonen und Thiolenwat&tionelle Gruppen in organischen Molekiilen
kann durch einen einfachen Test nachgewiesen wéFiggl, 1960). Die eigentlich langsame Redox-
Reaktion: 2 Nahl+ J > 2 NaJ+3 N wird sowohl durch anorganische Sulfide, Thiogelfand
Thiocyanate als auch durch organische Verbindungke, Thioketone und Thiole enthalten,
katalysiert. Die spontane Bildung von gasférmigemdient hierbei als Nachweis der genannten
Verbindungen und Gruppen. In dieser Arbeit wurdeéhdiesem Test der Nachweis fiiCIP und
s'UTP sowie der Einbau von GMPS in Transkripte (3)4uhd dessen Modifizierung mit APA-Br
(3.10.3.) dokumentiert.

In eine 1,5 ml Messkivette werden 2Q0 der lod-Azid-L6ésung vorgelegt. Ein Aliquot der zu
untersuchenden Probe wird in die Mitte des Kuvéitbelens pipettiert und die Losung auf die Bildung
von N,-Gasblaschen beobachtet und evtl. photographiskindentiert.

lod-Azid-Lésung

Menge/ 1,5 ml
NaN; | 1 Spatelspitze (EtOH; 50 %)
I, Koérnchen element; |

Da die Ldsung bei langerer Lagerung ihre Reaktivigtliert, empfiehlt es sich fir eine schnelle
Durchfiihrung des Nachweises kleine Volumina derAati-L6sung frisch anzusetzen. Zu 1,5 ml 50
% (v/v) EtOH wird eine Spatelspitze Naegeben, von der trotz kraftigen Mischens ein lirgger

Teil am Boden verbleibt. Im Anschluss werden eirkggnchen elementares lod zugegeben, so dass
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sich nach erneutem kraftigem Mischen eine oranpgifarLosung ergibt. Die Farbung der Ldsung
durch das lod sollte aber nicht zu intensiv seindass mdgliche feine Gasblasen bei der Durchsicht

zu erkennen sind.

3.12. Prozessierung von pre-tRNA durch RNase P RNA

RNase P ist ein Enzym, welches an der Reifung vaorladfer-tRNA (pre-tRNA) durch
endonukleolytische Abspaltung der 5'-Flanke befeiist. Als in transagierendes Ribozym ist
bakterielle RNas®-RNA unter bestimmten Salzbedingungenvitro katalytisch aktiv (Guerrier—
Takadaet al, 1983), wobei diese Reaktion stark von mono- divdlenten Kationen (NH, Mg®")
abhéangig ist.

Zur Untersuchung der 5’-Prozessierung von pre-tRIddsProchlorococcus marinusn homologen
System wird als Substrat pre-tRNA ausP. marinusverwendet. Zur Bestimmung des jeweiligen
Substratumsatzes kommanvitro synthetisierte pre-tRNA-Spezies (3.4.3.) zum Einsatz , die sich
lediglich am 3’-Ende voneinander unterscheiden-{BfdAacca, pre-tRNAc, pre-tRNAcc bzw. pre-
tRNAcch).

Zur Bestimmung des Substratumsatzes wird das Sutbswdukt-Verhaltnis nach einem Aktivitatstest
am Phospholmager aus dem Autoradiogramm ermittelt.

3.12.1.In vitro Prozessierung von pre-tRNA durch RNase P RNA

Zur Untersuchung dein vitro 5'-Prozessierung von pre-tRNA durch P. marinusRNase P RNA
wird der jeweilige zeitabh&ngige Substratumsatzifest. Um den Einfluss des 3'-CCA-Endes auf
die Prozessierung zu ermitteln, werden Substratgléechen tRNA eingesetzt, die sich lediglich am
3’-Ende voneinander unterscheiden (pre-tRN&, pre-tRNAc, pre-tRNAcc bzw. pre-tRNAca).
Die moglichen Unterschiede der Substratumsétze @siomit in einen direkten Zusammenhang mit
dem Vorhandensein der einzelnen Nukleotide desCGA-Endes gebracht werden.

In vitro Prozessierung von pre-tRNA durch RNase P RNA

Reaktionsansatz (5d) Endkonzentration
5 pl RNase P RNA 6,25-25M
10,7 ul pre-tRNA 0,2-6,4uM

1 pl pre-tRNA (100 000 cprmdl) 2000 cpmiul
33,3l Puffer P2 (1,%) 1x

Von der RNase P RNA wird eine AGtammldsung (250 nM) hergestellt, von der ausgelsie
benttigten Verdinnungen hergestellt werden. Derkftweansatz wird bis auf das Ribozym
komplettiert und bei 37°C fur zwei Minuten vorinkali. Von der RNase P RNA wird eine X0
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Lésung der gewiinschten Konzentration hergestelit diese ebenfalls fiir 2 Minuten bei 37 °C
inkubiert. Dann erfolgt durch Zugabe von8 der Ribozym-Losung der sekundengenaue Start der
Reaktion, die bei 37 °C fur 0-10 min inkubiert wiitu den jeweiligen Zeiten wird je ein Aliquot (10
pl) entnommen und in ein neues Reaktionsgefal? tesfin dem 40yl EDTA-L6sung (50 mM)
zum sofortigen Reaktionsstop vorgelegt wurden. &iesird bis auf weiteres auf Eis gestellt. Nach
Entnahme aller Zeitwerte werden diese prazipi{@2.1.).

Das getrocknete Sediment wird in fiDHarnstoffpuffer aufgenommen und nach Hitzedenatung
(94 °C, 2min) zur Analyse auf ein 1% PAA-Gel (GelmalRe: 28 20 x 0,04cm) aufgetragen (3.1.2.).
Die Elektrophorese wird solange durchgefuhrt, biBBL cm vom unteren Gelrand entfernt ist. Die
Reaktionsprodukte werden auf einem Rdntgenfilm dderhosphorimager sichtbar gemacht und
quantifiziert (3.13.1.).

1x Puffer P2

EndkonzentrationMenge/ 10 ml
Tris-HCI (1 M;pH 8,0)| 50 mM 0,5 mi
NH,CI (4 M) 3M 7,5 ml
MgCl, (2 M) 250 mM 1,25 ml
ddH,O ad 10 ml

3.13. Bestimmung enzymkinetischer Parameter
3.13.1. Quantifizierung von Autoradiographien

Mit dem Phosphorlmager ist es moglich, Banden egsradiogrammes zu quantifizieren. Anstelle
eines Rontgenfilmes wird eine Platte (screen) ddietradioaktiv markierten Molekule belichtet. Der
screen ist mit BaFBr:Eu-Kristallen beschichtet, digch die Strahlung in einen angeregten stabilen
Zustand gebracht werden (E& Eu"). Nach der Exposition werden die Kristalle durdnee
Laserstrahl abgetastet und in einen energetiscteriih aber instabilen Zustand (Ew> EU*)
angeregt. Die Elektronen fallen unter messbarehtemission in ihren Grundzustand fEw> Eu)
zurlick. Die Methode ist 10-100 mal empfindliches alie Verwendung von Rdntgenfilmen.
Zusatzlich ist das System weniger schnell gesattigtdass sich ein sehr viel grésserer linearer
Signalbereich ergibt, der zur Quantifizierung begseignet ist als der von Rontgenfilmen.

Zur Quantifizierung einzelner Banden in benachlmaB8puren werden diese getrennt mit identischen
Messbereichen abgedeckt (Kreise; Rechtecke) un8igialintensitaten dieser Flachen gemessen und
miteinander verglichen.

Zur Messung mehrerer Banden in einer Spur (z.B.Rvekzessierungs-Kinetiken) werden mehrere
Geraden gelegt, die jeweils alle Banden der betnelifn Spur schneiden. Die Intensitéat der einzelnen
Banden wird automatisch fir jede Gerade ermittael quantifiziert (%] bezogen auf die von der
Geraden gemessenen Gesamt-Intensitat).
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3.13.2. Bestimmung der kinetischen Parameter {{ und Vnax von RNase P RNA

Fir die Bestimmung der Michaelis-Menten-Konstamtg)(der Prozessierung von pre-tRNAs durch
RNase P RNA (3.12.1.), werden bei gleicher Enzyrzkoiration von 4 verschiedenen
Substratkonzentrationen je 5 Zeitwerte der Reakdimalysiert.

Mit der in 3.13.1. beschriebenen Quantifizierung &Reaktionsgemisches am Phosphorimager wird
der absolute Umsatz (%) aus den Werten fir Edukbddkt und Flanke ermittelt. Bei einer
Auftragung gegen die Zeit ergibt sich eine hypedoble Kurve fir jede Konzentration. Aus dem
absoluten Umsatz berechnen sich weitere GroRemijdike Ky — Bestimmung nétig sind

Zur Bestimmung der K wird die doppeltreziproke Auftragung der Michaddlenten-Gleichung
verwendet. Bei dieser sogenannten Lineweaver-Burkrdgung wird 1/S gegen 1/V aufgetragen.
Man erhalt fir jeden Zeitwert eine Gerade mit deidhing Ku/Vmax , die bei 1/ Vax die Ordinate und
bei —1/Ky die Abszisse schneidet. Somit lasst sighd€hr leicht bestimmen.

Wird jeder Zeitwert am Phosphorimager mehrfach essen, werden in die Lineweaver-Burk-
Auftragung alle berechneten Werte eingezeichnet einé lineare Ausgleichsgerade 1. Ordnung
berechnet (Y = ¥+ a X). Aus ihren Parametern lasst sich sorgitderechnen.

Zur Absicherung der ermittelten Werte, werden fédgs Substrat 3-4 identische Kinetiken
durchgefiihrt, so dass der endgiltig bestimmteWert eine Mittelung aus mehreren getrennten
Datensatzen ist.

Zur K y-Bestimmung bendtigte Parameter

Grosse Einheit | Berechnung
Absoluter Umsatz [%0] (Produkt + Flanke) /( EdukProdukt + Flanke)
(Die Werte entstammen d. Quantifizierung

der entsprechenden Banden)
Substratumsatz [nM] Absol. Umsatz fdpubstratkonz. [nM]
Geschwindigkeit V [nM/min] Substratumsatz [nM] / Zeit[min]

Reziproke Geschwindigkeit L/Mmin/nM] | 1 / Geschwindigkeit [nM/min]
Reziproke Substratkonz. 1/S [1/nM] 1/ Substratkdni¥]

3.14. Modelling von RNA mit dem Programm ERNA-3D

In dieser Arbeit sollte die RNase P RNA &ismarinusdreidimensional modelliert werden.

Dies ist mit dem Computer-Programm ERNA-3D mogliktit ihm lassen sich groRe Makromolektile
aus DNA, RNA und Aminoséauren dreidimensional madeth.

Die technischen Vorraussetzungen sind Grafikrechwen Silicon Graphics, auf denen das
Betriebssystem IRIX 5.1 (und neuere Varianten)ailfistt ist. Die praktische Arbeit wird durch die
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Verwendung einer sog. Shutter-Brille mit Infraranier erleichtert. Mit ihrer Hilfe kann das
Molekil dreidimensional am Monitor betrachtet unddalliert werden.

Mit ERNA-3D ist es moglich eine Fulle von RNA-Doppelices mit komplizierten Strukturen wie
Pseudoknoten, innere Schleifeimtérnal Loop$, Bulgesund HaarnadelschleiferH&irpin Loop9
aufzubauen. Fir den Aufbau wird eine Strukturda@insdatei benétigt, die Informationen tber die
Primarsequenz und Sekundarstruktur des MolekilsaéntDas Programm Ubersetzt die Atome in
raumliche atomare Koordinaten und baut anschlie@antielikalen Strukturen auf. ERNA-3D besitzt
die Fahigkeit, Molekilteile in einer dynamischen dumealistischen Weise zu modifizieren.
Einzelstrdnge kdnnen mit Hilfe der Computermausaogen und in eine ,natirliche* Form gebracht
werden. Hierflr besitzt das Programm den sog. Kg#taslationsalgorithmus, der die Rotationen von
molekularen Gruppen um Einzelbindungen entlangRigskgrades in Echtzeit simuliert, so dass die
Kette wie ein natirliches Molekul geformt werdemRkaWird z. B eine Doppelhelix gezogen, dann
folgen die mit ihr verbundenen Strange der Beweghiog Hand lassen sich folglich einzelne Atome,
Einzelstrange und Helices translatieren und ratiglnés die gewtinschte dreidimensionale Ausrichtung
erreicht ist. So ist es moglich, die gewiinschtenléhe Struktur des Gesamtmolekiils nach und nach
manuell zu modellieren.

Zur leichteren Arbeit an grof3en und damit untbétichen Makromolekilen besitzt das Programm
weitere Funktionen, die hier aber nicht ndher ¢gliwerden konnen.

Eines der Ein-und Ausgabeformate von ERNA-3D sindb-pateien, mit denen in vielen
Visualisierungsprogrammen gearbeitet werden kann.
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4. Ergebnisse

4.1. Konstruktion von tRNA*" ¢, T7-Transkriptionsklonen
4.1.1. Konstruktion von pre-tRNA*® ¢y T7-Transkriptionsklonen

Die RNase P-codierende Region des Cyanobaktefuma&rinusenthalt au3er demmp B-Gen neben
einem offenen Leserahmen und mehrdremerted Repeatstrangaufwarts noch das fir eine Arginin-
tRNA (tRNA*9.) codierende GetrnR in entgegengesetzter Orientierung (Hetsal, 1998). Diese
Genanordnung steht dem Arrangement in den Plastide. paradoxaund P. purpureandher als
dem anderer Cyanobakterien (Baatal, 1996; Reith und Munholland, 1993). In Ubereimstiung
mit tRNA-Genen von Cyanobakterien und Plastidendias 3'-CCA-Ende nicht codiert. Konse-
guenterweise besitzt die RNaBBe&RNA kein 5'-GGU-3'-Bindungsmotiv fur 3'-CCA-EndeDa die
RNase P RNA dennoch katalytisch aktiv ist (Hessl, 1998) sollte dién vitro Prozessierung im
homologenP. marinusSystem mit tRNA“cc, untersucht werden. Zu diesem Zweck sollten T7-
Transkriptionsklone der tRNMc.c, hergestellt werden, die durch Enzymvariation beir d
Restriktionshydrolyse der Plasmide nach einer dieffdnden T7-Transkription unterschiedliche 3'-
Enden der resultierenden Transkripte aufweisen.

Ausgehend von 10 ng Plasmid pPmarE2.4 wurde tdd®-Gen durch PCR miPfu-Polymerase
(3.3.3.) mit den Primern EcoT7Pmr und Pmr3-1 arnzpdift.

EcoT7Pmr verfugt neben einBicoRI Restriktionsschnittstelle zur Klonierung, audbeti einen T7
RNA-Polymerase Promotor, der direkt vor dem 5'-Enide tRNA-Flanke insertiert wird und unter
dessen Kontrolle somit dasnR-Gen gestellt ist. Da die codierende Region bereiis drei
Guanosinen beginnt, mussten keine zusétzlichen @i zur besseren Transkriptions-Initiierung
zwischen T7-Promotor und der codierenden Regiogedirt werden.

Pmr3-1 besitzt neben einBamHI-Schnittstelle zur Klonierung zuséatzliche Erkengasequenzen fur
Hga I, Fok | und Bst NI. Sie ermdglichen eine spéatere Linearisierung @mnskriptionsklons und
somit eine nachfolgende run-off-Transkription. Dhudcinearisierung mitHga | erhalt man bei der
Transkription die pre-tRNA ohne 3'-CCA-Ende (preNRacca). Plasmidhydrolyse mitFok |
resultiert in einem 3’-CC-Ende des Transkripte2{{RNAcc). Eine Linearisierung miBst NI fuhrt

zu einem vollstéandigen 3'-CCA-Ende (pre-tRi&) desin vitro-Transkriptes.

Um pre-tRNA Transkripte mit einem 3'-C-Ende (préNiRc) zu erhalten, wurde eine weitere PCR-
Reaktion mit den Oligonukleotiden EcoT7Pmr und P&wd@urchgefuhrt.

Pmr3-2 verfugt Gber die gleichen Erkennungssequenie Pmr3-1 bis auf den Unterschied, dass ein
Nukleotid zwischen den Erkennungsstellen gea | und Fok | fehlt (Abb. 4-1). Dadurch ist die
hydrolytische Spaltung durchok | um ein Nukleotidupstreamverschoben und resultiert in der
anschliessenden Transkription in pre-tRNA
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Die beiden PCR-Anséatze wurden anschlieBend BudbRI und BamHI hydrolysiert, Gber ein
Agarosegel aufgereinigt (3.1.1.) und direkt zurdtign mit T4-DNA-Ligase eingesetzt.

Nach der gerichteten Ligation (3.6.4.) des jeweitig-ragmentes Uber die Restriktionsschnittstellen
EcoRI und BamHI in pUC19 wurden die Plasmide in elektrokompegeBt coli JM 109-Zellen
transformiert (3.6.6.2.). In Plattenkultur (3.7.2Wurden Gber Ampicillinresistenz undix-
Komplementierung jeweils 20 Klone vorselektiert,e ddurch Kolonie-PCR (3.3.3.) mit den
Oligonukleotiden EcoT7Pmr und Pmr3-1 bzw. Pmr3-2das klonierte Insert hin untersucht wurden.
Positiv identifizierte Klone wurden sequenziert5(3.). Die Plasmide mit der korrekten Sequenz
(Abb. 4-1) wurden als pPmtRNAArgl und pPmtRNAArg8zbichnet, die DNA in praparativem
Mafistab isoliert (3.2.4.2.), Glycerinkulturen amgglund die Plasmide durch Restriktionshydrolyse
mit Hga |, Fok | undBstNI (3.4.2.) zur praparativen vitro T7-Transkription (3.4.3.) vorbereitet. Mit
pPmtRNAArgl lassen sich folglich die TranskripteeRNAxcca, pre-tRNAcc und pre-tRNAca
synthetisieren. Der Transkriptionsklon pPmtRNAArdent zur Herstellung der Transkripte pre-
tRNAAcca, pre-tRNAc und pre-tRNAca.

Eco R [HERHONONON

glaat t c_gggaat cct t ccagt GBGGCTGTAGCTCAGTAGGATA
1 - oo mmmmmmm e c el S S + 60

ctt aa|g_ccct t aggaaggt caCCCCGACATCGAGTCATCCTAT

Hoa | [l Bst N
GA@GACCIEWTTCCFAMCCGTACETCGFCIISTTCGAATCCCECA&CCCCCCAQQQCQ
6l --------- o oo N O — N ---+ 120

CTCGCTGCCAAAGGATTTGECATCCAGCACCCAAGCT TAGEECGEGET CI:‘-,C‘-,(?,C‘-,CIC-‘I.GI'I'l cccge
Banm Hi

i S —— — 134

Abb. 4-1. Konstruktion und Sequenz der Transkriptionsklone pPmtRNAArgl und
pPMtRNAArg2

Gezeigt ist die in pUC19 insertierte Sequenz mit Bekennungs- und Schnittstellen fEico RI (griin),BamHI
(grin), Hga | (Cyan), Fok | (blau) undBst NI (gelb). Der T7-Promotor (rot), das in pPmtRNARr nicht
vorhandene Nukleotid (rot) sowie die daraus remtdtide verschoberteok I-Schnittstelle (rot) sind ebenfalls
gekennzeichnet. Die 5'-Flanke ist durch Kleinbuabsh gezeigt.

4.1.2. Konstruktion von mat-tRNA*? ey T7-Transkriptionsklonen

Ausgehend von den Transkriptionsklonen pPmtRNAArgdl pPmtRNAArg2 fiir die pre-tRNAcy
wurden Transkriptionsplasmide fir die reifen tRNAsrstellt, welche die analogen
Variationsmoglichkeiten am 3’-Ende der tRNA aufvesis
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Die Deletion der 5'-Flanke der tRNAs wurde mit dédligodesoxynukleotid-vermittelten
bidirektionalen Mutagenese nach Standardvorschi@f3.4.) mit den Startsequenzen Pmrmat
(5’-phosphoryliert) und PmrT72 erreicht und durag&enzierung (3.5.2.) bestatigt. Mit dem Plasmid
pPmMtRNAArgl fur die pre-tRNA wurde das Plasmid pRMAArg3 gewonnen, mit dem sich die
Transkripte fir mat-tRNAcca, mat-tRNAcc und mat-tRNAca synthetisieren lassen. Die
Verwendung von pPmtRNAArg2 fuhrt zu dem Transkdpsklon pPmtRNAArg4, mit dem sich die
Transkripte fur mat-tRNAcca, mat-tRNA: und mat-tRNAca synthetisieren lassen. pPmtRNAArg3
und pPmtRNAArg4 (Abb. 4-2) besitzen folglich amBide des tRNA-Gens die selbe Anordnung der
RestriktionsschnittstellerHga I, Fok I, BstNI) wie ihre jeweiligen Ausgangsplasmide. Von dierk.

coli IM109-Zellen transformierten Transkriptionsplasaenid3.6.6.) wurden Glycerinkulturen angelegt
(3.2.4.1), die DNA in praparitvem Malstab isdlie(3.2.4.2.) und nach entsprechenden
Restriktionshydrolysen (3.4.2.) in vitro T7-Transkriptionen (3.4.3.) eingesetzt.

Elco R T7-Pronotor
gaattc e HEEHEE GCCCCT GTAGCT CAGT AGGATAGAGCGACGGT TTCCT
1 ---= S oo oo - - oo oo - B [ R + 60

chiaa oA EEGIEENEN OCCOGACAT CGAGT CATCCTATCTCGCTGOCAAAGEA

Hoa || I Bst N Ban HI
|

| I I
AAACCGTAGGT CGT GGGT TCGAATCCOGCCAGCCCCECCAggge gt cElllllllogatce
61 --------- [ S — [ S +--'-\-"§ﬁ% --------- +----&\g|-+ 120

TTTGGCAT OCAGCACOCAAGCT TAGEG0BGT CRR0RL GaTe ceg e g IIECHaG

Abb. 4-2: Konstruktion und Sequenz der Transkriptionsklone pPmtRNAArg3 und
pPmMtRNAArg4

Gezeigt ist die in pUC19 insertierte Sequenz mit Bekennungs- und Schnittstellen fEico RI (grin),BamHI
(grin), Hga | (Cyan), Fok | (blau) undBst NI (gelb). Der T7-Promotor (rot), das in pPmtRNAr nicht
vorhandene Nukleotid (rot) sowie die daraus remtdtide verschoberteok I-Schnittstelle (rot) sind ebenfalls
gekennzeichnet.

4.1.3. Sequenzanalyse des Transkriptionsklons pPmT7k

Der fir diese Arbeit essentielle TranskriptionsklpRmT7k (Gimple, 1999), der das Gen fir die
P. marinusRNase P RNA tragt (Abb. 4-3), wurde einer Sequealyge (3.5.2.) unterzogen und die
DNA im préparativen Mal3stab isoliert (3.2.4.2.).
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Eco R [EEESHSESH

glaat I GGGAAAGCAGGAGAGGT GATCGCAATCGAGATTTATC
- T—— - - - [ Fommmaaeaa [ - Femmmmeaaa I + 60

ctt aalg_CCCTTTCGTCCTCTCOACTACDGTTACI:TCTAAATAG

GCGI TTCCGCAATAAACTCTCGGT TGAGGAAAGT CCGEGCTCCCAGATGGTCCAACTTGEC
61 --------- B R [ R E R B TS —— Fom e oo - + 120
CGCAAAGGCGTI TATTTGAGAGCCAACT CCTTTCAGGCCCGAGGGT CTACCAGGTTGAACG

TGGGTAACT COCAGT GOGGGT GACCGT GAGGATAGT GCCACAGAAACACACCGOCGATGT
121 --emmen-- SR Foceeans b O P + 180

ACCCATTGAGEGT CACGCCCACTGECACTCCTATCACGGTGTCTTTGT GTGGECGECTACA

CTCATAGAGCACAGGCAAGGGT GCAAAGGT GOGGT AAGAGOGCACCAGCAGTATCGAGAG
181 -----cn-- toeeea P S I oo + 240

GAGTATCTCGIGTCCGTI TCCCACGT TTCCACGCCATTCTCGCGTGGTCGTCATAGCTCTC

GTACTGGCTTGGTAAACCCOGGT TGEGTGCAAGGCAAAGGT TTTAGGATGACCATTTTGC
241 --emon- T P Foeem e T + 300
CATGACOGAACCAT T TGGGEGOCAACCCACGT TCOGT TTCCAAAATCCTACT GGTAAAACG

CTATTTOCTATTTAAAGOCGCT CGAGGCT GT TGGAGACAACAGT COCAGATAGATGATCA
301 <----n--- PR, Foeeeas T PR, PR + 360
GATAAAGGATAAAT T TCGBCGAGCT CCGACAACCT CTGT TGTCAGGGTCTATCTACTAGT

COCACTAACCAAT TTTGGATAGT GAACAGAACCCGGCTTACTTCCTGCTTTCTTTCgaaa
361 --------- boeeos Foeeon s P e P + 420
GGGTGATTGGTTAAAACCTATCACT TGTCTTGGGOCGAAT GAAGGACGAAAGAAAGS t t

Ban HI
|
gcgt cggaticegc

421 ------& .- 433
cgcagEet aglgcg

Abb. 4-3: Konstruktion und Sequenz des Transkriptiomsklons pPmT7k
Gezeigt ist die in pUC19 insertierte Sequenz mit Hekennungs- und Schnittstellen fico RI (grin),BamHI
(griin) sowie der T7-Promotor (blau).

4.2. Prozessierung von tRNA® -, mit P. marinus RNase P RNA und
Bestimmung von Michaelis-Menten-Konstanten

Zur Untersuchung dein vitro 5-Prozessierung vo®. marinuspre-tRNA"9.cy, durch P. marinus
RNase P RNA im homologen System wurde der jewelgjgabhangige Substratumsatz bestimmt, da
sich aus ihm die Michaelis-Menten-Konstante,Kermitteln lasst. Diese Konstante ist fur jeden
Enzym-Substrat-Komplex, wie er sich bei der preARRrozessierung zwischen der RNase P RNA
und dem jeweilig eingesetzten Substrat ausbildie¢, iedividuelle Naturkonstante, die Aussagen uber
die Bildung, Starke und Dissoziation des Komplefiefert. Die Ky-Bestimmung erfolgte hier unter
einer steady-statd8edingung, bei der die Substratkonzentration seilet grofRer ist, als die
Enzymkonzentration ([S] >> [E]). Um den Einflusssd®-CCA-Endes auf die Prozessierung zu
ermitteln, wurden Substrate der gleichen tRNA esed, die sich lediglich am 3’-Ende voneinander
unterscheiden (pre-tRN@ca, pre-tRNAg, pre-tRNAcc bzw. pre-tRNAca).
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Die fur diese Kinetiken verwendeten RNAs wurdervitro mit Hilfe der T7-RNA-Polymerase von
den Transkriptionsplasmiden pPmtRNAArgl, pPmtRNAAhd pPmT7k synthetisiert (3.4.3.). Die
genaue Durchfiihrung der Kinetiken erfolgte dabed gie in 3.12.1. beschrieben ist. Die Ermittlung
der Ky-Werte erfolgte nach 3.13.2..

Als Ausgangsbedingung wurde eine RNase P RNA-Kanzeéon von 25 nM gewahlt, und von den
Substraten pre-tRNA (Abb. 4-6), pre-tRNAc (Abb. 4-8) und pre-tRNAca (Abb. 4-10) eine
Konzentrationsreihe von 50, 100, 200 und 400 nMyesetzt. Aus dem Reaktionsgemisch wurden
Aliquots nach 0, 5, 10, 15, 20 und 30 Minuten entrreen. Fur pre-tRNAcca (Abb. 4-4) hingegen
wurden die Konzentrationen 200, 400, 800 und 18@Cingesetzt und Reaktionsaliquots nach 2, 3,
4, 5 und 7 Minuten entnommen. Es zeigte sich, dassgetrennte Vorinkubation (2 min; 37 °C) von
Enzym und Substrat fiir eine reproduzierbare Gekheitiger Prozessierung unabdingbar ist.

Die erhaltenen Umsatzkurven zeigten ein schneltesidhen des Umsatz-Maximums bereits nach 10-
15 Minuten (pre-tRNA, pre-tRNAcc, pre-tRNAcca) bzw. 5-7 Minuten bei pre-tRN#ca. Zusatzlich
waren die hieraus ermittelten yKWerte um einiges groer als die eingesetzten
Substratkonzentrationen.

Da eine Ky-Bestimmung nur im linearen Anfangsbereich der Um&teigungskurve sinnvoll ist,
wurde die Konzentration der RNase P RNA im Folgendaf 6,25 nM reduziert und parallel die
Zeitpunkte der Aliquotentnahme auf 2, 3, 4 und 5nlén festgelegt. Zusatzlich wurden die
verwendeten Substratkonzentrationen erhdht auf 8800, 3200 und 6400 nM fir pre-tRNAADD.
4-7), pre-tRNAsc (Abb. 4-9) und pre-tRNAca (Abb. 4-11). Fur die sehr schnelle Prozessieruny v
pre-tRNAxcca (Abb. 4-5) war lediglich eine Reduzierung der RAIESRNA-Konzentration auf 6,25
nM und eine Anderung der Aliquotentnahme bei 2,3ind 5 Minuten notig.

Die Reaktionsprodukte wurden elektrophoretisch emwépnt (3.1.2.) und die Autoradiogramme
guantifiziert (3.13.1.). Aus dem ermittelten abseiuUmsatz wurde der Substratumsatz sowie die
Reaktionsgeschwindigkeit errechnet und doppeltrekipgegen die Substratkonzentration nach
Lineweaver-Burk aufgetragen (3.13.2.; Abb. 4-4 bA#-11).
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Umsatz [%]

1/V [min/nM]

A 50 nM 100 nM 200nM | 400nM  |pretRNAy,
0 5102030/5 10152030/5 10 152030|5 10 15 20 30| [min]
‘ pre-tRNA,
b: - - - ‘J mat-tRNA.,
D T T T T
s # 5'-Flanke
- -5 TP T TIT YT T - & = -
120 500
B C
100 /M__;_:‘;—_—_—_——ﬁ 400 - gV
801 ,W;/ %300— a
% N /
601 / 8 /
£ 200 o I e v
40 A *E ;T
3 100 4 VA o o
20 = /.7 o — o
—e— 50nM ” 0 é//./. —e— 50nM
o] oo M IR
—-—g— 400 nM -100 —-—g-—- 400 nM
0 5 16 1‘5 2‘0 2‘5 3‘0 35 6 5 1‘0 1‘5 2‘0 2‘5 36 35
Zeit [min] Zeit [min]

0,7
0,6 1
0,5
0,4
0,3 1
0,2
0,1 5 min
iy
—— min
0,0 1 —-—g-—=- 20 min
— =& —  30min
0,000 0,004 0,008 0,012 0,016 0,020 0,024

1/S [1/nM]

Abb. 4-4: Prozessierung von pre-tRNAca

bei niedrigen Substratkonzentrationen
Dargestellt ist die Prozessierung des Substrates zu
reifen tRNA durch 25 nMP. marinus RNase P
RNA (A). Die Reaktionszeiten (min) und
Substratkonzentrationen (nM) sind angegeben.
Aufgetragen ist der Umsatz (B), der Substratumsatz
(C) und die doppeltreziproke Auftragung nach
Lineweaver-Burk (D).
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1/V [min/nM]

A 300nM | 1600nM | 3200nM | 6400 nM _|pre-tRNA,
T 23 4|23 45[23 4 5|2 3 4 5]min]
pre-tRNA
mat-tRNA.,
5'-Flanke
_— e — - ol
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B v
1B o 600 - Cc e
16 - s
— s
14 1 P 4 = 500 - e
5 » v
124 "é 400 - _ - - ////
10 A -~ = - -
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8 *@’ 300 - yZ ///// °
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61 3 200 e o
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6400 nM —-=v-— 6400 nM
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2 3 4 5 2 3 4 5
Zeit [min] Zeit [min]
0,06
0.05 Abb. 4-5: Prozessierung von pre-tRNA&ca
' bei hohen Substratkonzentrationen
0,04 Dargestellt ist die Prozessierung des Substrates zu
reifen tRNA durch 6,25 nMP. marinusRNase P
0,03 1 RNA (A). Die Reaktionszeiten (min) und
Substratkonzentrationen (nM) sind angegeben.
0,02 1 Aufgetragen ist der Umsatz (B), der
: Substratumsatz (C) und die doppeltreziproke
0,01 | g;’/’g/ 4 éﬂ{ﬂ Auftragung nach Lineweaver-Burk (D).
B )
0,00 T T ; T T .
0,0000 0,0002 0,0004 0,0006 0,0008 0,0010 0,0012 0,0014

1/S [1/nM]
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Umsatz [%]
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Abb. 4-6: Prozessierung von pre-tRNA&c

bei niedrigen Substratkonzentrationen
Dargestellt ist die Prozessierung des Substrates
zur reifen tRNA durch 25 nNW?. marinusRNase P
RNA (A). Die Reaktionszeiten (min) und
Substratkonzentrationen (nM) sind angegeben.
Aufgetragen ist der Umsatz (B), der
Substratumsatz (C) und die doppeltreziproke
Auftragung nach Lineweaver-Burk (D).
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Umsatz [%]

1/V [min/nM]

A 800nM | 1600nM | 3200nM | 6400 nM |pre-tRNA
T 2 342345|2345|234 5|[min]
pre-tRNA.
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s e
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§ 400 1 P - ////
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v . Y °] iy 1
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—-=-—  5min

0,0003 0,0006 0,0009 0,0012 0,0015

Abb. 4-7. Prozessierung von pre-tRN&c

bei hohen Substratkonzentrationen

Dargestellt ist die Prozessierung des Substrates zu
reifen tRNA durch 6,25 nMP. marinusRNase P
RNA (A). Die Reaktionszeiten (min) und
Substratkonzentrationen (nM) sind angegeben.
Aufgetragen ist der Umsatz (B), der Substratumsatz
(C) und die doppeltreziproke Auftragung nach
Lineweaver-Burk (D).
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Umsatz [%]

1/V [min/nM]
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Abb. 4-8: Prozessierung von pre-tRNA bei
niedrigen Substratkonzentrationen

Dargestellt ist die Prozessierung des Substrates zu
reifen tRNA durch 25 nMP. marinusRNase P
RNA (A). Die Reaktionszeiten (min) und
Substratkonzentrationen (nM) sind angegeben.
Aufgetragen ist der Umsatz (B), der Substratumsatz
(C) und die doppeltreziproke Auftragung nach
Lineweaver-Burk (D).
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Abb. 4-10: Prozessierung von

pre-tRNAacca bei niedrigen Substrat-
konzentrationen

Dargestellt ist die Prozessierung des Substrates
zur reifen tRNA durch 25 nNP. marinusRNase

P RNA (A). Die Reaktionszeiten (min) und
Substratkonzentrationen (nM) sind angegeben.
Aufgetragen ist der Umsatz (B), der
Substratumsatz (C) und die doppeltreziproke
Auftragung nach Lineweaver-Burk (D).
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Abb. 4-11: Prozessierung von

pre-tRNAacca bei hohen Substratkonzen-
trationen

Dargestellt ist die Prozessierung des Substrates zu
reifen tRNA durch 6,25 nMP. marinusRNase P
RNA (A). Die Reaktionszeiten (min) und
Substratkonzentrationen (nM) sind angegeben.
Aufgetragen ist der Umsatz (B), der
Substratumsatz (C) und die doppeltreziproke
Auftragung nach Lineweaver-Burk (D).
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Fir jede Kinetik wurde fir die 2 Minuten Werte ddineweaver-Burk-Auftragung eine
Ausgleichsgerade bestimmt, mit deren Hilfe sichjdermilige Ky-Wert berechnen laf3t (3.13.2.). Aus
einem Datensatz von 3-4 Kinetiken fir jedes Subsitaden die lg-Werte gemittelt und zusatzlich
die Standardabweichung errechnet, welche unt&08sliegen sollte.

Fur den Enzym-Substrat-Komplex aBsmarinusRNase P RNA und pre-tRNca ergab sich eine
Kw von 825 nM +/- 140 nM (17 %). Fur pre-tRNAerechnete sich eingyd/on 19679 nM +/- 3435
nM (20,3 %). Bei pre-tRNAc als Substrat wurde eineyKvon 7132 nM +/- 914 nM (12,8 %)
bestimmt. Fir pre-tRNé&ca wurde ein K;-Wert von 6915 nM +/- 1359 nM (19,7 %) errechnetbbA
4-12 fasst die ermittelten Werte zusammen.

25000

22500
20000 4 Abb. 4-12: Michaelis-Menten-
e | Konstanten der pre-tRNA*®-Varianten
Aufgetragen sind die Michaelis-Menten-
1000 Konstanten (nM) von pre-tRN&ca (ACCA),
E 12500 pre-tRNAc (C), pre-tRNAcc (CC) und pre-
Z 10000 | tRNAcca (CCA) bei der Prozessierung durch
7500 4 P. marinus RNase P RNA. Zusatzlich
angegeben sind die jeweiligen
%0007 Standardabweichungen (nM; %) der ermittelten
2500 Ku-Werte.
0 i
ACCA C CcC CCA

EE ACCA 825 nM (+/- 140 nM; 17 %)
B C 19679 nM (+/- 3435 nM; 20,3 %)
mm CC 7132 nM (+/- 914 nM;12,8 %)
=1 CCA 6915 nM (+/- 1359 nM;19,7 %)

4.3. Crosslink-Experimente mitP. marinus s'U-RNase P RNA
4.3.1.1n vitro Transkription mit s “UTP

Um RNase P RNA kovalent mit der Substrat pre-tRMNAnetzen zu kénnen, kann dem praparativen
in vitro Transkriptionsansatz der RNase P RNA das photiisendlukleotid $UTP zugegeben
werden (Podar und Perlman, 1999; Pomeranz-KrumneAltman, 1999).

Das mitSnaBl linearisierte Plasmid pDW27, das fiar coliRNase P RNA (M1-RNA) codiert, sowie
mit Bam HI linearisiertes Plasmid pPmT7k, welches RirmarinusRNase P RNA codiert, wurden
jeweils in einem praparativen Transkriptionsansatgesetzt, in dem*dTP im molaren Verhéltnis
von 1:9 (SUTP:UTP) vorhanden war (3.4.6.). Das jeweilige Riemisprodukt (4J-M1-RNA; P.
marinuss’U-RNase P RNA) wurde aufgereinigt und in Crossl¥perimenten eingesetzt.

Um den 8UTP-Einbau quantitativ zu analysieren, wurBe marinus s'U-RNase P RNA einer
enzymatischen Totalhydrolyse unterzogen (3.11.19d udas Reaktionsgemisch in einer
zweidimensionalen  Dunnschichtchromatographie (2.11. analysiert (Abb. 4-13). Eine
Quantifizierung des Autoradiogramms ergab eine @ukien der statistisch mdglichen Positionen
durch UTP von 2,5 %.
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Eine direkte Quantifizierung defl$TP-Substitution iiber Absorptionsmessung bei 266 380 nm
(Favreet al, 1986) gelang hingegen nicht.

Um den 8UTP-Einbau qualitativ zu Uberpriffen, wurde der Spest nach Feigl (Feigl, 1960)
durchgefuhrt (Abb. 4-64).

Ap . .
.- Cp Abb. 4-13: Zweidimensionale Dunnschichtchromatograpie von
> s'U-RNase P RNA

Gp e L Gekennzeichnet ist der Auftragungspunkt (X) undAliérennungsrichtung

. der 1. und 2. Dimension. Die Spots der Nukleosidi48hophosphate (Ap,

"W Up . Cp, Gp, Up; Wp) sowie das 5'-Tri-3’-Monophosphat des Startnokldes
sind beschriftet.

1.Dimension

W pppGp

2. Dimension

4.3.2. Crosslink-Reaktion von 4J-M1-RNA

Zur Bestimmung der geeignetetu3 P-Crosslink-Bedingungen fiir das homold@gemarinusSystem
wurde zu Beginn auf die bereits publizierte Kombioa E. coli s'U-RNase P RNA/ pre-tRNA’
zuriickgegriffen (Pomeranz-Krummel und Altman, 1999jerfir wurde das miEok | linearisierte
Plasmid pSu3-wt, das fiE. coli pre-tRNAY" codiert, in einem praparativen Transkriptionsansat
eingesetzt (3.4.3.). Das Reaktionsprodukt wurdegexefnigt und in die folgenden Crosslink-
Experimenten eingesetzt.

Um die entsprechende Wellenlange fiir die CrosdRekktion und das Absorptionsmaximuli{,)
von $UTP zu bestimmen, wurde ein UV-Absorptionsspekteimes rNTP-Gemisches (ATP, CTP,
GTP, UTP, &UTP; je 1 mM) aufgenommen (Abb. 4-14). FdUSP wurde ein Absorptionsbereich
zwischen 300 und 370 nm mikn.x = 331 nm ermittelt, so dass sich die fur UV-Lampen
handelsiiblichen Wellenlangen von 312 und 366 nnTfosslink-Experimente mifld TP eignen.

"t

06 oo e e 2 Abb. 4-14: UV-Spektrum eines NTP/4JTP-
e\ L E"'u,,) § Gemisches in Wasser
. w2 \ } iy " ; Aufgetragen ist die Wellenlange (nm) gegen die
% i = %\ ‘r,«" : ; Absorption. 1Ana{NTP) = 257 nm; 2A,(s"UTP)
: : | \
0,0 |

220 240 ZéD 280 360 320 340 360 380 400 [nm]
Analog zur Literatur (Pomeranz-Krummel und Altma®99) wurdeE. coli s'U-RNase P RNA (100
nM) im Reaktionspuffer P1 (0,4 M NB®Ac, 10 mM HEPES, 10 mM Mg(OAg)5 % (v/v) Glycerin,

pH 7,5) renaturiert (2 min, 65°C) und langsam aafiRtemperatur abgekuhlt. Im Anschluss wurde
das Substrat mit pre-tRNA (60 nM; 80000cpm) zugegeben und der Ansatz bein®66ir 5-60 min
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auf Eis inkubiert. Nach elektrophoretischer Auftreng der Reaktionsprodukte auf einem 6 % PAA-
Gel zeigten sich neben den Edukten und den Prezesgis-Produkten auch spezifische Crosslink-
Komplexe (Abb. 4-15). Zusatzlich wurde deutlich,sslafiir E. coli s'U-RNase P RNA der
Renaturierungsschritt fir die Ausbildung von CrivdsKomplexen essentiell ist. Auch nach dem
Austausch von Mg(OAg) gegen Ca(OAg) (Bindungspuffer 2) wurde bei gleichzeitiger
Unterdriickung der Prozessierungsreaktion das s#iMuster der Komplex-Banden erhalten (Abb.
4-15). Bei beiden Pufferbedingungen betrug dienoplié Belichtungsdauer 60 min.

pre-tRNA™" pre-tRNA™"
Mg?* (10 mM) Cazt (10 mM) Puffer
+ + + + + + + - - + + + + + + + - - Renaturierung

5 10 20 30 40 50 60 60 - T 5 10 20 30 40 50 60 60 - T | Reaktion [min]

...

e e — -
e s e bl ‘-a

Crosslinks

- | ]

' pre-tRNA

e

HEEE B e

N =
111

Sosoeee 5'-Flanke

Abb. 4-15: Crosslink Reaktion vonE. coli s'U-RNase P RNA mit pre-tRNA™"

Gezeigt sind Crosslink-Reaktionen votsRNase P RNA(100 nM) mit pre-tRNX (60 nM; 80000 cpm ) im
M1-Reaktionspuffer P1 bei 365 nm. Angegeben istsitib gegenseitig ausschlieRende Anwesenheit vai Mg
bzw. C&" (Bindungspuffer 2) im Reaktionspuffer, die Durdhfiing eines Renaturierungsschrittes (+) bzw.
dessen Auslassung (-), die jeweilige Dauer derrBeking (min) sowie die Auftragung einer unbehatatel
tRNA-Transkriptkontrolle (T). Am rechten Rand sindie Edukte und Produkte der Crosslink- und
Prozessierungs-Reaktionen gekennzeichnet.
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Der Wechsel des Substrates von pre-tRflAur P. marinuspre-tRNA"®, welches mitE. coli s'U-
RNase P RNA unteE. coli Reaktionsbedingungen in die Crosslink-Reaktiorgpesetzt wird, ist
vergleichend in Abb. 4-16 gezeigt. Auch mit dieg®NA werden Crosslink-Komplexe in Gegenwart
von C&" anstelle von Mg gebildet, die sich allerdings im Banden-Muster \d@m der tRNA"
unterscheiden. Ein Renaturierungsschritt ist hierdie Ausbildung von Komplexen allerdings nicht

notig.
pre-tRNA™" pre-tRNAA9
0,06 0,204081,216204,0 80 - Substratkonz. [uM]
Mg  Ca* Ca** Puffer
-l- + + + - - - - - - - - - Renaturierung
60(60 60 90120 | 60 60 60 60 60 60 60 60 - | T | Reaktion [min]

—

- - - Crosslinks

pre-tRNATY

pre-tRNAA

.
g
!

Abb. 4-16: Crosslink Reaktion vonE. coli s'U-RNase P RNA mit pre-tRNA™" und pre-tRNA”"
Gezeigt sind Crosslink-Reaktionen vditusRNase P RNA(100 nM) mit pre-tRNX (60 nM; 80000 cpm ) und
pre-tRNAY? (0,2-8,0 nM; 80000cpm) im M1-Reaktionspuffer P1385 nm. Angegeben ist die sich gegenseitig
ausschlieBende Anwesenheit vonMgzw. C&" (Bindungspuffer 2) im Reaktionspuffer, die Durdhmfiing
eines Renaturierungsschrittes (+) bzw. dessen ssistay (-), die jeweilige Dauer der Bestrahlung jrsimwie
die Auftragung einer unbehandelten tRNA-Transkiaptkolle (T). Am rechten Rand sind die Edukte und
Produkte der Crosslink-Reaktionen gekennzeichnet.
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4.3.3. Crosslink-Reaktion vonP. marinus s'U-RNase P RNA
4.3.3.1. Optimierung der Reaktionsbedingungen

Zur Entwicklung der optimalen Bedingungen fiir di@$slink-Reaktion vo®. marinuss'U-RNase P
RNA mit tRNA*® im homologen System, wurden mehrere Puffer-Vamh, Renaturierungs-
Bedingungen, Lichtwellenlangen und Belichtungszegetestet.

Ausgehend vonfP. marinusRNase P RNA Reaktionspuffer P2 (Hetsal, 1998) wurden die darin
enthaltenen und fir die Reaktion essentiellerfMgnen durch C#-lonen (250 mM) ersetzt. Die
Konzentrationen an Nf (3 M) und der Puffersubstanz (50 mM) sowie der \WErt wurden
beibehalten. Lediglich die jeweiligen Gegenionefi,(OAc) und die Puffersubstanzen (Tris, HEPES,
MOPS) wurden variiert. Somit ergaben sich 6 Pufindungspuffer 3-8) firr di®. marinuss’U-
RNase P RNA Crosslink-Reaktion, die im Folgendesammengefasst sind:

Zusammenfassung von Prozessierungs- und Crosslinkiffern

Puffer (1x) Zusammensetzung Verwendung

P1 NH,OAc (0,4 M), HEPES (10 mM), Mg(OAg)10 mM), Glycerin E. coli Reaktion
(5% (v/v)), pH 7,5

Bindungspuffer 2 | NEOAc (0,4 M), HEPES (10 mM), Ca(OAc]10 mM), Glycerin E. coli Crosslink
(5% (v/v)), pH 7,5

P2 NH,CI (3 M), Tris-HCI (50 mM), MgC{ (250 mM), pH 8,0 . marinusReaktion

Bindungspuffer 3 | NRKCI (3 M), HEPEs (50 mM), Cagl(250 mM), pH 8,0 . marinusCrosslink

Bindungspuffer 4 | NEOAc (3 M), HEPES (50 mM), Ca(OAc§250 mM), pH 8,0 . marinusCrosslink

Bindungspuffer 5 | NRCI (3 M), MOPS (50 mM), CaGk250 mM), pH 8,0 . marinusCrosslink

Bindungspuffer 6 | NEOAc (3 M), MOPS (50 mM), Ca(OAg)250 mM), pH 8,0 . marinusCrosslink

Bindungspuffer 7 | NRECI (3 M), Tris-HCI (50 mM), CaGl(250 mM), pH 8,0 . marinusCrosslink

T |U|TU|T |V |0 |0

. marinusCrosslink

Bindungspuffer 8 | NEOAc (3 M), Tris-HOAc (50 mM), Ca(OAg)250 mM), pH 8,(

Da fiir die Crosslink-Reaktion voE. coli s'U-RNase P RNA ein Renaturierungsschritt vor der
eigentlichen Crosslink-Reaktion essentiell ist, @amr mehrere Mdglichkeiten (Bedingung a-d) der
Renaturierung fiP. marinuss’U-RNase P RNA getestet, die im Folgenden zusamnfiessfesind:

Bedingungen der Renaturierung fiirP. marinus s'U-RNase P RNA

Bedingung Schritt 1 Schritt 2 Schritt 3
(Renaturierung der RNase P RNA) (Inkubation des Reaktionsansatzes)
a 2 min; 65 °C ; Abkuhlen auf RT Zugabe des Sutestra | 5 min; 37 °C
b 2 min ; 65 °C ; Abkihlen auf RT Zugabe des Salbstr | 5 min; Eis

(9]

5 min ; Eis Zugabe des Substrates 5 min; 37 °C

d 5 min; Eis Zugabe des Substrates 5 min; Eis
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In Abb. 4-17 und Abb. 4-18 sind die Testreihen derschiedenen Variationen an Bindungspuffern
und Renaturierungsbedingungen zusammenfassendgezei

s*U-RNase P RNA / pre-tRNAAg K K|T

3 4 5 3 5| - |Puffer
a b c dla b c dfa b ¢ d|c c| - |Renaturierung
+ + + +|+ + + +|+ + + +|+ +]| - |Reaktion
—-—- - - - - a» -

spez. Crosslinks

LT T Tl R
- 4 : v unspez. Crosslinks
el
i

pre-tRNAA9

Abb. :1—17: Optimierung der Crosslink-Reaktion von P. marinus s'U-RNase P RNA mit pre-
tRNA™Y

Gezeigt sind Crosslink-Reaktionen vésRNase P RNA(100 nM) mit pre-tRN& (1000 nM; 200000 cpm) in
verschiedenen Reaktionspuffern (3-5). Die Belichtbri 302 nm fiir 40 min ist durch + bzw. — angegelige
Durchfiihrung verschiedener Renaturierungsschat) ( Kontrollreaktionen mit unmodifizierter RNaBeRNA
(K) sowie die Auftragung einer unbehandelten tRNrasiskriptkontrolle (T) sind gegeben. Am rechten d&Ran
sind die Edukte und Produkte der Crosslink-Reaktiogekennzeichnet.



Ergebnisse 104

s*U-RNase P RNA / pre-tRNAAq K KI|T
6 7 8 713 Puffer
a b c d|la b ¢ dfa b ¢ d|c|c Renaturierung
+ 4+ + 4|+ + 4+ +|+ + + +| +|-|- [Reaktion
- -
spez. Crosslinks
LR LA
- unspez. Crosslinks

pre-tRNA,,

Abb. :1—18: Optimierung der Crosslink-Reaktion von P. marinus s'U-RNase P RNA mit pre-
tRNA

Gezeigt sind Crosslink-Reaktionen vésRNase P RNA(100 nM) mit pre-tRN& (1000 nM; 200000 cpm) in
verschiedenen Reaktionspuffern (3, 6-8). Die Baling bei 302 nm fiir 40 min ist durch + bzw. — arejem.
Die Durchfiihrung verschiedener Renaturierungsgehfit-d), Kontrollreaktionen mit unmodifizierter Re P
RNA (K) sowie die Auftragung einer unbehandelteiN£&RTranskriptkontrolle (T) sind gegeben. Am rechten
Rand sind die Edukte und Produkte der Crosslink«R@aen gekennzeichnet.

Zusatzlich wurden, in Zusammensetzung und Durchifigpr identische Crosslink-Ansétze mit Licht
der Wellenlange 302 nm und 365 nm zur Reaktionagdtirund die Crosslink-Produkte verglichen.

Es zeigte sich in mehreren Versuchsreihen, dasBimitungspuffer 6 reproduzierbar die intensivsten
und scharfsten spezifischen Crosslinkbanden enzigftien, wenn zusatzlich diéusRNase P RNA
vor der eigentlichen Reaktion nicht renaturiert @eur Der komplettierte Crosslink-Ansatz wurde
lediglich fir 5 min bei 37 °C vorinkubiert (Bedingg c).
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Eine komplette Renaturierung détJsRNase P RNA ist somit im Gegensatz Z-811-RNA nicht
geeignet. Es genugt lediglich eine Inkubation vomif bei 37 °C um den aktiven Enzym-Substrat-
Komplex auszubilden. Dieser Befund steht in Ubatiimmung zur Durchfilhrung der analytischen
in vitro Prozessierung (3.12.1.), bei der sowohl die RNFa&NA als auch das Substrat fir 2 min bei
37 °C vorinkubiert werden.

Der Vergleich der verwendeten Wellenlangen zeiglass mit beiden eine Komplexbildung zu
beobachten ist (vgl. Abb. 4-14). Allerdings ist bleir Verwendung der energiereicheren Wellenlange
302 nm ein sehr grofRer Anteil an unspezifischerssliitk-Banden zu beobachten. Zusatzlich sind die
spezifischen Komplexbanden zwar in der Intensitéich, aber dafur viel diffuser, als die mit der
Wellenlange von 365 nm erzeugten.

Eine gute Effizienz der Komplexbildung wurde beidEinsatz von 100 nM*s-RNase P RNA und
1000 nM pre-tRNA erreicht. Diese KonzentrationenEarzym und Substrat wurde bei den weiteren
Crosslink-Experimenten mifdTP und APA-modifizierten tRNAs (4.8.) eingesetzt.

4.3.3.2. Crosslink-Reaktion vorP. marinus s'U-RNase P RNA mit pre-tRNA

Um den Einfluss des 3'-CCA-Endes der pre-tRNAauf die Prozessierung duréh marinuss'U-
RNase P RNA zu untersuchen, sollten die RNA-RNA-i&&tstellen des dabei gebildeten Enzym-
Substrat-Komplexes durch kovalente Vernetzungend&links) ,eingefroren* werden. Hierzu werden
die in vitro synthetisierten Substrate pre-tRN&a, pre-tRNAc, pre-tRNAcc und pre-tRNAca, mit
s'U-RNase P RNA in Crosslink-Reaktionen eingesetet.aflen vier Substraten zeigten sich im PAA-
Gel spezifische Komplex-Banden mit dem gleichen téiuand der identischen Laufstrecke (Abb. 4-
19), die nur in Reaktionen auftraten, in denen @assslink-Nukleotid 4J vorhanden war.
Unspezifische Banden, die alleine auf das verwend&t-Licht zurlickzufuhren sind, traten hingegen
auch in den jeweiligen Kontrollreaktionen, in ders8h nicht anwesend war, auf.
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Abb. 4-19: Crosslink Reaktion von P.
marinus s'U-RNase P RNA mit pre-tRNAs
Gezeigt sind Crosslink-Reaktionen vorfUs
4 RNase P RNA(L00 nM) mit pre-tRN@ca, pre-
tRNAc, pre-tRNAcc und pre-tRNAca (je 1000
nM; 20000 cpm). Die Crosslink-Reaktionen (365
- nM; 60 min; Bindungspuffer 6) vorfiy-RNase P
RNA mit den jeweiligen pre-tRNAs sind
beschriftet. Crosslink-Reaktion von pre-tRNA
(ACCA, C, CC, CCA) mit unmodifizierter
RNase P RNA (K), sowie die Auftragung
unbehandelter tRNA-Transkriptkontrollen,CEa,
: Tcea) Sind gegeben. Am rechten Rand sind die
0 zur RNA-Isolierung ausgeschnittenen Bereiche
:I E (1, 2, 3, 4 und E) gekennzeichnet

Von den gebildeten spezifischen RNA-RNA-Komplexdimiken mittels Primer-Extension-Analyse
sowohl die RNase P RNA-Komponente als auch die tRM¢#ponente auf die Position der
jeweiligen vernetzten Nukleotide hin untersuchtadesr.

Wurden die Komplexe nicht isoliert, so wurde dersAtz aufgeteilt und durch Primer-Extension-
Analysen mit geeigneten Oligonukleotiden die RNd#&5e und die tRNA-Komponente getrennt
untersucht. Die Lokalisierung von vernetzten Nukfen ist nur moglich, wenn geeignete Kontrollen
in die Primer-Extension eingesetzt werden. Zur thtehung der RNase P RNA sind dies Transkripte
von $U-RNase P RNA und unmarkierte RNase P RNA, die dBulstrat die Crosslink-Prozedur
durchlaufen haben. Sollte die tRNA-Komponente asialy werden, so sind es unbehandelte
Transkripte der jeweiligen tRNA, die ohne RNase déiponente bestrahlt wurden. Durch den
Vergleich zwischen Kontrolle (intramolekulare Vemengen) und Reaktion (intra- und
intermolekulare Vernetzungen) lassen sich so Veumgjsstellen lokalisieren. Abb. 4-20 zeigt
exemplarisch eine Primer-Extension, bei der Croksfinsétze von“J-RNase P RNA mit allen vier
pre-tRNAs mit dem Oligonukleotid PmarGSP8 analysweurden. Es konnten mit dieser Methode
allerdings keine spezfisch vernetztéd#Nukleotide identifiziert werden.
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Abb. 4-20: Primer-Extensior-Analyse vor Abb. 4-21: Primer-Extensior-Analyse von P.
P. marinus s'U-RNase P RNA Crosslink marinus s'U-RNase P RNA Crosslinks mit

mit dem Oligonukleotid PmarGSP8 dem Oligonukleotid Argl

Angegeben ist die jeweilige RNase P RNA ( Angegeben ist die jeweilige RNase P RNA (100 |
nM), die zur CrosslinkReaktion eingeset die zur CrosslinkReaktion eingesetzt wurde und
wurde, die im jeweiligen Crosslinknsat: im jeweiligen Crosslink-Ansatz vorhandene piRNA

vorhandene pre-tRNA (CCA, CC, @QCCA, je (CCA, CC, C,ACCA, je 2000 nM). Links ist eit

2000 nM) und Ansétze ohne pre-tRNA. (kinks Sequenzierreaktion aufgetragen, welche die RNA

ist eine Sequenzierreaktion aufgetragen, wt Sequenz angibt (A, C, G, U). Die Zahlen am lir

die RNA-Sequenz angibt (A, C, G, U). Seitenrand geben die Position in der tREAquen
des Transkriptes an.

Abb. 4-21 zeigt exemplarisch eine Primer-Extensiosi, der Crosslink-Anséatze vorfusRNase P
RNA mit allen vier pre-tRNAs mit dem Oligonukleotktgl analysiert wurden. Es konnten mit dieser
Methode nur wenige spezifisch vernetzte Nukleotamntifiziert werden, da starke Uberlagerungen
mit naturlichen Abbruchsignalen vorlagen.

Zur eindeutigen ldentifizierung vernetzter Nukleetider tRNAs wurden die spezifischen Crosslink-
Komplexe isoliert. Dabei wurden die einzelnen Beheiwie in Abb. 4-19 angegeben, ausgeschnitten,
die RNA isoliert (3.1.4.2.; 3.2.1.) und in PrimextEnsion-Analysen (3.5.3.) eingesetzt. Abb. 4-22
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zeigt eine solche Primer-Extension, bei der Crokslinsiatze von “J-RNase P RNA mit pre-
tRNAcca mit dem Oligonukleotid Argl analysiert wurden. lsmnten mit dieser Methode eindeutig
vernetzte Nukleotide identifiziert werden. Auf diedVeise wurden auch'$-RNase P RNA-
Komplexe mit pre-tRNAcca pre-tRNAc und pre-tRNAc analysiert. Die Signale unterschieden sich
nur geringfugig und wurden deshalb in Abb. 4-23amengefasst.

s*U-RNase P RNA

KE321/ACGU
-_ - 10
Cc8/-u7C r &
G2-G4C sl
== - -+10
2 BB
G18/G19LC p— = - +20
- | —
G 23— S e
— —
C26/G27C 5:-:
== == s = - 130
-
u32-c36[ i — -
— - +40
--
G54-C51|:
- +50

Abb. 4-22: Primer-Extension-Analyse vonP. marinus s'U-RNase P RNA Crosslinks-mit dem
Oligonukleotid Argl

Angegeben ist die jeweilige RNase P RNA, die zuosSlink-Reaktion eingesetzt wurde, die Reaktion der
eluierten Crosslink-Komplexe (1-3) und der eluisrt®NA-Eduktbande (E) sowie eine Kontrollreaktiort m
unbehandeltem Transkript (K). Rechts ist eine Sezjeereaktion aufgetragen, welche die pre-tRNA-&egu
angibt (A, C, G, U). Die Zahlen am seitlichen Rageben die Position in der pre-tRNA-Sequenz des
Transkriptes an. Eindeutige VernetzungsstellenRIA sind an der Seite mit dem entsprechenden Ntikleo
und dessen Position in der tRNA-Sequenz markiert.
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Cc \AOH' 3I
5'-GGGAAl‘JCOOUCCAGU G776
-10 I"'@®c | Argl
€»C 70
€@©C
C-G 60
U-A A
UGA 10 GCcgecce U™AN Abb. 4-23: zusammenfassung
o “cuce® L0660 G | der Ergebnisse der Crosslink-
© D] @m UyC  Reaktionen von 4U-RNase P
G A UA AGE@,_y RNA mit pre-tRNA A
/ C-G A? Gezeigt ist die Sekundarstruktur der
20 G-C pre-tRNAY® in der die identifizierten
30~ G-C—40 vernetzten Nukleotide mit blauen
A Ellipsen hinterlegt sind. Die Intensitat

. . C A der Signale der Primer-Extension-
Signalstarke: A Analyse ist durch die GroRRe und
%eu Farbe der Ellipsen wiedergegeben.

. > . > O Das zur Analyse verwendete
Oligonukleotid ist  eingezeichnet

(gran).

4.4. Splint-Ligation von tRNAs

Bei der Crosslink-Reaktion vorflé-RNase P RNA mit pre-tRNA? und der anschlieRenden Analyse
mittels Primer-Extension (4.3.3.2.) kann Uber deequ&nzbereich der tRNA, an dem das
Oligonukleotid Argl hybridisiert, keine Informatiagewonnen werden. Um dennoch diesen Bereich
analysieren zu konnen, sollte die tRNA nach ders€liok-Reaktion durch eine Ligations-Reaktion
zirkularisiert werden, so dass mit einem geeign€@bgonukleotid auch das bisher unzugangliche 3'-
Ende der tRNA untersucht werden kann. Damit einfARNrch T4 RNA-Ligase oder T4 DNA-
Ligase zyklisiert werden kann, muss diese eine Bhbphosphat- und 3’-Hydroxyl-Gruppe aufweisen
(Moore und Query, 2000). Um entsprechende tRNAssymthetisieren, wurde dien vitro T7-
Transkription in Gegenwart von GMP durchgefuhrt.

4.4.1.1n vitro Transkription mit GMP

GMP wurde am 5’-Nukleotid der tRNAs durah vitro Transkription eingebaut (3.4.5.). Um einen
moglichst kompletten Einbau zu erzielen, wurde GiiPmolaren Verhaltnis von 1:4 (GTP:GMP)

eingesetzt. Zur Uberprufung der Synthese-Effiziemarden die tRNAs durch enzymatische
Totalhydrolyse (3.11.1.) und anschlieBende zweidsimnale Dinnschichtchromatographie (3.11.2.)
analysiert. In den Autoradiogrammen (Abb. 4-24) deuder GMP-Einbau quantifiziert. Fur pre-

tRNAAcca, pre-tRNAg, pre-tRNAcc und pre-tRNAca wurden 90, 83, 84 und 89 % 5-GMP-Einbau
ermittelt, so dass diese tRNAs in RNA-Ligations-Re&men eingesetzt werden konnten.
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Abb. 4-24: Zweidimensionale Dunnschichtchromatograpie der Hydrolysate von pre-tRNA-
Transkripten mit GTP und GMP
Gekennzeichnet ist der Auftragungspunkt (X) undAliérennungsrichtung der 1. und 2. Dimension. Bots
der Nukleotid-3'-Monophosphate (Ap, Cp, Gp, Up)weodas 5'-Tri-3'-Monophosphat (pppGp) und das 5’-3
Diphosphat (pGp) der Startnukleotide sind bescttrifh der linken Spalte sind als Kontrolle die iskriptionen
mit GTP, in der rechten Spalte die Transkriptiomeit zusatzlichem GMP gezeigt. In den einzelnen éteil
befinden sich die Abbildungen der jeweiligen pré&R (pre-tRNAacca, pre-tRNAc, pre-tRNAcc, pre-

tRNAcca).
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4.4.2. Optimierung der Reaktionsbedingungen

Da die Ligation der tRNA sowohl mit T4 RNA-Ligasés auch mit T4 DNA-Ligase durchgefihrt
werden kann (3.10.5.), wurden diese Enzyme vetwgbeid getestet. Bei beiden war die Ausbeute an
zyklisierter RNA gleich, so dass im Weiteren lettigl die T4-DNA-Ligase benutzt wurde, da sie
aufgrund eines verwendeten ,Splint“-Oligonukleotidgine héhere Sequenzspezifitdt besitzt (Moore
und Query, 2000). Bei der Optimierung der Reakti@angungen (Abb. 4-25) wurde das Volumen
des Hybridisierungsansatzes von 300 ul, bei dera 8imerisierung unterdriickt wird, sowie die
Zugabe von PEG 4000 zur Ligations-Reaktion, mitdierAusbeute an zyklisierter RNA erhoht wird,
als hilfeich ermittelt. Die Verwendung eines ,Diptar“-Oligonukleotides (3.10.5.), erbrachte
dagegen fur die Ligation der tRNAs keinen festbtetn Vorteil. Fir die Inkubation der Ligations-
Reaktion stellten sich niedrige Temperaturen (221°C°C) bei einer gleichzeitig langeren Inkubation
(12 h) fur die RNAs als schonend heraus (Abb. 4-25)

120 , 300 | 300, 300 ; 300 | 300 ; 300 | Volumen [pl]

5 5 3 3 3 3 | 3 | DNA-Ligase [U]
= = - |+ -1 -] - |Disruptor

- - - - + | - | + |PEG

37 | 37 | 37 | 37 | 37 | 22 | 22 | Temperatur [°C]

Abb. 4-25: Splint Ligation von tRNAs mit T4-
DNA-Ligase

Das toluidinblaugeféarbte Gel zeigt verschiedene
Ligations-Reaktionen von pre-tRNg&a bei denen das
Splint-Oligonukleotid SplintCCA1 und T4 DNA-Ligase
verwendet wurde. Neben dem verwendeten Volumen
(ul) und der Menge an DNA-Ligase (U) unterscheiden
sich die Ansatze auch durch die Anwesenheit (+) und
Abwesendheit (-) eines Disruptor-Oligonukleotidsdun
PEG 4000 sowie der Temperatur, bei der die Ligation
durchgefihrt wird.

— . - zykl. pre-tRNA,

lin. pre-tRN
e - Acca

s

4.4.3. Splint-Ligation von pre-tRNA™®

Mit den ermittelten Reaktionsbedingungen wurdentBieAacca, pre-tRNAg, pre-tRNAcc und pre-
tRNAcca (4.1.1.) mit Hilfe der jeweiligen Splint-Oligonwdatide (SplintDis1, SplintC1, SplintCC1,
SplintCCA1) und T4 DNA-Ligase zyklisiert und in Rrér-Extension-Analysen eingesetzt (Abb. 4-
26). Es zeigte sich, dass die Ligationseffiziengraighend war, um mit dem Oligonukleotid Arg2 das
3’-Ende der tRNAs zu analysieren. Durch die Zyklishg waren sogar mehrere Umlaufe der
Reversen Transkriptase um die gesamte tRNA moghkthe Behandlung des Ligations-Ansatzes
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durch DNase | vor der anschlieBenden Primer-Ext@erRieaktion, die zur Entfernung des Splint-
Oligonukleotides dient, war nicht essentiell.

DNA-Ligase | + + + + |+ + + + s
DNaseI| - - + + + + 5 B =
Fesdl€eeSlacculfeed
5'-Ende -
5'-Ende -

o

L
L8 3
N W

Abb. 4-26: Primer-Extension-Analyse von pre-tRNAs it dem Oligonukleotid Arg2 nach einer
Splint-Ligation

Gezeigt ist eine Primer-Extension-Analyse von [tiAs, die durch eine Splint-Ligation zyklisiert velen
(linker Block) bzw. pre-tRNAs, welche linear eingedt wurden (rechter Block). Angegeben ist die jige
eingesetzte pre-tRNA (pre-tRNBca, pre-tRNAc, pre-tRNAcc, pre-tRNAcca). Die Verwendung (+) von T4
DNA-Ligase und DNase |, sowie der Verzicht (-) aliése Enzyme ist jeweils angegeben. Zentral ist ein
Sequenzierreaktion aufgetragen, welche bis zunmdber des ersten 5’-Endes die tRNA-Sequenz angibt(

G, U). Bei den weiteren Umlaufen gibt sie lediglidle pUC19 Vektorsequenz des Transkriptionsplassnide
wieder. Die Zahlen am seitlichen Rand geben diatiBnsn der tRNA-Sequenz des Transkriptes an ldas
Erreichen des 5’-Endes der zyklisierten pre-tRNAbvieiteren Umlaufen.

Diese Methode sollte nun im Folgenden auf die Asmlyon Crosslink-Komplexen angewendet
werden. In die Crosslink-Ansétze voltusRNase P RNA und pre-tRN& wurden deshalb tRNAs mit
5’-Monophosphat (4.4.1.) eingesetzt, so dass namh Alifreinigung der isolierten spezifischen
Komplexe (3.10.4.2.) die vernetzte tRNA durch dpdir8-Ligation zyklisiert werden konnte (3.10.5.).
In den anschlielienden Primer-Extension-Analysenderh Oligonukleotid Arg2 (3.5.3.) stoppte die
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Reverse Transkriptase allerdings bereits am 5-Emige tRNA. Eine Extension Uber die
Ligationsstelle hinaus fand nicht statt. Somit kenwmlurch die Splint-Ligation kein zusatzlicher
Informationsgewinn tber das 3’-Ende der tRNAs gewvemmwerden. Aus diesem Grund wurde die
Splint-Ligation zur Analyse der Komplexe vofiUsRNase P RNA und pre-tRN nicht weiter
angewendet.

4.5. Modifizierung des 3’-CCA-Endes von tRNAs mit ér Nukleotidyl-
transferase

4.5.1. Uberexpression und Isolierung deE. coli Nukleotidyltransferase

Das fur die ATP(CTP):tRNA Nukleotidyltransferaseuffleotidyltransferase) aus. coli codierende
Gencca lag bereits in den Vektor pET-22b(+) kloniert @&hi et al, 1997). Der Expressionsklon
codiert zuséatzlich fur ein C-terminalég-His-tag Das Plasmid pCCA wurde iB. coli BL21(DE3)
Expressionszellen transformiert. Fir eine prapasattxpression wurde eine 560 Ampicillin-
supplementierte YT-Kultur aus einer Vorkultur argfes Nach der erfolgten Induktion und
Expression unter optimierten Bedingungen (3.9.2vturden durchschnittlich 1@Zellsediment
gewonnen. Nach der Lyse der Zellen und Sonifikateaandas Protein wie beschrieben zu 90 % in
Form von Inclusion Bodies vor (Shit al, 1997). Diese wurden aufgereinigt, in 8 M Harnistof
denaturierend geldst (3.9.2.3.) und das Enzym &lmer NF*-NTA-S&ule aufgereinigt (3.9.3.1.). Mit
einem Harnstoffgradienten (8-0 M) wurde das Protem gebundenen Zustand renaturiert und
anschlieend von der Saule eluiert (3.9.3.1.). Eutfernung von Imidazol wurde gegen den
Lagerpuffer dialysiert (3.8.1.), und die Proteinitg bei —20 °C gelagert.

Durch Konzentrationsbestimmung nach Bradford (3)8.@urde eine Menge von 4,9 mg
aufgereinigtes Protein bestimmt. Da der Durchlaadindem Binden an die Saulenmatrix noch sehr
viel Nukleotidyltransferase enthielt, wurde er emnauf eine Saule aufgetragen und somit zuséatZlich
mg des Enzyms gewonnen. Bei einem zweiten Ansatt)karexpression und Isolierung wurden 4,8
mg an Nukleotidyltransferase erhalten. Abb. 4-2igtzein 12,5 % SDS-Polyacrylamid-Gel (3.8.3.)
mit Proben der einzelnen Aufreinigungsschritte.

(n&chste Seite)

Abb. 4-27: Aufreinigung von rekombinanter E. coli Nucleotidyltransferase

Das Coomassie-Blau gefarbte (3.8.4.) 12,5 % SD$depflamid-Gel zeigt Proben aller Reinigungsstufen
rechten Rand sind die Molekulargewichte (kDa) degdi-Langenstandards gegeben.
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4.5.2. Analytische Nukleotidyltransferase-Reaktion

Die Nukleotidyltransferase (Ntase) als templatudaigige RNA-Polymerase synthetisiert bzw.
komplettiert hochspezifisch die definierte Sequ&@A am 3'-Ende von tRNAs. Da sie neben den
Standard-Nukleotiden auch modifizierte Nukleotidieeant (Sprinzlet al., 1977), wurde sie in dieser
Arbeit verwendet, um Modifikationen gezielt in d&sCCA-Ende einzubauen. Dies ermdglicht im
weiteren Verlauf durch photochemische Anregung sielte RNA-RNA-Crosslinks herbeizufihren.
Um die Aktivitat der denaturierend aufgereinigtemkiotidyltransferase (4.5.1.) zu Uberprifen,
wurden bei radioaktiv markierten pre- und mat-tR¥Anit den Standard-Nukleotiden (CTP; ATP)
die 3-CCA-Enden komplettiert (3.10.2.1.; Abb. 4:28bb. 4-29). Es zeigte sich, dass die
Renaturierung durch einen Harnstoffgradienten (@)Oerfolgreich war. Mit der Ntase konnte bei
allen getesteten tRNAs (pre-/mat-tRNAA, pre-/mat-tRNA, pre-/mat-tRNAc) das korrekte
CCA-Ende zu 83-98 % hergestellt werden (Abb. 444h. 4-28). Da die Ziel-tRNAs ein 3'-CdCsA
und ein 3-C&CA aufweisen sollten, wurde der Einbau von dCTPP&S und &CTP Uberpriift (Abb.
4-27; Abb. 4-28). Die Ausbeute an Volllangenprod(tCdCA) in Gegenwart von dCTP und ATP
war bei den Edukten pre- und mat-tRN8,0 bzw. 58,8 %. Der gleichzeitige Einbau von dQire
ATPaS in das 3-Ende gelang zu 3,2 und 38,3 % bei pred mat-tRNA als Edukt. Diese
Kombination wurde gewdahlt, da das verwendete @&FPin einer weiteren Reaktion am
Phosphorothioat mit APA-Br modifiziert werden selltUm eine nukleophile Substitutionsreaktion
(Sv2) durch die 2’-Hydroxyl-Gruppe des vorangehendarkldbtides auf die Diesterbindung des
Phosphorothioates zu verhindern, wurde das 2’-Desagsin-Triphosphat (dCTP) eingesetzt. Somit
ist die Modifizierung durch die APA-Gruppe am Sclielatom des Phosphorothioates stabil und kann
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nicht durch eine nukleophil angreifende 2'-Hydroxduppe substituiert werden (Gish und Eckstein,
1988; Konarska, 1999). Der Einbau v88EP in das 3'-Ende gelang ebenfalls, so dass sich hier
eine praparative Reaktion anschlieRen konnte.

Es bleibt festzuhalten, dass bei allen eingesetxtgkleotid-Kombinationen die Komplettierung des
3-CCA-Endes durch die Ntase bei mat-tRNAs effektals bei pre-tRNAs verlief.

pre-tRNA, . pre-tRNA. pre-tRNA.
ATP/CTP ATP/CTP ATP/CTP
- + | Teea - + - +

pre-tRNA,ca pre-tRNA. pre-tRNA.
*ATP/CTP *ATP/CTP *ATP/CTP
- + | Teen - + - +

TCCA

pre-tRNA,
ATP/dCTP ATPoS/dCTP
*dCTP *dCTP
Tea - + + + + | Teen

Tc

o= -

pre-tRNA,

pre-tRNA,

pre-tRNA..

ATP

ATP

ATP

s:CTP| CTP [CTPas

s2CTP| CTP [CTPas

Abb. 4-27: E. coli Nukleotidyl-
transferase-Reaktion mit pre-tRNAs
Gezeigt sind analytische  Nukleotidyl-
transferase-Reaktionen, die auf einem 12 %
PAA-Gel (60 cm lang) aufgetrennt wurden.
Die Edukt-tRNAs (pre-tRNAcca, pre-
tRNAc, pre-tRNAcc, pre-tRNAcca), die im

jeweiligen  Reaktionsansatz ~ vorhandenen
Nukleosid-Triphosphate und die tRNA-
Transkriptkontrolle  (pre-tRNAca,  pre-

tRNAC) sind angegeben. Das *-Symbol steht

hierbei als Abkirzung fir of?P]. Die
Durchfihrung der Reaktion (+) und
Kontrollansdtze ohne Reaktion (-) sind

gekennzeichnet.
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transferase-Reaktionen, die auf einem 12 %
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4.5.3. Praparative Synthese von pre-tRNA&icsa und mat-tRNAcqgcsa

Fur die Synthese von pre-tRN4csa und mat-tRNA4csa Wird als Vorstufe die jeweilige tRNA mit
3’-C-Ende bendtigt. Zu ihrer Synthese widk | linearisiertes Plasmid pPmtRNAArg2 (pre-tRyA
bzw. pPMtRNAArg4 (mat-tRN4) in eine préparative T7-Transkription eingesetad die erhaltenen
Transkripte aufgereinigt (3.4.3.).

Die Edukt-tRNAs (pre-tRNA bzw. mat-tRNA) wurden zusammen mit den Nukleotiden dCTP und
ATPaS in einem préaparativen Ansatz der Nukleotidyltfarsse-Reaktion (3.10.2.2.) unterzogen.
Durch diese Reaktion wurden die 3’-Enden der tRX&® gewiinschten 3'-CdCsA komplettiert.

Zur leichteren Lokalisierung der Synthese-Produikite PAA-Gel wurden dem Reaktionsansatz
geringe Mengen anaf?P]-dCTP zugegeben. Alternativ wurde die Lokaligatiauch mittels
Fluoreszenzléschung (3.1.3.2.) durchgefihrt. Dieieelen und aufgereinigten pre- und mat-
tRNAcgcsa wurden direkt in eine Reaktion mit APA-Br eingese(4.7.2.). Erst ab diesem
Arbeitsschritt, in dem die photosensitiven APA-Grapanwesend ist, wurden die Transkripte unter
Lichtausschluss gehalten.
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4.5.4. Praparative Synthese von pre-tRNA’ca

Als Edukt fir die Synthese von pre-tRNﬁcA (4.5.2.) wurde ebenfalls pre-tRNAingesetzt. Durch
Anhangen von%€TP und ATP an das unvollstandige 3-CCA-Ende duichNukleotidyltransferase
wurde die Ziel-RNA hergestellt. Auch hier konnte ralu Zugabe von d*%P]-ATP die
Produktlokalisierung erleichtert werden. Eine Lasiakung mittels Fluoreszenzléschung wurde bei
dieser tRNA-Mutante vermieden, da die hierfiur verdete Wellenlange von 254 nm im optimalen
Absorptionsbereich des photosensitiveB &P liegt.

pre-tRNACSZCA kann nach der Aufreinigung direkt flr CrosslinkaRgonen verwendet werden (4.9.).
Zusétzlich ist auch bei dieser tRNA eine weitergeteeModifizierung des’€ durch APA-Br méglich
(4.7.4)).

4.6. Modifizierung des tRNA-5-Endes
4.6.1. Praparative Synthese von 5’GMPS-pre-tRNA? und 5’GMPS-mat-tRNA""

Mit Hilfe der in vitro T7-Transkription lassen sich am 5-Ende von RNAskMotid-
Monophosphorothioate (NMPS) positionsspezifischbairen, da sie durch die T7-Polymerase
lediglich als Startnukleotide verwendet werden l&imi(3.4.5.). Am 5’-Phosphorothioat lasst sich im
weiteren Verlauf durch eine Substitutionsreaktioie dohotosensitive APA-Gruppe an das
Schwefelatom anhangen, welche die RNA dazu befahighnderen RNAs photochemisch induzierte
Vernetzungen auszubilden.

Zur Synthese wirdstNI linearisiertes Plasmid pPmtRNAArgl (pre-tRi&) bzw. pPmtRNAArg3
(mat-tRNAcca) in  einer praparativen T7-Transkription (3.4.5.Jngesetzt. Im jeweiligen
Reaktionsansatz befinden sich GTP und GMPS im mol&erhaltnis von 1:5.

Die Transkription wird wie in (3.4.3.) durchgefiihttediglich bei der Elution der Transkripte wird
dem Elutionspuffer DTT (0,15 mM) zugesetzt, um ebDimerisierung der Transkripte Uber eine
Disulfidbriicke zu unterbinden (Abb. 4-29). Die Zbgadieses Oxidationsschutzes garantiert, dass in
der anschlieRenden Modifizierungsreaktion mit APA(B.10.3.) nur das RNA-Monomer mit der frei
zuganglichen Phosphorothioat-Gruppe vorliegt.
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Mercapto-
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Abb. 4-29: Dimerisierung der Transkripte mit 5'-

GMPS-Einbau

Aufgetrennt auf einem 12 % PAA-Gel (40 cm) sind rhie

5'GMPS-mat-tRNAcca-Transkripte der tRNA-Synthese mit 5'-

GMPS, die bei der Aufreinigung sowohl unbehandglals auch
- “ 5'GMPS-mat-tRNA., Mit DTT und Mercaptoethanol versetzt wurden. Anhten Rand

sind die tRNAs und das Dimer gekennzeichnet.

4.7. Modifizierung von RNA mit der APA-Gruppe

Um RNA-RNA-Crosslinks herbeizufiihren, kann an RNA® entweder modifizierte Baserf 3P,
S’CTP) oder Phosphate (Phosphorothioat) besitzenzigephenacyl (APA) an das jeweilige
Schwefelatom angehéngt werden. Auch an RNAs, die 3&Ende durch eine Oxidation und
anschliessende reduktive Alkylierung mit Ethylemdiia vorbereitet wurden, kann die APA-Gruppe
durch eine Substitutions-Reaktion angefligt werd2urch eine Bestrahlung mit Licht geeigneter
Wellenlange wird die Azido-Gruppe zur Bildung eineschreaktiven Nitrens angeregt, welches in
eine Vielzahl von kovalenten Bindungen insertiekemn (Schuster und Platz, 1992) und somit
kovalente RNA-RNA-Vernetzungen herbeifiihrt. In dieérbeit wurde die APA-Gruppe an 5’- und
3'-Enden von pre- und mat-tRM& angehéngt. Auch eine Modifizierung véi€$P am 3’-Ende von
pre-tRNAY® und UTP markierte RNase P RNA wurden mit p-Azidophedrpmid durchgefiihrt.

4.7.1. Synthese von 5’APA-pre-tRNAca und 5’APA-mat-tRNA cca

Zur Modifizierung von tRNAs mit der APA-Gruppe amBnde wurden als Vorstufe 5’GMPS-pre-
tRNAcca und 5’GMPS-mat-tRNAca durch T7-Transkription in Gegenwart von GMPS sgtidiert
(4.6.1.). Das Schwefelatom der 5’-Phosphorothioatp@e ist somit die einzige Position der tRNAs,
die durch APA-Br modifiziert werden kann. Unter Aghkluss von Licht wurden die aufgereinigten
Transkripte in DMF mit APA-Br versetzt und bei 3C fnkubiert (3.10.3.). Nach der Aufreinigung
unter Lichtausschluss wurden die Reaktionsprodal@@A-pre-tRNAcca und 5’APA-mat-tRNAca
aliquotiert und bei —20 °C gelagert oder direktdrosslink-Reaktionen eingesetzt. Die erfolgreiche
Modifizierung von 5’GMPS-tRNA mit p-Azidophenacyloknte durch eine Auftragung auf ein
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denaturierendes 12 % (60 cm) PAA-Gel dokumentientden. Aufgrund der sehr langen Trennstrecke
konnte der Unterschied der Laufstrecken von EduokitRrodukt aufgeldst werden (Abb. 4-30).

GMP | GMPS |  GITP
- APA-Br| - APA-Br| -  APABr
— 5'/APA-mat-tRNA,
S M e B -5 GMPS-mat-tRNA,

Abb. 4-30: 5’-Madifizierung von tRNAs mit APA-Br

Aufgetrennt sind hier mat-tRN&ca-Transkripte, die durch die jeweilige T7-Transkiopt unterschiedliche 5'-
Nukleotide besitzen (GMP, GMPS, GTP). Die Durchtiitgy der Modifizierungs-Reaktion (APA-Br) und
Kontrollansatze ohne Reaktion (-) sind angegeben.réchten Rand sind Edukt (5'GMPS-mat-tRiNA) und
Produkt (5’APA-mat-tRNAca) der APA-Br-Reaktion gekennzeichnet.

4.7.2. Synthese von 3'APA-pre-tRNAqcsa und 3’APA-mat-tRNA cgcsa

Da fir Crosslink-Experimente tRM& auch am 3-Ende mit der APA-Gruppe modifiziert dem
sollte, wurden die zuvor in zwei Syntheseschritteih Hilfe der Nukleotidyltransferase aufwendig
hergestellten Transkripte pre-tRN4csa und mat-tRNAgcsa (4.5.3.) unter Lichtausschluss mit APA-
Br in DMF zur Reaktion gebracht (3.10.3.). Da durdie Nukeotidyltransferase-Reaktion
positionsspezifischaS-ATP in das 3-CCA-Ende eingebaut wurde, ist dahwefelatom des
Phosphorothioates die einzige Position der RNA, di@ durch nukleophile Substitution p-
Azidophenacyl angehangt werden kann. Um diese Nkadibn vor einem nukleophilen
Ruckseitenangriff auf das Phosphoratom zu schitzende zusatzlich dCTP in das 3'-CCA-Ende
eingebaut. Nach der Aufreinigung unter Lichtaussehlwurden die Reaktionsprodukte 3'APA-pre-
tRNACgcsa und 3'APA-mat-tRNAsqcsa aliquotiert und bei —20 °C gelagert oder direkOrosslink-
Reaktionen eingesetzt.

4.7.3. Synthese von APA%s)-RNase P RNA

Da $UTP an Position 4 der Base anstelle einer Ketokye &hiocarbonyl-Funktion besitzt, ist diese
ebenfalls mit p-Azidophenacyl modifizierbar (Stadel., 1989). In einein vitro Transkription wurde

P. marinusRNAse P RNA in Gegenwart vorisTP und UTP (molares Verhaltnis 1:9) hergestellt
(3.4.6.; 4.3.1.) und das aufgereinigte Transkripteu Lichtausschluss mit APA-Br in DMF zur
Reaktion gebracht (3.10.3.). Das aufgereinigte Remsprodukt APA-4J-RNase P RNA wurde
aliquotiert und bei —20 °C gelagert oder direk€Cosslink-Reaktionen eingesetzt.



Ergebnisse 120

4.7.4. Synthese von 3'APA-pre-tRNACcA

Die Synthese von 3’APA-pre-tRNA2(;A wurde analog der Reaktionen vét) snit APA-Br (Stadeet

al., 1989) oder Phosphorothioat mit APA-Br (Konarsk@99 ; Harris und Christian, 1999) geplant.
Das durch die Nukleotidyltransferase am 3’-EndetB&tA eingebaute’€TP besitzt analog z4$TP
eine Thiocarbonyl-Funktion in der Base und soldbelr ebenso mit APA-Br modifizierbar sein. Diese
positionsspezifische Modifikation ist vielversprecid, da durch die APA-Gruppe bei der angestrebten
Crosslink-Reaktion ein Wechsel der verwendeten &&lihge von 254 nm zu 302 nm moglich ist und
zusatzlich ein geometrisch flexibler Crosslinker P@) Verwendung findet. Ausgehend von
aufgereinigter pre-tRNéSZCA (4.5.4.) wurde in DMF mit APA-Br das gewtlinschtedrrkt 3'APA-
pre-tRNACSZCA synthetisiert (3.10.3.) und aufgereinigt. Die g##0RNA wurde aliquotiert und bei —
20 °C gelagert oder direkt in Crosslink-Reaktioeérgesetzt.

4.8. Crosslink-Experimente vonP. marinus RNase P RNA mit
APA-modifizierten RNAs

Die Verwendung der p-Azidophenacyl-Gruppe fir ClioksReaktionen hat im Vergleich zu
Nukleotid-Analoga ($JTP; €CTP; SGMP) als Crosslink-Reagenz den Vorteil, dass sietdaen
flexiblen und gréReren Aktionsradius (9 A vom Veikfungspunkt) weniger Anspriiche an die
Geometrie der Reaktionspartner stellt. Aus demiduichteinstrahlung angeregten Azid entsteht das
reaktive Nitren, welches leichter in kovalente Binden seiner Umgebung insertieren kann als die
starr in die Nukleinsaurekette fixierten Nukleofidaloga.

4.8.1. Prozessierung von APA-modifizierten tRNAs

Die Untersuchung des Komplexes &usnarinusRNase P RNA und APA-modifizierter tRNA durch
Crosslink-Experimente liefert nur dann eine gultkyessage, wenn bei der Crosslink-Reaktion der
aktive Enzym-Substrat-Komplex ausgebildet wird. Alissem Grund wurde die Prozessierung von
3'APA-pre-tRNAcqdcsa und ihrer Synthesevorstufe pre-tRj#sa im Vergleich zu pre-tRNAca
untersucht (Abb. 4-31). Ausgehend veri’P]-rGTP markierter pre-tRNA(3.4.4.) wurde durch eine
Nukleotidyltransferase-Reaktion im analytischen BtaB pre-tRNA&gcsa synthetisiert (4.5.3.). Die
anschliel3ende 3’-Modifizierung mit APA-Br (3.10.30hrte zum gewunschten Endprodukt 3'APA-
pre-tRNAcqcsa Die Prozessierung der pre-tRNAs (1000 nM; 2000@)cdurch RNase P RNA (100
nM) wurde im Reaktionspuffer P2 (4.3.3.1.; Hestsal, 1998) und dem zur Crosslink-Reaktion
konzipierten Bindungspuffer 6 (€& fir 5 min bei 37 °C durchgefiihrt. Es zeigte sidass 3'APA-
pre-tRNAcqcsa und die Synthesevorstufe pre-tRi#sa genauso effizient prozessiert wurden, wie
das Kontrollsubstrat (pre-tRN&a). Das unnatirliche 3'-CdCsA-Ende stért die Proieessag
folglich nicht. Auch die zusatzliche Modifizierungurch die APA-Gruppe hat keinen negativen
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Einfluss auf die Prozessierung. Die Verwendung Bordungspuffer 6 unterbindet die Prozessierung
hingegen vollstéandig. Mit APA-modifizierten tRNAgldet sich folglich der aktive Enzym-Substrat-
Komplex aus, so dass diese tRNAs in Crosslink-Erparten eingesetzt werden konnen.
&
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Abb. 4-31: Prozessierung von 3'APA-pre-tRNA&gcsa und pre-tRNAcgcsa durch P. marinus
RNase P RNA

Gezeigt ist die Reaktion von RNase P RNA (100 nkj pre-tRNA (1000 nM; 20000 cpm) in Puffer P2 @)g
und Bindungspuffer 6 (G§. Die Durchfilhrung der Reaktion (5 min; 37 °C) @irch + bzw. bei deren
Auslassen durch — beschrieben. Die im jeweiligeaki®@nsansatz eingesetzten pre-tRNAs (pre-tRiA pre-
tRNAcdcsa 3'APA-pre-tRNAcgcsy und aufgetragene tRNA-Transkriptkontrolleprd-tRNAcca , mat-
tRNAcca) sind angegeben. Am rechten Rand sind die Eduktk Rrodukte der Prozessierungs-Reaktionen
gekennzeichnet.

4.8.2. Optimierung der Reaktionsbedingungen

Auf der Suche nach den optimalen Bedingungen férGliosslink-Reaktion von p-Azidophenacyl-
modifizierter tRNA" mit P. marinusRNase P RNA wurden einzelne Parameter getestét. (A82;
Abb. 4-33).

Ausgehend von Erfahrungen aus der Crosslink-Reaktiot €U-RNase P RNA wurden die
Bindungspuffer 3 und 6 (4.3.3.1.), in denenMdurch C4" ersetzt wurde, fiir diese Reaktion getestet.
Auch verschiedene Renaturierungs-Bedingungen fimgeNP RNA (Bedingung b, c und d; 4.3.3.1.)
und die Verwendung der Wellenlange 302 nm bzw. @®6wurden untersucht. Es zeigte sich, dass
die Crosslink-Reaktion von RNase P RNA (100 nM; @mD cpm) mit 3'’APA-pre-tRNAgcsa (1000
nM) in Bindungspuffer 6 durch Bestrahlung mit Liatér Wellenldnge 302 nm (5 min) die besten
spezifischen RNA-RNA-Crosslinks erbrachte. Eine &enerung der RNase P RNA vor der Zugabe
des Substrates war analog zur Reaktion VithRNase P RNA nicht nétig. Die Inkubation des
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kompletten Ansatzes fur 5 Minuten bei 37 °C (Bedimg c) reichte aus, um den aktiven Enzym-
Substrat-Komplex auszubilden. Die Verwendung vol 8@ fur 15 Minuten (Abb. 4-33) fuhrte zwar
zu dem gleichen Muster der Komplex-Banden, allayslimit geringerer Intensitat als bei 302 nm
(Abb. 4-32).

Abb. 4-32: Optimierung der

- g . - 3 - :‘;‘;f:trurierun Crosslink-Reaktion von
R 3APA-pre-tRNA cgcsa it
S o-ls 15 -5 -15 -15 - | T [Resktion[min] P. marinus RNase P RNA bei
—— —-— e 302 nm

Gezeigt sind Crosslink-Reaktionen
von RNase P RNA (100 nM;
200000 cpm) mit 3'APA-pre-
unspez. Crosslinks tRNAcgcsa (1000 nM)  mit
Bindungspuffer 3 und 6 (4.3.3.1.).
Die Durchfihrung verschiedener
Renaturierungsschritte  (b-d), die
Reaktionszeit (min) bei 302 nm,
Kontrollansédtze ohne Crosslink-
Reaktion (-) sowie die Auftragung
einer unbehandelten tRNA
Transkriptkontrolle (M sind
angegeben. Am rechten Rand sind
die Edukte und Produkte der
RNase P RNA Crosslink-Reaktionen gekenn-
zeichnet.

spez. Crosslinks

Abb. 4-33: Optimierung der

- 6 . - 3 ; :”ffetru _ Crosslink-Reaktion von
< < EnatiERing 3'APA-pre-tRNA cycsa mit
A5 -|15 - |15 - 115 - |15 - |15 _- | T [Reaktion [min] P. marinus RNase P RNA bei

— — - - 365 nm
Gezeigt sind Crosslink-Reaktionen

von RNase P RNA (100 nM;
200000 cpm) mit 3'APA-pre-
unspez. Crosslinks tRNAcgcsa (1000 nM)  mit
Bindungspuffer 3 und 6 (4.3.3.1.).
Die Durchfiihrung verschiedener
Renaturierungsschritte  (b-d), die
Reaktionszeit (min) bei 365 nm,
Kontrollansatze ohne Crosslink-
Reaktion (-) sowie die Auftragung
einer unbehandelten tRNA
Transkriptkontrolle (T) sind
angegeben. Am rechten Rand sind
die Edukte und Produkte der
RNase P RNA Crosslink-Reaktionen gekenn-
zeichnet.

spez. Crosslinks
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4.8.3. Crosslink-Reaktion vorP. marinus RNase P RNA mit APA-modifizierten tRNAs

Um den Einfluss des 3-CCA-Endes der pre-tRNAuf die Prozessierung durBh marinusRNase P
RNA zu untersuchen, sollten neben der positionserziipchen Verwendung des photosensitiven
s'UTP in RNase P RNA (4.3.) auch das Substrat maelifizverden. Da vor allem die Positionierung
des 3'-CCA-Endes, aber auch die der 5’-Flanke wslrdifen 5’-Endes im Enzym-Substrat-Komplex
von Interesse sind, wurden tRNAs spezifisch anedieBositionen mit der photoreaktiven APA-
Gruppe modifiziert und durch Lichtanregung zur Reakmit RNase P RNA gebracht.

Hierzu wurden die synthetisierten Substrate 3'ARA4RNAcqcsa 3'’APA-mat-tRNAcqcsa 5’ APA-
pre-tRNAcca und 5’APA-mat-tRNAsca (4.7.2.; 4.7.1.) mit RNase P RNA in praparativensslink-
Reaktionen eingesetzt (3.10.4.2.).

Bei allen vier Substraten zeigten sich im PAA-Geeafische Komplex-Banden, die nur in
Reaktionen auftraten, in denen die photosensitiPd/&ruppe vorhanden war (Abb. 4-34; Abb. 4-
35). Unspezifische Banden, die nur auf die Einwidkwles verwendeten UV-Lichtes zurlickzufihren
sind, traten hingegen auch in den Kontrollreaktioaaf, in denen keine APA-Gruppe anwesend war.
Die spezifischen Crosslink-Komplexe (Komplexe 1Zvb1-3) wurden nach dem in Abb. 4-34 und
Abb. 4-35 gezeigten Schema isoliert und aufgere{3d.0.4.2.).
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- Abb. 4-34: Crosslink-Reaktion
. i1 von P. marinus RNase P RNA
i mit APA-modifizierten tRNAs
. - 1 ™  Gezeigt sind Crosslink-Reaktionen
i von RNase P RNA (100 nM; 200000
= i 2 cpm) mit APA-modifizierten tRNAs
i (1000 nM) in Bindungspuffer 6. Die
:  Crosslink-Reaktionen (302 nm; 5
v min) mit den jeweiligen APA-
i modifizierten tRNAs sind beschriftet.
- Kontrollreaktionen (K) mit
i unmodifizierter tRNA pre-
tRNAcca, mat-tRNAcca) und eine
RNase P RNA Transkriptkontrolle
(T) sind angegeben. Am rechten Rand
sind zur RNA-Isolierung
ausgeschnittenen Bereiche (1, 2 und
E) fir 3'APA-mat-tRNA und 5’APA-
mat-tRNA mit durchgehenden Linien
gekenn-zeichnet. Die Bereiche der
RNA-Isolierung fur 3'APA-pre-tRNA
sind mit gestrichelten Linien
angezeigt (1, 2, 3 und E).
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Abb. 4-35: Crosslink-Reaktion vonP. marinus RNase P
RNA mit 5’APA-pre-tRNA cca

Gezeigt ist die Crosslink-Reaktion von RNase P R{B0 nM;
200000 cpm) mit 5'APA-pre-tRNé&ca (1000 nM) in
Bindungspuffer 6. Die Crosslink-Reaktion (302 nmmin) mit
der APA-modifizierte pre-tRNA ist beschriftet. Eine
Kontrollreaktion mit unmodifizierterpre-tRNAcca (Kgre) und
eine RNase P RNA Transkriptkontrolle (T) sind arejsen. Am
rechten Rand sind die zur RNA-Isolierung ausgestnen
Bereiche (1, 2 und E) mit durchgehenden Linien gakeichnet.

Da auf der Seite der tRNA-Komponenten durch die AWddifikationen die Position der
Vernetzungsstellen gegeben ist, wurde ausschiiefflie RNase P RNA der jeweiligen Komplexe
mittels Primer-Extension-Analyse auf vernetzte Mwokide hin untersucht (3.5.3.). Dafiur wurden
hauptséchlich die Oligonukleotide PmarGSP6, PmairGSihd PmarGSP8 verwendet. Die
Oligonukleotide PmarGSP5, PmarGSP9, PmarGSP10 mad@SP11 lieferten hingegen weniger gut
auswertbare Ergebnisse.

Fur die exakte Lokalisierung spezifischer Crosdinkurde als Kontrolle neben der isolierten
Eduktbande der Crosslink-Reaktion (Bande E) audhebandeltes Transkript von RNase P RNA in
die Primer-Extension eingesetzt. Durch den Sigrergléich zwischen den Kontrollen (naturliche und
induzierte Strangbriiche) und den Komplexen lassem so Vernetzungsstellen lokalisieren. Von
jedem verwendeten Substrat wurden mit den Oligauatiden PmarGSP6-8 jeweils 2-3 Datensatze
ermittelt, von denen mit Abb. 4-36 — 4-49 einigemyplarisch gezeigt sind. Die ermittelten vernetzten
Nukleotide der RNase P RNA sind in Tab. 4-2 undSekundarstruktur-Darstellungen fur jedes
verwendete Substrat zusammengefasst (Abb. 4-5G3).4bie Zusammenstellung in Tab. 4-1 dient
der besseren Ubersichtlichkeit der folgenden Ahisitgen.
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Substrat Oligonukleotic | Abbildung | Zusammenfassunc

3'APA-pre-tRNAcqcsa | PmarGSP8 4-36 ; 4-3Tab. 4-2 ; Abb. 4-50
PmarGSP7 4-38
PMarGSP6 4-39

3'APA-mat-tRNAcgycsa| PmarGSP8 4-40 ; 4-4Tab. 4-2 ; Abb. 4-51
PMarGSP7 4-42
PMarGSP6 4-39

5'APA-pre-tRNAcca | PmarGSP8 4-43; 4-44 Tab. 4-2 ; Abb. 4t52
PmarGSP7 4-45
PMarGSP6 4-46

5 APA-mat-tRNAcca | PmarGSP8 4-47 ; 4-49ab. 4-2 ; Abb. 4-538
PMarGSP7 4-49

Tab. 4-1: Ubersicht iber Abbildungen derP. marinus Crosslink-Reaktionen
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Abb. 4-36: Primer-Extension-Analyse von
marinus  Crosslinks mit  dem
Oligonukleotid PmGSPS8

Angegeben ist die jeweilige pre-tRNA, die zur
Crosslink-Reaktion eingesetzt wurde. Die Analyse
der eluierten Crosslink-Komplexe (1, 2, 3), der
eluierten  Crosslink-Eduktbande  (E) und
Kontrollreaktion mit unbehandeltem Transkript
(K) sind beschriftet.  Mittig ist eine
Sequenzierreaktion aufgetragen, welche die RNA-
Sequenz angibt (A, C, G, U). Die Zahlen am
seitlichen Rand geben die Position in der RNA-
Sequenz des Transkriptes an. Eindeutige
Vernetzungsstellen der RNA sind an der Seite mit
dem entsprechenden Nukleotid und dessen
Position in der RNA-Sequenz markiert.

-370

Abb. 4-37: Primer-Extension-Analyse von

P. marinus Crosslinks mit dem
Oligonukleotid PmGSP8

Angegeben ist die jeweilige pre-tRNA, die zur
Crosslink-Reaktion eingesetzt wurde. Die Analyse
der eluierten Crosslink-Komplexe (1, 2, 3), der
eluierten Crosslink-Eduktbande (E) und
Kontrollreaktion mit unbehandeltem Transkript (K)
sind beschriftet. Mittig ist eine Sequenzierreaktio
aufgetragen, welche die RNA-Sequenz angibt (A, C,
G, U). Die Zahlen am seitlichen Rand geben die
Position in der RNA-Sequenz des Transkriptes an.
Eindeutige Vernetzungsstellen der RNA sind an der
Seite mit dem entsprechenden Nukleotid und dessen
Position in der RNA-Sequenz markiert.
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Abb. 4-38. Primer-Extension-
Analyse von P. marinus
Crosslinks mit dem
Oligonukleotid PmGSP7
Angegeben ist die jeweilige pre-tRNA,
die zur Crosslink-Reaktion eingesetzt
wurde. Die Analyse der eluierten
Crosslink-Komplexe (1, 2, 3), der
eluierten Crosslink-Eduktbande (E)
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und Kontrollreaktion mit

unbehandeltem Transkript (K) sind
beschriftet. Mittig ist eine

Sequenzierreaktion aufgetragen,
welche die RNA-Sequenz angibt (A,
C, G, U). Die zZahlen am seitlichen
Rand geben die Position in der RNA-
Sequenz des  Transkriptes an.
i Eindeutige Vernetzungsstellen der

® -100

- -110 RNA sind an der Seite mit dem
entsprechenden Nukleotid und dessen
Position in der RNA-Sequenz
-120 markiert.
Abb. 4-39: Primer-Extension-Analyse von

P. marinus Crosslinks mit dem Oligonukleotid
PmGSP6

Angegeben ist die jeweilige APA-modifizierte
tRNA, die zur Crosslink-Reaktion eingesetzt
wurde. Die Analyse der eluierten Crosslink-
Komplexe (1, 2), der eluierten Crosslink-
Eduktbande (E) und Kontrollreaktion mit
unbehandeltem Transkript (K) sind beschriftet.
Mittig ist eine Sequenzierreaktion aufgetragen,
welche die RNA-Sequenz angibt (A, C, G, U). Die
Zahlen am seitlichen Rand geben die Position in
der RNA-Sequenz des Transkriptes an. Eindeutige
Vernetzungsstellen der RNA sind an der Seite mit
dem entsprechenden Nukleotid und dessen
Position in der RNA-Sequenz markiert.
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- -—-= - 280 Angegeben ist die jeweilige APA-modifizierte tRNgie zur
= ; Wes 290 Crosslink-Reaktion eingesetzt wurde. Die Analyser de
. .! P~ eluierten Crosslink-Komplexe (1, 2), der eluiertérosslink-
- -300 Eduktbande (E) und Kontrollreaktion mit unbehanrehalt
:-!. 310 Transkript (K) sind beschriftet. Mittig ist eine
- 4l Sequenzierreaktion aufgetragen, welche die RNA-Sexu
:ig! -320 angibt (A, C, G, U). Die Zahlen am seitlichen Rajaben die
.- = - Position in der RNA-Sequenz des Transkriptes amdétitige
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Abb.  4-41: Primer-Extension-Analyse  von
P. marinus Crosslinks mit dem Oligonukleotid
= = a= 240 PmGSPS8
= = - Angegeben ist die jeweilige APA-modifizierte tRNAje
- '::: 250 Zur Crosslink-Reaktion eingesetzt wurde. Die Analger
- -260 eluierten Crosslink-Komplexe (1, 2), der eluierten
- ii 2 970 Crosslink-Eduktbande '(E) unq Kontrollreaktiog mit
& et . unbehandeltem Transkript (K) sind beschriftet. Mitist
& =  .gp eine Sequenzierreaktion aufgetragen, welche die RNA
=% _ _ Sequenz angibt (A, C, G, U). Die Zahlen am seiditRand
.= - -290 geben die Position in der RNA-Sequenz des Trangaip
o ..i' an. Eindeutige Vernetzungsstellen der RNA sind an d
- -300 Seite mit dem entsprechenden Nukleotid und dessen
L 3 !. Position in der RNA-Sequenz markiert.
s _ =5 -0
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-60  Abb. 4-42: Primer-Extension-Analyse von
P. marinus Crosslinks mit dem
Oligonukleotid PmGSP7
Angegeben ist die jeweilige APA-modifizierte
tRNA, die zur Crosslink-Reaktion eingesetzt
wurde. Die Analyse der eluierten Crosslink-
Komplexe (1, 2), der eluierten Crosslink-
9o Eduktbande (E) und Kontrollreaktion —mit
unbehandeltem Transkript (K) sind beschriftet.
Mittig ist eine Sequenzierreaktion aufgetragen,
-100 welche die RNA-Sequenz angibt (A, C, G, U).
Die Zahlen am seitlichen Rand geben die Position
in der RNA-Sequenz des Transkriptes an.
-110 Eindeutige Vernetzungsstellen der RNA sind an
der Seite mit dem entsprechenden Nukleotid und
dessen Position in der RNA-Sequenz markiert.

-120

Abb. 4-43: Primer-Extension-Analyse von P.
marinus Crosslinks mit dem Oligonukleotid
PmGSPS8

Angegeben ist die jeweilige APA-modifizierte tRNAie

zur Crosslink-Reaktion eingesetzt wurde. Die Analger
eluierten Crosslink-Komplexe (1, 2), der eluierten
Crosslink-Eduktbande (E) und Kontrollreaktion —mit
unbehandeltem Transkript (K) sind beschriftet. igitist
eine Sequenzierreaktion aufgetragen, welche die RNA
Sequenz angibt (A, C, G, U). Die Zahlen am seidlith
Rand geben die Position in der RNA-Sequenz des
Transkriptes an. Eindeutige Vernetzungsstellen RIRA
sind an der Seite mit dem entsprechenden Nukleotd
dessen Position in der RNA-Sequenz markiert.
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5'APA-
pre-tRNA,

Abb. 4-44: Primer-Extension-Analyse von
P. marinus Crosslinks mit dem Oligonukleotid
PmGSP8

Angegeben ist die jeweilige APA-modifizierte tRNdig
zur Crosslink-Reaktion eingesetzt wurde. Die Analgier
eluierten Crosslink-Komplexe (1, 2), der eluierten

;‘ - B 20 Crosslink-Eduktbande (E) und Kontrollreaktion mit
C250-G254C - : 250 ynbehandeltem Transkript (K) sind beschriftet. igiist
= - -260 eine Sequenzierreaktion aufgetragen, welche die -RNA
lé%gg‘_ﬁ%gg: &S - B - = -270 Sequenz angibt (A, C, G, U). Die Zahlen am seidlith
.- . = _ @ Rand geben die Position in der RNA-Sequenz des
: & -280 Transkriptes an. Eindeutige VernetzungsstellenRI¢A
A 285 — :; . gg Sind an der Seite mit dem entsprechenden Nuklewté
A289-G292C - == dessen Position in der RNA-Sequenz markiert.
: - BN _ 300
- i = 310
5'APA-
pre-tRNA
A CGU|1 2 E K
= O
- =
30- -
-
40 ; - o —
50- == -
60- - - -
- - —A 66
70- = - —G68 . .
- = Abb.  4-45:  Primer-Extension-Analyse  von
= - P. marinus Crosslinks mit dem Oligonukleotid
b PMGSP7
- : Angegeben ist die jeweilige APA-modifizierte tRNéig zur
90- = = Crosslink-Reaktion eingesetzt wurde. Die Analyser de
- = - - eluierten Crosslink-Komplexe (1, 2), der eluier@mosslink-
- - o = Eduktbande (E) und Kontrollreaktion mit unbeharsfelt
100- g E . ' ’. Transkript (K) sind beschriftet. Links ist eine
Sequenzierreaktion aufgetragen, welche die RNA-Sequ
i - = angibt (A, C, G, U). Die Zahlen am seitlichen Ragdben die
- . - ‘ ' Position in der RNA-Sequenz des Transkriptes amdétitige
110- eo>" - Vernetzungsstellen der RNA sind an der Seite mit de
, . t e = B2 entsprechenden Nukleotid und dessen Position irRé&k-
120- e EY 2 2 Sequenz markiert.
_Teaf*



Ergebnisse 131
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U288-G292[C

c322-6328[

-120

-140

-130 Abb. 4-46: Primer-Extension-Analyse vonP. marinus
Crosslinks mit dem Oligonukleotid PmGSP6
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-160

-170

Angegeben ist die jeweilige pre-tRNA, die zur Cliogs
Reaktion eingesetzt wurde. Die Analyse der eluire@eosslink-
Komplexe (1, 2), der eluierten Crosslink-Eduktbar{é® und
Kontrollreaktion mit unbehandeltem Transkript (K)ind
beschriftet. Mittig ist eine Sequenzierreaktion gaifagen,
welche die RNA-Sequenz angibt (A, C, G, U). Die [Baham
seitlichen Rand geben die Position in der RNA-Sagudes
Transkriptes an. Eindeutige VernetzungsstellerRi¢A sind an
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in der RNA-Sequenz markiert.

Abb. 4-47: Primer-Extension-Analyse von

P. marinus Crosslinks mit dem
Oligonukleotid PmGSP8

Angegeben ist die jeweilige pre-tRNA, die zur
Crosslink-Reaktion eingesetzt wurde. Die Analyse
der eluierten Crosslink-Komplexe (1, 2), der
eluierten Crosslink-Eduktbande (E) und
Kontrollreaktion mit unbehandeltem Transkript (K)
sind beschriftet. Mittig ist eine Sequenzierreaktio
aufgetragen, welche die RNA-Sequenz angibt (A,
C, G, U). Die Zahlen am seitlichen Rand geben die
Position in der RNA-Sequenz des Transkriptes an.
Eindeutige Vernetzungsstellen der RNA sind an der
Seite mit dem entsprechenden Nukleotid und
dessen Position in der RNA-Sequenz markiert.
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- g -240 Kontrollreaktion mit unbehandeltem Transkript
- 250 (K) sind  beschriftet.  Mittig ist eine

-260
= -270 seitlichen Rand geben die Position in der RNA-

Abb. 4-48: Primer-Extension-Analyse von
P. marinus Crosslinks mit dem
Oligonukleotid PmGSP8

Angegeben ist die jeweilige pre-tRNA, die zur
Crosslink-Reaktion eingesetzt wurde. Die Analyse
der eluierten Crosslink-Komplexe (1, 2), der

Sequenzierreaktion aufgetragen, welche die RNA-
Sequenz angibt (A, C, G, U). Die Zahlen am

Sequenz des Transkriptes an. Eindeutige

= -280 vernetzungsstellen der RNA sind an der Seite mit

. -290

dem entsprechenden Nukleotid und dessen Position
in der RNA-Sequenz markiert.

-300

Abb. 4-49: Primer-Extension-Analyse von

P. marinus Crosslinks mit dem Oligonukleotid
PmGSP7

Angegeben ist die jeweilige pre-tRNA, die zur
Crosslink-Reaktion eingesetzt wurde. Die Analyse de
eluierten Crosslink-Komplexe (1, 2), der eluierten
Crosslink-Eduktbande (E) und Kontrollreaktion mit
unbehandeltem Transkript (K) sind beschriftet. igitt

ist eine Sequenzierreaktion aufgetragen, welche die
RNA-Sequenz angibt (A, C, G, U). Die Zahlen am
seitichen Rand geben die Position in der RNA-
Sequenz des Transkriptes an. Eindeutige
Vernetzungsstellen der RNA sind an der Seite mit
dem entsprechenden Nukleotid und dessen Position in
der RNA-Sequenz markiert.

(folgende Seite)

Tab. 4-2: Zusammenfassung aller vernetzten
Nukleotide der P. marinus RNase P RNA
Aufgefuhrt sind fiir jedes verwendete Substrat die
identifizierten Nukleotide mit der Position in der
RNase P RNA-Sequenz, wobei die GroéRe der
ausgefillten Kreise die Signalstarke in den Primer-
Extension-Analysen  widerspiegelt.  Horizontale
Linien begrenzen zusammenhangende Bereiche, in
denen Nukleotide identifiziert wurden. Nukleotider d
einzelnen Bereiche, die nicht identifiziert wurden,
sind nicht aufgefihrt.
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3'APA-pre-tRNAcdcsa | 3’APA-mat-tRNAcdcsa | 5’APA-pre-RNAcca 5'APA-mat-tRNAcca
Signalstarke; Nukleotid | Signalstarke; Nukleotid | Signalstarke; Nukleotid | Signalstérke; Nukleotic
® G5
® C6
® Ci45
® U48
® C52
® UG60
® Gb6l
® A62
® G63
® AG66
® G68 ® G68
® U69 ® U69
@ C70
® UuUll0
® G111
@ C1i12 @ C1l12
® G242 ® G242
® U243 ® U243 ® U243
@® G244 ® G244 @ G244
® (C245 ® (C245 @ C245
® A246 @ A246
® G249
@ C250 ® C250 ® C 250 ° C 250
@ A251 @® A251 @ A251 ° A 251
@ A252 @ A252 @ A252 @® A252
@® A253 @ A253
@® G254 . G 254
® A260
® U264
® G265 ® G265
® A266
® (268 ® (C268
® A269 @® A269
® U284
® A285
® U287 ® U287
@ U288 @® uUZ288 o U 288
@® A289 @® A289 @ A289 o A 289
@® A290 ® A29 @ A2 o A 290
@ A201 @ A291 @ A201 @ A2
@ G=292 @ G292 @ G292 @ G292
® (C313
® C(C316
® (C320 ® C320
® C321 ® (C321
® (C322 ® (C322 ® C 322 o C 322
@® A323 ® A323 ® A323 o A 323
® G324 ® G324 ® G324 o G 324
@® A325 @® A325 @® A325 ® A325
@ Uv326 @ U326 @® U326 @ U326
@ A3 @ A3 @ A3 @ A3
@ G328 @ G328 @ G328 @ G328
® A332 ® A332
@ U333
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Abb. 4-50: Zusammenfassung der Ergebnisse aus derrdSslink-Reaktionen von P. marinus

RNase P RNA mit 3'APA-pre-tRNAcdcsa

Im Sekundarstrukturmodell der RNase P RNA sinddkatifizierten vernetzten Nukleotide mit blauetif&en
hinterlegt. Die Intensitat der Signale der Prime&teasion-Analyse ist durch die GroRe und FarbeHligrsen
wiedergegeben. Die zur Analyse verwendeten Oligteatkie sind eingezeichnet (griin). Rechts obemliest
Sekundarstruktur des verwendeten Substrates mit Miedifizierungen des 3'-CCA-Endes (rot unterlegt)

gezeigt.



Ergebnisse 135

¢
O='F—
>
I
(%)

\ G
s'pppG_c
G-C
A G-C
G-C
U AG c-G
GG A u-a A
C e vea TCgeceet A
G & guecet GleGe c
G, a8A6GCa,  Cu u
-
G-C
U-A
caGuAaucC, U A
NN U A
GGUCAUGGA Ccu
260
G
Nalr U | AU AC
ch¥ geuvuyaget
uuuAuCCg
| uu
280
© GG
LAJ Ad) A
L U J AG
| A C»
UCeePARpAARCEUGEGYYG D
UyGCGCUAUUU AGAGCUAAC, 'y
C-G
2
G-C
o
0 6 A
s-oanaacacorh ™ TTITTEED |
3;CTAGGCUGCGAAAGCUUUCUUUCGUCCU U GxﬁQUAGGUlf
GSPS 380 A As 30| Signalstarke:
U AA .
CGGCCC
>0>0

Abb. 4-51: Zusammenfassung der Ergebnisse aus derrdSslink-Reaktionen von P. marinus
RNase P RNA mit 3’APA-mat-tRNAcqcsa

Im Sekundarstrukturmodell der RNase P RNA sinddkatifizierten vernetzten Nukleotide mit blauetifg&en
hinterlegt. Die Intensitat der Signale der PrimateBsion-Analyse ist durch die Grol3e und FarbeHdigrsen
wiedergegeben. Die zur Analyse verwendeten Oligtmmtkie sind eingezeichnet (griin). Rechts obemlisst
Sekundéarstruktur des verwendeten Substrates mit Miedifizierungen des 3'-CCA-Endes (rot unterlegt)
gezeigt.
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Abb. 4-52: Zusammenfassung der Ergebnisse aus derrdSslink-Reaktionen von P. marinus
RNase P RNA mit 5’APA-pre-tRNAcca

Im Sekundarstrukturmodell der RNase P RNA sinddkatifizierten vernetzten Nukleotide mit blauetif&en
hinterlegt. Die Intensitat der Signale der Primateasion-Analyse ist durch die Gré3e und FarbeHdigrsen
wiedergegeben. Die zur Analyse verwendeten Oligteatkle sind eingezeichnet (grin). Rechts obemliest
Sekundarstruktur des verwendeten Substrates mit Miedifizierungen des 5’-Nukleotides (rot unterlegt)
gezeigt.
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Abb. 4-53: Zusammenfassung der Ergebnisse aus derrdSslink-Reaktionen von P. marinus
RNase P RNA mit 5’APA-mat-tRNAcca

Im Sekundarstrukturmodell der RNase P RNA sinddkatifizierten vernetzten Nukleotide mit blauetif&en
hinterlegt. Die Intensitat der Signale der Primateasion-Analyse ist durch die Gré3e und FarbeHdigrsen
wiedergegeben. Die zur Analyse verwendeten Oligteatikle sind eingezeichnet (grin). Rechts obemliest
Sekundarstruktur des verwendeten Substrates mit Miedifizierungen des 5’-Nukleotides (rot unterlegt)
gezeigt.
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4.9. Crosslink-Experimente mit pre-tRNAc ca und 3’APA-pre-tRNA cca

Eine weitere Moglichkeit, die Kontaktstelle des@GCGA-Endes einer tRNA mit der RNase P RNA zu
bestimmen, besteht in der Modifikation des 3'-Endéss’CTP. Dieses Nukleotid-Analogon ist wie

s'UTP photochemisch anregbar und sollte deshalb alterftir Crosslink-Experimente einzusetzen
sein. Im sauren Milieu hat es zwei AbsorptionsmaxioeiAmax = 231 nm bzw. 276 nm (Abb. 4-54),

die allerdings im Bereich der energiereichen U\&aBlung liegen.

o0 Rl D eEsa Abb. 4-54: Absorptionsspektrum von
R s SCTP
0,08 P . Gezeigt ist das Spektrum eind€FP-Ldsung in
.§ 0,06 [t 4 Wasser/HCI. Aufgetragen ist die Wellenlange
5 T . (nm) gegen die Absorption.
2 MRS L U 1: Absorptionsmaximum bei 231 nm;
o0 it Do Ul S S 2: Absorptionsmaximum bei 276 nm
0,0L ' : e

220 240 260 280 300 320 340 360 380 400 [nm]

Die T7-Polymerase baufGTP nicht wie 2UTP in einerin vitro Transkription in RNAs ein. Deshalb
wurde es mit Hilfe der Nukleotidyltransferase, wedcSCTP als Substrat erkennt, in das 3'-Ende der
tRNA insertiert (Sprinzkt al.,1977). Das Synthese-Produkt pre-t%ﬂ%A (4.5.4.) wurde analog zu
APA-modifizierten tRNAs (4.8.) in Crosslink-Reaktien mitP. marinusRNase P RNA eingesetzt
(3.10.4.2.). Die Anregung dedGwurde mit UV-Licht der Wellenlange 254 nm fiir 5-Minuten
durchgefuhrt. Bei der Auftrennung des Reaktionsaesaauf einem denaturierenden PAA-Gel zeigten
sich aber keine spezifischen RNA-RNA-Komplexe. lgéidh unspezifische Banden, welche die
erwartete Laufstrecke aufwiesen, fanden sich imtideher Form aber auch in den Kontrollansatzen
wieder. Zusatzlich bewirkte die verwendete enegjidre Strahlung, dass die eingesetzten RNAs fast
vollstandig zerstort wurden. Auch die Verwendung Birahlung mit der Wellenlange 302 nm flhrte
zu dem gleichen Ergebnis. Aus diesem Grund WUFdEp[ﬁ-tRNA:SZCA mit der APA-Gruppe ant€
modifiziert (4.7.4). Das Reaktionsprodukt 3’APA-ﬂI%I\IACSZCA wurde in Crosslink-Reaktionen
(3.10.4.2.) eingesetzt. Trotz der rédumlich flexible APA-Gruppe und der energiearmeren
Bestrahlung bei 302 nm konnten auch mit dieser tRWAifikation keine spezifischen RNA-RNA-
Komplexe erhalten werden. Deshalb wurdé@T$-modifizierte tRNAs nicht weiter in Crosslink-
Reaktionen eingesetzt.

4.10. Crosslink-Experimente mit APA-8U-RNase P RNA

Durch Anhéngen von p-Azidophenacyl an die Thiocay@ruppe des*s) wurdeP. marinusAPA-
s'U-RNase P RNA erhalten (4.7.3). Mit dieser zusételhn Variante wurden parallel ztiUsRNase P
RNA (4.3.3.2) Crosslink-Experimente bei 302 nm dhgefihrt. Bei der Auftragung der
Reaktionsansatze auf PAA-Gele wurde bei beiden tRewmitypen das identische Muster an
spezifischen RNA-RNA-Komplexen gleicher Banden-hsigit gefunden. Diese Komplexe wurden
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isoliert und aufgereinigt (3.10.4.2.). Bei den diie3enden Primer-Extension-Reaktionen ergaben die
Analysen der RNase P- und der tRNA-Komponente jed@ine besseren Ergebnisse als jene, die mit
s'U-RNase P RNA erhalten wurden. Weder auf der SséteRNase P RNA noch bei der tRNA
konnten in den Analysen vernetzte Nukleotide idemit werden. Aus diesem Grund wurde
APA-s'U-RNase P RNA nicht weiter in Crosslink-Reaktiorsmgesetzt.

4.11. Crosslink-Experimente mitC. paradoxa RNase P RNA

Baum und Schon (1996) konnten fiir die CyanellenQigraradoxadie erste RNA-Untereinheit einer
RNaseP aus photosynthetischen Organellen nachweiseseR&IA ist im Cyanellen-Genom codiert.
Sowohl die Sequenz als auch die postulierte A-TppSZruktur der RNA zeigt grofe Homologien zu
cyanobakteriellen RNase P RNAs. In Analogie zur Mehl der Cyanobakterien, jedoch im
Gegensatz zu den meisten anderen Bakteriengrugpehilt die Cyanellen-RNase P RNA keine
Bindungsstelle fur das pre-tRNA 3'-CCA-Ende. Ihexj@enz weicht an zwei sonst voll konservierten
Positionen (A22; A213) vom bakteriellen KonsensbisTotz der groRen Ahnlichkeit der Cyanellen-
RNaseP-RNA zum Cyanobakterien-Typ zeigin vitro synthetisierte RNA auch unter
Hochsalzbedingungen  keine  Ribozym-Aktivitat. Die wdichung vom  bakteriellen
Ribozymkonsensus in den Positionen A22 und A213ietfir nicht verantwortlich (Cordier, 1998;
Heubeck, 2003). Das Fehlen des CCA-Bindungsmotivsahezu allen cyanobakteriellen RN&se
RNAs schliel3t eine hierdurch verhinderte Substnaliaig als Grund fur die fehlende Cyanellen-
Ribozym-Aktivitat ebenfalls aus (Hessal, 1998).

Aus diesem Grund sollte durch Crosslink-Experimettite Substratbindungsstelle dér paradoxa
RNase P RNA identifiziert werden. Die verschiedemeAzidophenacyl-modifizierten tRNZS-
Varianten, die erfolgreich im homologéh marinusSystem benutzt wurden (4.8.), sollten deshalb
auch fur diese Untersuchung eingesetzt werden.

4.11.1. Prozessierung von tRNA? durch C. paradoxa RNase P RNA unter Crosslink-
Bedingungen

Um zu Uberprifen, wie sich die Crosslink-Bedingungéie fir das homologP. marinusSystem
optimiert wurden (4.8.2.), auf die Prozessierungmeschaften deC. paradoxaRNase P RNA
auswirken, wurden Kinetiken durchgefiihrt. Das Rok | linearisierte Plasmid pT7CyRPR-wt wurde
in einer praparativen T7-Transkription (3.4.3.) gasetzt. Das aufgereinigte Transkript der
paradoxa RNase P RNA wurde zusammen mit Transkript der marinus pre-tRNA" in
Prozessierungsansatzen eingesetzt. Die Konzemteatil00 nM Enzym; 1000 nM Substrat) waren
dabei den bei Crosslink-Experimenten verwendeteentisch. Als Reaktionspuffer wurde
Bindungspuffer 6 (4.3.3.1.) mit Mganstelle von Cédverwendet. Es zeigte sich allerdings auch nach
einer Inkubation von 20 h keinerlei Prozessierukiygi#it der C. paradoxaRNase P RNA (Abb. 4-
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55). Um eine moglicherweise geringfiigig vorhand@&mezessierungsaktivitat sichtbar zu machen,
wurden in weiteren Ansatzen lediglich 20000 cpm Substrat unter den gleichen Bedingungen
eingesetzt. Aber auch hier zeigte sich keine Ribwgenschaft der RNase P RNA (Abb. 4-55).

T PK 1 1 1 1|P K 2 2 2 2 |
05 0505 1 5 20 |[h]

05 0505 1 5 2

pretRNAcs - Apb. 4-55: Prozessierung von
Arginin  pre-tRNA cca mit C.
paradoxa RNase P RNA unter
Crosslink-Bedingungen

= Gezeigt sind die Reaktionen von Q:
paradoxaRNase P RNA (100 nM) und
pre-tRNA (1000 nM; 20000 cpm) und 2:
RNase P RNA (100 nM) und pre-tRNA
(20000 cpm). Die Durchfihrung der
Reaktion im Reaktionspuffer. (3 M
NH,OAc, 50 mM MOPS, 250 mM
Ca(OAc), pH 8,0) ist durch die
Inkubationszeit (h) bei deren Auslassen
durch - angegeben. Eine
Prozessierungs-Kontrolle ni#t marinus
RNase P RNA (K), Pufferkontrolle (P)
und  Transkriptkontrolle (T) sind
angegeben. Am rechten Rand sind die
Edukte und Produkte der
Prozessierungs-Reaktionen gekenn-
zeichnet.

mat-tRNA

Ead — 5'-Flanke

4.11.2. Crosslink-Reaktion vorC. paradoxa RNase P RNA mit APA-modifizierten
tRNAs

Zur Untersuchung des Enzym-Substrat-Komplexes GugaradoxaRNase P RNA und tRNA?
wurden Crosslink-Experimente durchgefuhrt. Hietfiitmden die synthetisierten Substrate 3'APA-pre-
tRNACgcsa 3'’APA-mat-tRNAcqcsa (4.7.2.), 5’APA-pre-tRNAca und 5’APA-mat-tRNAsca (4.7.1.)
verwendet. Durch die Positionierung der APA-Gruppe 3'-CCA Ende sowie am 5’-Nukleotid von
pre- und mat-tRNA kénnen die erhaltenen Crosslimkdaglexe Aufschluss Uber die Positionierung
der tRNA im Komplex geben. Die Bedingungen und Dierchfiihrung der Crosslink-Reaktionen
wurden analog zu den Crosslink-ReaktionenfnitnarinusRNase P RNA gewahlt (4.8.3.).

Mit allen vier Substraten wurden unmittelbar spgsztie RNA-RNA-Komplexe erhalten, die nur in
Reaktionen auftraten, in denen die photosensitiveA&ruppe vorhanden war (Abb. 4-56).
Unspezifische Banden, die nur auf die Einwirkung derwendeten UV-Lichtes zurtickzufiihren sind,
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traten hingegen auch in den Kontrollreaktionen aufjenen keine APA-Gruppe anwesend war. Da
die Effizienz der spezifischen Komplex-Bildung rhgi den Substraten 3’APA-pre-tRN4csa und
5'APA-pre-tRNAcca gro3 genug war, wurde im Weiteren nur mit ihnentavegearbeiten. Die
spezifischen Komplexe (Komplexe 1-2) wurden nacm ée Abb. 4-56 angegebenen Schema isoliert
und aufgereinigt (3.10.4.2.).

s o
A e ™
T Kpre ’5 6 Kmat ’bh 6
I | 1
2
Abb. 4-56: Crosslink Reaktion von

— C. paradoxa RNase P RNA mit
APA-modifizierten tRNAs

Gezeigt sind Crosslink-Reaktionen von
RNase P RNA (100 nM; 200000 cpm) mit
APA-modifizierten tRNAs (1000 nM) in
Bindungspuffer 6. Die  Crosslink-
Reaktionen (302 nm; 5 min) mit den
jeweiligen APA-modifizierten tRNAs sind
beschriftet. Kontrollreaktionen (K) mit
unmodifizierter tRNA fpre-tRNAcca,
mat-tRNAcca) und eine
RNase P RNA-Transkriptkontrolle (M
sind angegeben. Am rechten Rand sind die
zur  RNA-Isolierung ausgeschnittenen
Bereiche (1, 2 und E) gekennzeichnet.

e

Da auf der Seite der tRNA-Komponenten durch die AWddifikationen die Position der

Vernetzungsstellen gegeben ist, wurde ausschlfefdie RNase P RNA der entsprechenden
Komplexe mittels Primer-Extension-Analyse auf ddevgiligen vernetzten Nukleotide hin untersucht
(3.5.3.). Dafur wurden hauptséachlich die Oligonokige CyGSP2, CyGSP6 und CyGSP7 verwendet.
Die Oligonukleotide CyGSP8 und CyCprpOL waren wenigeffizient, so dass sie keine

weitergehende Verwendung fanden.

Als Kontrollen wurden neben der isolierten Edukibarder Crosslink-Reaktion (Bande E) auch
unbehandelte Transkripte von RNase P RNA in diem®rExtension eingesetzt. Durch den Signal-
Vergleich zwischen den Kontrollen (natirliche umdiuzierte Strangbriiche) und den Komplexen
lassen sich so Vernetzungsstellen lokalisieren. j&mtem verwendeten Substrat wurden mit den
Oligonukleotiden jeweils 2-3 Datensatze ermittettn denen einige exemplarisch gezeigt sind (Abb.
4-57 — 4-61). Die identifizierten vernetzten Nukide der RNase P RNA sind in Tab. 4-4 und in
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Sekundarstruktur-Darstellungen fur jedes verwen@etlestrat zusammengefasst (Abb. 4-62 — 4-63).

Fur eine bessere Ubersichtlichkeit der folgendehildingen sind diese in Tab. 4-3 aufgefiihrt.

Substrat Oligonukleotic | Abbildunc| Zusammenfassur g
3'APA-pre-tRNAcqcsa| CyGSP6 4-57 Tab. 4-4; Abb. 4-62
CyGSP7 4-58; 4-59
CyGSPs 4-60; 4-61
5'APA-pre-tRNAcca | CyGSP6 4-57 Tab. 4-4; Abb. 4-63
CyGSP7 4-58; 4-59
CyGSPS8 4-60; 4-61

Tab. 4-3: Ubersicht tiber Abbildungen derC. paradoxa Crosslink-Reaktionen
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pre-tRNA
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pre-tRNA..,
KE21|ACGU|K1 2 E

-220
-230
-240
-250

-260
-270

-280

-290

-300

-310

-320

Abb. 4-57: Primer-Extension-Analyse von

C. paradoxa Crosslinks mit dem Oligonukleotid
CyGSP6

Angegeben ist die jeweilige APA-modifizierte tRNAie

zur Crosslink-Reaktion eingesetzt wurde. Die Analger
eluierten Crosslink-Komplexe (1, 2), der eluierten
Crosslink-Eduktbande (E) und Kontrollreaktion mit
unbehandeltem Transkript (K) sind beschriftet. iitist
eine Sequenzierreaktion aufgetragen, welche die RNA
Sequenz angibt (A, C, G, U). Die Zahlen am seidlich
Rand geben die Position in der RNA-Sequenz des
Transkriptes an. Eindeutige Vernetzungsstellen RIRA
sind an der Seite mit dem entsprechenden Nukleoiil
dessen Position in der RNA-Sequenz markiert.
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Abb. 4-58: Primer-Extension-Analyse von

C. paradoxa Crosslinks mit dem Oligonukleotid
CyGSP7

Angegeben ist die jeweilige APA-modifizierte tRNéig

zur Crosslink-Reaktion eingesetzt wurde. Die Analgsr
eluierten Crosslink-Komplexe (1, 2), der eluierten
Crosslink-Eduktbande (E) und Kontrollreaktion mit
unbehandeltem Transkript (K) sind beschriftet. igiist
eine Sequenzierreaktion aufgetragen, welche die -RNA
Sequenz angibt (A, C, G, U). Die Zahlen am seidliith
Rand geben die Position in der RNA-Sequenz des
Transkriptes an. Eindeutige VernetzungsstellenRI¢A
sind an der Seite mit dem entsprechenden Nuklewtit
dessen Position in der RNA-Sequenz markiert.

Abb. 4-59: Primer-Extension-Analyse von

C. paradoxa Crosslinks mit dem Oligonukleotid
CyGSP7

Angegeben ist die jeweilige APA-modifizierte tRNAie

zur Crosslink-Reaktion eingesetzt wurde. Die Analger
eluierten Crosslink-Komplexe (1, 2), der eluierten
Crosslink-Eduktbande (E) und Kontrollreaktion mit
unbehandeltem Transkript (K) sind beschriftet. gitist
eine Sequenzierreaktion aufgetragen, welche die RNA
Sequenz angibt (A, C, G, U). Die Zahlen am seidliith
Rand geben die Position in der RNA-Sequenz des
Transkriptes an. Eindeutige Vernetzungsstellen RISA
sind an der Seite mit dem entsprechenden Nukleotl
dessen Position in der RNA-Sequenz markiert.
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3'APA- 5'APA-
pre-tRNAycen pre-tRNA
K E 2 1 | A C G U | K 1 2 E

Abb. 4-60: Primer-Extension-
Analyse vonC. paradoxa Cross-
links mit dem Oligonukleotid
CyGSP2
Angegeben ist die jeweilige APA-
modifizierte  tRNA, die zur
Crosslink-Reaktion eingesetzt
wurde. Die Analyse der eluierten
-50 Crosslink-Komplexe (1, 2), der
eluierten Crosslink-Eduktbande (E)
und Kontrollreaktion mit

U32-A34LC
A43—

G46-C48[C

60 nbehandeltem Transkript (K) sind
Ue4-Ue65 beschriftet. Mittig ist eine
Sequenzierreaktion aufgetragen,
W 70 welche die RNA-Sequenz angibt (A,
C, G, U). Die Zahlen am seitlichen
G77-U78C Rand geben die Position in der
-80 RNA-Sequenz des Transkriptes an.
_ Eindeutige Vernetzungsstellen der
Sl RNA sind an der Seite mit dem
entsprechenden  Nukleotid und
A89-Co0C 90 dessen Position in der RNA-Sequenz
A94-U95C markiert.
uo7—
3'APA- 5'APA- Abb. 4-61: Primer-Extension-Analyse
pre-tRNA e pre-tRNA, von C. paradoxa Crosslinks mit dem
K E 2 1|A C G U | K 1 2 E Oligonukleotid CyGSP2

Angegeben ist die jeweilige APA-
modifizierte tRNA, die zur Crosslink-
- Reaktion eingesetzt wurde. Die Analyse der
s eluierten Crosslink-Komplexe (1, 2), der
eluierten Crosslink-Eduktbande (E) und
Kontrollreaktion mit  unbehandeltem
Transkript (K) sind beschriftet. Mittig ist
eine  Sequenzierreaktion  aufgetragen,
welche die RNA-Sequenz angibt (A, C, G,
— 30 U). Die Zahlen am seitlichen Rand geben
progpe—y die Position in der RNA-Sequenz des
Transkriptes an. Eindeutige
- -40 Vernetzungsstellen der RNA sind an der
Seite mit dem entsprechenden Nukleotid
und dessen Position in der RNA-Sequenz
markiert.
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3'APA-pre tRNAcqcsa | 5’APA-pre tRNAcCA 3'APA-pre tRNAcdcsa | 5/APA-pre tRNAccA
Signalstarke; Nukleotic | Signalstérke; Nukleotis Signalstarke; Nukleotic | Signalstérke; Nukleotic
® U2 ® Ui ® U1es
® Uozs ® G200 ® G200
® ua ® ua ® vuo: ® uo:
® c33 ® (33 ® uou ® v
® Az ® A3 ® co ® cop
® A3 ® A4 ® Gas ® Gos
® G ® G ®  A2i6 ®  A2i6
® usr ® uar ® cos ® cos
® cus ® Cus ®  A219 ®  A219
® s ® Go2 ® G
® uss ® va ® U223 ® U223
® uss ® uss ® U224 ® U2
® G ® &7 ® uxs ® uxs
® c3 ® ¢ ® ca3 ® ca3
® cn ® G~ ® L34 ® L34
® us ® uws ® 317 ® 317
® cs3 ® cCs3 ® uszs ®  Us3is
® cas ® csas ® A3l ® A3l
® rso ® rso ® usp ® usp
® cwo ® cwo ® r32 ® .,
® G ® Gcu ® r3x ® .33
® Ao ® A ® c3u ® c:3u
® Go3 ® G
® Lo ® L
® uss ® uoss
® uo ® v

Tab. 4-4: Zusammenfassung aller vernetzten Nukleate derC. paradoxa RNase P RNA

Aufgefuihrt sind fur jedes verwendete Substrat dientifizierten Nukleotide mit der Position in der
RNase P RNA-Sequenz, wobei die GroRe der ausgafilreise die Signalstéarke in den Primer-Extension-
Analysen widerspiegelt. Horizontale Linien begrenzzuisammenhangende Bereiche, in denen Nukleotide
identifiziert wurden. Nukleotide der einzelnen Behe, die nicht identifiziert wurden, sind nichtfgefihrt
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Abb. 4-62: Zusammenfassung der Ergebnisse der Crdsk-Reaktionen von C. paradoxa RNase
P RNA mit 3'’APA-pre-tRNA cdcsa

Im Sekundarstrukturmodell der RNase P RNA sinddkatifizierten vernetzten Nukleotide mit blauetif&en
hinterlegt. Die Intensitat der Signale der Prime&teBsion-Analyse ist durch die GroRe und FarbeEdigrsen
wiedergegeben. Die zur Analyse verwendeten Oligteatikle sind eingezeichnet (griin). Rechts obemliest

Sekundarstruktur des verwendeten Substrates mit Miedifizierungen des 3'-CCA-Endes (rot unterlegt)
gezeigt.
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Abb. 4-63: Zusammenfassung der Ergebnisse der Crdsk-Reaktionen von C. paradoxa RNase

P RNA mit 5’APA-pre-tRNA cca

Im Sekundarstrukturmodell der RNase P RNA sinddkatifizierten vernetzten Nukleotide mit blauetif&en
hinterlegt. Die Intensitat der Signale der Primateasion-Analyse ist durch die Gré3e und FarbeHdigrsen
wiedergegeben. Die zur Analyse verwendeten Oligteatikle sind eingezeichnet (grin). Rechts obemliest
Sekundarstruktur des verwendeten Substrates mit Miedifizierungen des 5’-Nukleotides (rot unterlegt)
gezeigt.
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4.12. Qualitativer Nachweis von Thioketonen und Thalen in RNA

Durch den Spot Test nach Feigl (3.11.3.) kann tpiadidas Vorhandensein von Thioketonen und
Thiolen als funktionelle Gruppe in organischen Mdalen nachgewiesen werden. Diese Moglichkeit
wurde auf die einzelnen Stufen der in dieser Arbgitthetisierten RNAs, die durch die Verwendung
der Nukleotide TP, GMPS, ATRS und &CTP diese funktionellen Gruppen enthalten, angeetend
In Abb. 4-64 sind exemplarisch pro Zeile einzelnymt8esewege dokumentiert. Das Vorhandensein
der Thioketon- und Thiol-Gruppen in den modifizeartRNAs wurde mit diesem Test bereits im
analytischen Malfl3stab (0,08-1,4 nmol RNA; Abb. 4-éihdeutig belegt, indem zu einem vorgelegten
Volumen von 400-600 pl der lod-Azid-Losung 1-20 ddr Probenlésung zugegeben wurden. Die
weitergehende Modifizierung dieser Thio-Gruppenctudie APA-Gruppe unterdriickt hingegen die
Reaktion mit der Jod-Azid-Lésung nicht vollstandiEntweder verlauft diese Modifizierung nicht
guantitativ, oder die Thio-Gruppen bleiben weiterliiir eine Reaktion mit der Jod-Azid-Lésung
zuganglich. Eine deutliche Verringerung der Gasemdwng ist allerdings zu beobachten, so dass
auch fur diesen Syntheseschritt eine qualitativesage Uber die Effizienz gemacht werden kann.

Nukleotid- modifiziertes APA-
Kontrollen Lésung Transkript Modifizierung
H,0 sUTP s*U-RNase P RNA
— GMPS 5'GMPS-pre-tRNA,|  5'APA-pre-tRNA.,
RNase P RNA

—

-; _1

ATPaS

mat-tRNA yc.n

3'APA-mat-tRNAG,con

Mercaptoethanol

s?CTP pre-tRNA 2.,

Abb. 4-64: Nachweis von Thioketonen und Thiolen dwh den Spot-Test nach Feigl

Gezeigt sind Reaktionen der in Synthesen verwendétileotide SJTP (10 nmol), GMPS (50 nmol), AT
(10 nmol) und &TP (10 nmol). Die Reaktionen der jeweiligen SysEhé’rodukte“SJ RNase P RNA (0,08
nmol), 5’GMPS-pre-tRN&ca (0,66 nmol), mat-tRNBycsa (1,4 nmol) und pre- tRNés ca (0,2 nmol) und die
durch Modifizierung mit APA-Br erhaltenen RNAs 5'AFpre-tRNAcca (0,23 nmol) und 3’APA-mat-
tRNAcdcsa (0,2 nmol). Als Kontrolle sind Reaktionen mit Wagsunmodifiziertem RNase P RNA-Transkript
(0,15 nmol) und Mercaptoethanol (0,14 umol) gezeigt
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4.13. Modelling der 3D-Strukturen vonP. marinus RNase P RNA und
tRNAM

Da die RNase P RNA auR. marinuseine Sekundarstruktur vom Typ A aufweist (Gimi899)
sollte ein Vorschlag fur ihre dreidimensionale 8tan auf der Basis vorkE. coli RNase P RNA
(Typ A) ermittelt werden.

Ausgehend von der publizierten 3D Struktur Heicoli RNase P RNA (Abb. 4-65), welche aufgrund
von Sequenz-Alignments und experimentellen Crosdliaten erstellt wurde (Massied al, 1998),
sowie der Kristallstruktur von Hefe tRN® (Abb. 4-67; Westhof, 1985) wurden die 3D-Strukture
von P. marinusRNase P RNA (Abb. 4-66) und des in dieser Arbeitmendeten Substrates tRNA
(Abb. 4-68) mit dem Programm ERNA-3D manuell moeell (3.14.). Eine weitergehende
Optimierung der Strukturen durch Energieminimierway allerdings nicht moglich.

Abb. 4-65: 3D Modell vonE. coli RNase P RNA

Gezeigt ist die Backbone-Darstellung der Strukfdagsireet al, 1998). In der Ansicht von Vorder- und
Ruckseite sind die Helices und strukturell zusanirfdagende Bereiche durch die Farben pink (P1, P%, P5
orange (P2, P3), gelb (P6, P15, P16, P17), rotRR@/11, P12), grin (P8, P9), blau (P13, P14) yad ¢P18)
gekennzeichnet. Die postulierte Position deE.ircoli nicht vorhandenen Helix P19 ist mintgriin dargéstel
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Abb. 4-66: 3D Modell vonP. marinus RNase P RNA

Gezeigt ist die Backbone-Darstellung der mit ERNA-8rzeugten Struktur. In der Ansicht von Vorderdun
Ruckseite sind die Helices und strukturell zusaniriagende Bereiche durch die Farben pink (P1, P4, P5
orange (P2, P3), gelb (P6, P15, P16), rot (P7,1R10?12), grin (P8, P9), blau (P13, P14), cyan \Rb&
mintgrin (P19) gekennzeichnet.

TWC-Domdne TWC-Domadne
" 5'-Flanke 5'-Flanke

")

T—
: ‘lariable Schleife variable Schleif /
Ne ~

\ Anticodon-Domane Anticodon-Domane \

Abb. 4-67: 3D Modell von Hefe pre-tRNASP

Gezeigt ist die Backbone-Darstellung der Strukiegthof, 1985; Massiret al, 1998). In der Ansicht von
Vorder- und Rickseite sind die einzelnen Doméanerttddie Farben mintgriin (5’-Flanke), blau (Acceptor
Stamm), pink (D-Doméne), orange (Anticodon-Doméage)b (variable Schleife), griin IC-Domane), hellrot
(Diskriminator-Base) und rot (3'CCA-Ende) dargelstel
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Abb. 4-68: 3D Modell vonP. marinus pre-tRNA*"
Gezeigt ist die Backbone-Darstellung der mit ERNA-8rzeugten Struktur. In der Ansicht von Vorderdun
Rickseite sind die einzelnen Doméanen durch diedrantintgriin (5’-Flanke), blau (Acceptor-Stamm),kp{D-

Domane), orange (Anticodon-Domane), gelb (varidggaleife), griin (WC-Domane), hellrot (Diskriminator-
Base) und rot (3'CCA-Ende) gekennzeichnet.
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5. Diskussion

Das ubiquitar vorkommende magnesium-abhangige Eipanuklease P (RNase P) ist fir die 5'-
Reifung der Vorlaufer-tRNA (pre-tRNA) verantworttic Die essentielle Endonuklease hydrolysiert
die Phosphodiesterbindung zwischen 5'-Flanke uriterrdRNA des tRNA-Primartranskriptes
(Altman, 1971; Robertsost al, 1972). Das bakterielle Holoenzym besteht ausrdhretein- und
einer RNA-Untereinheit.In vitro ist die RNA bei hohen lonenstarken in der Lages tedns-
agierendes Ribozym zu fungieren (Guerrier-Taketda.,, 1983).

Fur diese Arbeit war die Frage nach der Substrdtiigsstelle von RNase P RNA aus
Cyanobakterien und Cyanellen der Ausgangspunkt. Digersuchung der RNa& RNA aus
Prochlorococcus marinu€CMP1375, dién vitro katalytische Aktivitat zeigt, und RNase P RNA aus
den Cyanellen vonCyanophora paradoxawelche keine Ribozymeigenschaft aufweist, sollten
hierliber Aufschluss bringen.

5.1. RNaseP RNA ausProchlorococcus marinus CCMP1375

Die Sekundarstruktur der RNase P RNA @nmarinusgehoért zum Typ A (Abb. 1-2), was durch
chemische und enzymatische Strukturuntersuchungiegtbist (Gimple, 1999). In Ubereinstimmung
mit tRNA-Genen von Cyanobakterien und PlastidenimstUnterschied zu denen ahs coli, das 3'-
CCA-Ende nicht codiert. Die RNase P RNA besitzt demuenterweise in der asymmetrischen
Schleife zwischen P15 und P16, die durch J15/16 Jb@l15 gebildet wird, wie die meisten
Cyanobakterien kein 5-GGU-3’-Bindungsmotiv fur diisCCA-Ende der Substrate (Abb. 1-14).
Unterin vitro Bedingungen zeigt die RNase P RNA katalytischevtiit. Allerdings werden hierzu
hohe Konzentrationen an Kg250 mM MgCl) und monovalenten Kationen (2-3 M J@H) benétigt.
Zusatzlich ist das Vorhandensein des 3'-CCA-EndgstRNAs die Voraussetzung fur eine effiziente
Substraterkennung und Reifung. Diese Erkenntnisdenallerdings ausschliesslich in heterologen
Prozessierungssystemen it coli pre-tRNA”Y" und Chloroplasten pre-tRNA gewonnen (Hesst
al., 1998). So zeigte eine Mutant®®QCA) von pre-tRNA", bei der das 3'-CCA-Ende fehlt, kaum
messbare Produktbildung. Auch mit dem ungewdhnficBeibstrat pre-tmRNA au€. paradoxa
wurde bevorzugt das Substrat mit 3'-CCA-Ende prsiees(Gimple, 1999). Diese Spezifitat fur pre-
tRNA-Substrate mit korrektem 3’-CCA-Ende wurde adth RNase P RNA des Cyanobakteriums
Prochlorococcus hollandicéestgestellt. Dieses Cyanobakterium besitz altgyslim Gegensatz 2.
marinusdas 5’-GGU-3’-Bindungsmotiv in J15/16 (FingerhaduSchén, 1998).

Im Gegensatz hierzu stehen kinetische Untersuchudgge Cyanobakteriun®&ynechocysti6803. Die
RNase P RNA weist wie bei den meisten Cyanobaktegiiee vergrol3erte interne Schleife J15/16 auf,
in der allerdings, wie nur in wenigen Cyanobakteridas 5-GGU-3’ Bindungsmotiv vorhanden ist.
Fur diese RNase P RNA konnte in homologen Prozesgijesystemen mit Synechocystis pre-
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tRNA®" und pre-tRNA" festgestellt werden, dass fiir Substrate ohne 3-@iDe hohere Spezifitat
vorliegt, so dass diese bevorzugt prozessiert wefdmque, 1997; Pascual und Vioque, 1999).

5.2. Substratspezifitdt vonP. marinus RNase P RNA
5.2.1. Synthese von Transkriptionsklonen

Um die Substratspezifitat dé&. marinusRNase P erstmals im homologen System zu untersuche
wurde als Substrat tRNMcc, gewahlt (1.4.1.1.).

Da der Einfluss des 3-CCA-Endes des Substrates imeresse ist, wurden zwei T7-
Transkriptionsklone der tRN¥cc, hergestellt (pPmtRNAArgl, pPmtRNAArg2), die durch
Enzymvariation flga |, Fok I, Bst NI) bei der Restriktionshydrolyse der Plasmide magner
anschlielenden run-off-T7-Transkription untersclibeé 3'-Enden der resultierenden Transkripte
aufweisen (4.1.1.) und alle eine 5-Flanke von 1%5ler genomischen Sequenz enthalten. Mit diesen
Transkriptionsklonen kdnnen somit die vitro-Transkripte pre-tRNAca, pre-tRNAcc, pre-tRNAc
und pre-tRNAcca synthetisiert werden.

Um auch die Bindung der reifen tRNAs zu untersuchemurden ausgehend von diesen
Transkriptionsklonen durch Deletion der 5-Flanker dRNAs die Plasmide pPmtRNAArg3 und
pPmMtRNAArg4 gewonnen (4.1.2.). Abgesehen vom Fetiams’-Flanke, weisen sie am 3'-Ende des
tRNA-Gens dieselbe Anordnung der Restriktionsststeilen furHga I, Fok | und Bst NI wie ihre
jeweiligen Ausgangsplasmide auf. Durch T7-Tranglaiplassen sich mit ihnen folglich die vitro-
Transkripte mat-tRNAca, mat-tRNAcc, mat-tRNAc und mat-tRNAcca synthetisieren.

5.2.2. Enzymkinetische Untersuchung des homolog&marinus Prozessierungssystems

Die Bestimmung der Substratspezifitat und der erkayetischen Parameter der ProzessierungR.on
marinus pre-tRNA"® durch P. marinusRNase P RNAn vitro, wurde ausschlieRlich untsteady-
stateBedingungen durchgefuhrt (3.12.1.). In diesen Kksm unter Gleichgewichtsbedingungen
(steady-state wird das Substrat in groRem Uberschuss eingesbtes hat zur Folge, dass alle
Enzym-Molekille zur gleichen Zeit mit Substrat gegéitsind, und mehere Prozessierungszyklen
durchlaufen kdnnennfultiple turn-ove). Deshalb ist lediglich die Produktfreisetzunge diurch die
Bindungsstarke des Enzym-Substrat-Komplex beeistflugrd, geschwindigkeitsbestimmend. Dies
wird durch die Michaelis-Menten-Konstante (K beschrieben. Eine Erhdhung des,-Wertes
resultiert auch in einer Erhéhung der Effizienz-Kamte k,;, welche angibt, wie viele
Prozessierungszyklen in einer Zeiteinheit mit dieSubstrat moglich sind. Die Spezifitats-Konstante
(keafKm) gibt Ausdruck dartiber, welches Substrat vom Enbgworzugt umgesetzt wird. GrolRere
Werte dieses Verhaltnisses belegen eine gesteigpesfitat des Enzyms fir dieses Substrat.
Aussagen Uber die Substratbindung und die Realdiernzur Produktbildung fuhrt, sind unter diesen
Reaktionsbedingungen nicht moglich. Dies ist nuteusingle turn-overBedingungen moglich, bei
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denen das Enzym im Uberschuss eingesetzt wirdas® statistisch von jedem Enzymmolekil nur ein
Substratmolekil umgesetzt werden kapre{steady-stajeund die Produktfreisetzung somit keinen
geschwindigkeitslimitierenden Beitrag leistet.

Um den inkrementellen Beitrag der einzelnen Nukteptes 3'-CCA-Endes zu ermitteln, wurden
bereits Studien in anderen homologen und heterol&gezessierungssystemen durchgefuhrt.

Bei der Prozessierung v subtilispre-tRNA'P durchB. subtilisundE. coliRNase P RNA (Oh und
Pace, 1994) zeigte sich bei der schrittweisen Enifeg der Nukleotide vom 3’-Ende eine stufenweise
Zunahme von I (Tab. 5-1). Dies zeigt den Beitrag der einzelnerkldltide zur Ribozym-Substrat-
Interaktion an. Die Entfernung des kompletten CQ#d&s brachte eine 65fache Erhéhung verfik
das homologeB. subtilisSystem. Diese geschwéchte Bindung durch das fedl&i-CCA-Ende
erbrachte einen Beitrag von +2-3 kcal/mol an freBndungsenthalpie AAG) zur gesamten
Interaktion. Die beiden Ribozyme, die jeweils daSlGBindungsmotiv besitzen, bevorzugen folglich
das Substrat mit komplettem 3'-CCA-Ende. Da der trBgi der einzelnen Nukleotide zur
Bindungsenergie unter optimalen ionischen Bedingunguf Konformationseffekte und spezifische
Wasserstoffbriicken zuriickzufiihren ist, kann einercBiiihrung unter Hochsalzbedingungen
konformationelle Beitrdge unterdriicken. So konrdénund Pace (1994) zeigen, dass C75 und C74
spezifische Bindungen ausbilden, wéhrend A76 ledigtinen konformationellen Beitrag liefert. Eine
Untersuchung dieses Systems urdieigle turn-overBedingungen (Olet al., 1998) zeigte, dass die
schrittweise Entfernung der 3’-Nukleotide sich awmlf die Geschwindigkeit der Produktbildung
auswirkt, was durch eine Erniedrigung der Katalpsekante k belegt wurde. Vor allem C75 hat
mafgeblichen Einfluss auf die Reaktion (65facheékuing von k) und die Bindung an der Katalyse
notwendigen M§-lonen. Diese Substratspezifitat fir Substrate koinplettem CCA-Ende ist in
Gegenwart des RNase P Proteins jedoch nicht zuelobtdm.

Um den inkrementellen Beitrag der einzelnen Nuldentdes 3'-CCA-Endes zur Reaktion im
homologen System voR. marinuszu ermitteln, wurden die vitro synthetisierten Transkripte pre-
tRNAcca, pre-tRNAcc, pre-tRNA: und pre-tRNAcca in die Ribozym-Reaktion miP. marinus
RNase P RNA eingesetzt (4.2.). Da die zu Beginnaipten Konzentrationen an Ribozym (25 nM)
und Substrat (50-400 nM) Umsatzkurven ergabenjedieach Substrat bereits nach 5-10 Minuten das
Maximum erreichten, wurden die Konzentrationspatameptimiert, um den linearen Anfangsbereich
der Umsatzkurve besser aufzulfsen. Als optimal emrdie Konzentrationen an Ribozym von 6,25
nM und Substrat von 800-6400 nM flr pre-tRMNA, pre-tRNAccund pre-tRNA bzw. 200-1600 nM
fur pre-tRNAvcca ermittelt. Die einzelnen Messpunkte lagen hierb&iMinuten.
Uberraschenderweise zeigte sich im Gegensatz nzeBsierung in heterologen Systemen (Hss
al., 1998) eine Spezifitdt dét. marinusRNase P RNA fiir das Substrat mit deletiertem 3'-ClE#de
(pre-tRNAxcca; Abb. 5-1).
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Diese Substratspezifitat fur pre-tRN&a spiegelt sich auch sehr gut in den ermittelten
enzymkinetischen Parametern wieder (Tab. 5-1).

RNase P RNA Substrat 3’-Ende Kwm Kecat Keal Km AAG
(Referenz) [uM] [min™] [min" uM™] | [keal/mol]
P. marinus P. marinus CCA 6,92+ 1,36 26,0 +6,17 3,8 0
pre-tRNA'? CcC 7,13+ 0,91 24,21+ 2,76 34 0,02
C 19,68+ 3,44 |101,15+26,52 |5,1 0,65
ACCA |0,83+0,14 10,44+ 1,6 12,6 -1,31
Synechocystis SynechocystisCCA 350,6+2,10 |0,812+0,012 |0,0023 0
(GGU) (1) | pre-tRNA"  |ACCA [2,9+0,25 0,008+ 0,002 |0,0028 -2,96
Synechocystis SynechocystisCCA 126,5+ 1,60 |0,060+0,005 |0,0005 0
(CCA) (1) pretRNA®"  |ACCA |2,7+0,45 0,004+ 0,002 |0,0015 -2,37
E. coli Synechocystis| CCA 0,13+ 0,05 0,039+ 0,002 0,023 0
(GGU) (1)| pre-tRNA" |ACCA [3,0+0,27 0,003+ 0,0002 | 0,013 1,93
B. subtilis B. subtilis CCA 0,011+ 0,007 |0,7+0,3 63,64 0
(GGU) (2)| pre-tRNAP CcC 0,03+0,017 |2,2+0,5 73,3 0,6
C 0,33+£0,280 |7,8+5,0 23,6 2,1
ACCA |0,71+0,22 10+4,4 14,1 2,6

Tab. 5-1: Kinetische Parameter vorsteady-state Prozessierungen

Angegeben sind die enzymkinetischen Paramefe(tf), kear (Min™), kea/Ky (Min® pM™) fiir homologe und
heterologe Prozessierungs-SystemeRomarinus(4.2.),Synechocysti6803,E. coli sowie fiir das homologe.
subtilis System. Das Vorhandensein des 3'-CCA-Bindungsrasthei der jeweiligen RNase P RNA ist ebenso
angegeben (GGU), wie die Mutation der GGU-SequenZZA beiSynechocystiRNase P RNA. Die freie
BindungsenthalpidAG wurde durclAAG= -RTIn(Ky, w/Km, mutantd €rrechnet. (1) Pascual und Vioque, 1999;
(2) Oh und Pace, 1994.
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Die Entfernung von A76 (pre-tRN&) fuhrte zu einer geringfigigen Erhdhung vop K7,13 pM)
und AAG (0,02 kcal/mol) im Vergleich zu den Werten bellstdndigem 3'-CCA (K 6,92 UM; ka
26,29 mint), die als Bezugspunkt gew&hlt wurden. Somit stef@6, in Ubereinstimmung mit dem
homologen System au&. subtilis,keinen groRen Beitrag zur Interaktion mit dem Ripu bei. Bei
dem Substrat pre-tRNA bei dem zusatzlich C75 entfernt wurde, ist eifgdazhe Erhéhung von K
(19,68 uM) und eine 3,8fache Erhéhung vegn (01,15 mift) festzustellen. Dies belegt, dass C75
einen wesentlichen Beitrag zur Interaktion mit &fase P RNA erbringt, welcher auch durch den
Verlust der freien Bindungsenthalpie von 0,65 koal/belegt ist. Dies steht im Einklang zu den oben
genannten Ergebnissen, wie sieBlrsubtilisundE. coligefunden wurden.

Uberraschenderweise erfolgt durch die Entfernung @34, und somit die Deletion des kompletten
CCA-Endes (pre-tRNAcca), eine Stabilisierung der Ribozym-Substrat-BinduDges wird durch die
8,3fache Erniedrigung von,K(0,83 uM), die 2,5fache Erniedrigung vog: k10,44 mirt) und dem
Wert der freien BindungsenthalpiaXG —1,31 kcal/mol) belegt. Die Entfernung des kortipte 3'-
CCA-Endes fuhrt im Gegensatz zu den bakteriellestedgen folglich nicht zu einer verringerten,
sondern zu einer erhdhten Substratspezifitat farQidstrat pre-tRN&ca (Abb. 5-1). Dieser Befund
druckt sich zusatzlich in einer 3,3fach gesteige8pezifitdts-Konstante ({l¢Ky) aus.

Da die optimalen Salzkonzentrationen fir @e marinusRNase P RNA &quivalent sind zu den
Hochsalzbedingungen anderer RNase P RNAs, istvegiiergehende Untersuchung unter erhdhten
Salzbedingungen, wie sie z.B. f@8. subtilis durchgefihrt wurde (Oh und Pace, 1994), nicht
praktikabel. Es kann folglich nicht unterschiedesraen, ob die Beitrdge der einzelnen Nukleotide zur
Interaktion auf konformationelle Effekte oder sgisehe Bindungen zurlickzufuihren sind.

Diese hier festgestellte Bevorzugung des Substadtes 3'-CCA-Ende im homologen System, findet
sich bisher nur bei Cyanobakterien. Im homologesnoypakteriellen System aGynechocysti6803
wurde fir die Prozessierung voBynechocystispre-tRNAT" und pre-tRNA" eine analoge
Substratspezifitat fir das Substrat mit fehlend&@@A-Ende gefunden (Pascual und Vioque, 1999).
In Kinetiken untersteady-stat8edingungen (Tab. 5-1) zeigte sich eine 120facheeHrigung der
Kw und eine 8,4fache Erniedrigung deg kir das Substrat ohne CCA-Ende. Gleiche Effekteden
auch untersingle turn-overBedingungen gefunden, die belegen, dass sich dasaxdensein des
CCA-Endes auch auf den Kkatalytischen Schritt deod@ktbildung auswirkt. Die gleiche
Substratspezifitat wurde zusatzlich auch in GegensesSynechocystiRNase P Proteins gefunden.
Da SynechocystiRNase P RNA eines der wenigen cyanobakterielldsoBime ist, welches das
GGU-Motiv besitzt, wurde diese Sequenz zu CCA nnutiuch fir diese Mutante (CCA332), die im
Bereich von J15/16. marinus ahnelt, wurde die gleiche Substratspezifitdt dédvoB/m- und
Holoenzym-Reaktion wie fur den Wildtyp gefundenl§Ts-1).

Prozessierungen dieser Substrate durch die cyatestslen RNase P RNAs vohnabaenas120 und
Pseudanabaena6903 zeigten die selbe Substratspezifitat im b&gen System. Bei der
Prozessierung durdh. coliRNase P RNA (Tab. 5-1) und Holoenzym wurden ailhgysl die Substrate
mit vollstandigem 3'-CCA-Ende bevorzugt. Diese fur coli ,normale” Substratspezifitdt schliesst
aus, dass die beobachteten cyanobakteriellen Efigkie Besonderheit der gewahlten Substrate ist.
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Die cyanobakterielle Spezifitat fir cyanobaktege8ubstrate ohne 3’-CCA-Ende ist scheinbar von
genereller Natur.

Diese Ergebnisse deuten zusammen mit denen desldgenoP. marinus Systems auf einen
Mechanismus der Substraterkennung durch cyanolielléeRNase P hin, der sich von dem anderer
bakterieller RNase Ps deutlich unterscheidet. Daerfinale CCA des Substrates, welches ein
wichtiges Kriterium fur die Substratbindung B. coli ist, hat einen gegensatzlichen Effekt in
Cyanobakterienk. coli RNase P RNA oder Holoenzym zeigen eine klare Reefefir Substrate mit
CCA-Ende. Im Gegensatz dazu zeigen cyanobaktefiNase Ps eine Bevorzugung fur Substrate
ohne 3’-CCA-Ende. Dies korreliert mit der anomatruktur der J15/16 Schleife in Cyanobakterien
(Abb. 5-2; Abb. 1-13), die vom Konsensus abweichit wenigen Ausnahmen auch kein GGU-
Bindungsmotiv besitzt und in die in einigen Falleogar eine Helix insertiert isP§eudanabaena
6903; Oscillatoria 7515). Da J15/16 viel gréRer ist, konnte ein Swaibsiit CCA-Ende sterisch
gehindert sein, eine optimale Interaktion mit J85dliszubilden.

E. coli Synechocystis 6803  Anabaena 7120  Pseudanabaena 6903
's'
PIS aAuU, P16 GG A GA G A%y
5.6GCC ’ 6GG..3" 660" eoc.s s-66e¢ T Aaar. & g
- .y & CCE' F.cco cyUu.§  5.GGC u
SiTaens S5 wleh  gees  wewcs cous  sees
- ¥ \ / C 351 C g r.cee A
296 UGGG 200 336G G G o i Ly
.CRECA . % & % vc 3 Gyaley ’u;‘ﬁc
pre-(RNA L wild type uun ApyA ‘“Ua’ fu.eca
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RNase P CCA33R2 acd] Ca Gu.chGFG
Cg A

Abb. 5-2: Strukturen der J15/16 Schleife von RNasE RNAs

Gezeigt ist die J15/16 Schleife der RNase P RNAs Ezocoli und den Cyanobakterie®ynechocysti§803,
Anabaena’120 undPseudanabaen903. InE. coliist die Basenpaarung zwischen dem GGU-Bindungsmoti
und dem 3’-CCA-Ende der pre-tRNA gezeigt. 3gnechocystisst die Mutation des GGU Sequenz zu CCA
(Mutante CCA332) durch Kastchen dargestellt (Pdam@ Vioque, 1999).

Wahrscheinlich werden in Cyanobakterien wie aucleukryoten, in denen das CCA-Ende ebenso
unbedeutend ist (Altman und Kirsebom, 1999), adwe Kontakte genutzt, um die Schnittstelle
festzulegen. Dies kdnnte auch die grofRRe VariabilitdSequenz und Struktur der J15/16 Schleife
erklaren, die sich aufgrund einer geringen funldlan Bedeutung in der Evolution freier entwickeln
konnte. Diese alternativen Kontaktstellen wirdechadie Preferenz fur Substrate mit CCA-Ende bei
der heterologen Prozessierung durchmarinus(Hesset al., 1998) undP. hollandica(Fingerhut und
Schon, 1998) erklaren. Da das 3'-CCA-Ende in cyaktdriellen tRNA-Genen nicht codiert ist, ist es
vorstellbar, dass sich die Funktion cyanobaktendiRNase P in einem Zusammenhang entwickelt hat,
indem das CCA-Ende nicht anwesend ist.
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5.3. Die Methode des Crosslinking zur Analyse vonfRA-Struktur und
Substraterkennung

Obwohl NMR Untersuchungen und Roéntgenkristallstuadth die Methoden der Wahl sind, um
Tertiarstrukturen von RNA und Ribonukleoproteinkdexe (RNP) zu untersuchen, kdnnen viele
biologische Systeme aufgrund ihrer Komplexitat oder Verfigbarkeit geeigneten Materials bisher
nicht durch sie geklart werden. In diesen Falleatdii die Crosslink-Methode die Mdglichkeit,
Aussagen mit geringerer raumlicher Auflésung Ubées&l Systeme zu erlangen. Crosslink-
Experimente werden erfolgreich zur Analyse von RNertiarstrukturen sowie RNA-RNA- und
RNA-Protein-Interaktionen eingesetzt. So konntenntdktstellen zwischen tRNAs mit ihrer
entsprechenden tRNA-Synthetase (Musier-Forsyth 8odimmel, 1994; Moort al, 2001) und
tRNA-Ligase (Tanneet al, 1988) lokalisiert werden.

Die Methode des Crosslinkings wurde auch fir dietetbuchung von Ribozymen, wie dem
HammerheadWoisardet al, 1992; Woisarcet al.,1994; Wang und Rufner, 199Hairpin-Ribozym
(Dos Santoset al., 1993; Younget al., 1999), HDV-Ribozym (Braveet al., 1996; Rosenstein und
Been, 1996) und RNase P (Burgin und Pace, 199@)erefet.

Aber auch in komplexen RNPs wie dem Ribosom (Osbwat Brimacombe, 1999; Ofengaetial.,
1977) oder derspliceoson{Shaet al.,, 1998; Sontheimer und Steitz, 1993).

Speziell bei RNase P werden Crosslink-Methoden Igséich eingesetzt, um durch prazisere
Bestimmung der Orientierung von spezifischen Eldererder RNA und Protein-Untereinheit, die
Struktur des Ribozym-Substrat-Komplexes und dies8aterkennung zu untersuchen.

Neben der direkten UV-Anregung der unmodifiziert&tukleinsauren, werden hauptsachlich
modifizierte RNAs, die photoaktivierbare Nukleotiddoga oder funktionelle Gruppen enthalten,
verwendet.

UV-Crosslinking von unmodifizierten RNAs bietet d¥&forteil, bei einer kurzen Anregung (3 min)
durch Licht der Wellenlange 254 nm eine kovalen&nétzung im Bereich von 2-3 A auszubilden.
Durch die starke Abhangigkeit von der Ausrichturer dngeregten Nukleotide zueinander werden
allerdings nur sehr wenige Crosslink-Komplexe ddral(Guerrier-Takad&t al, 1989; Kufel und
Kirsebom, 1994).

Viel erfolgreicher werden zuféllig oder positionsggisch eingebaute Photoaffinitats-Reagentien
verwendet. Hierbei wird zwischelong-range und short-rangeReagentien unterschiedebong-
rangeReagentien sind photosensible funktionelle Grupmbe einen Aktivitatsradius von 9-15 A
besitzen, da sie Uber einen Linker, der entweder Ritasphat oder an der Riboseeinheit des
Nukleinsdure-Ruckgrates, fixiert sind. A@g-rangeCrosslinker werden hauptséchlich Derivate von
Azidophenacyl (APA) eingesetzt, die eine Azid-Grepm Abstand von 9 A vom Verkniipfungspunkt
tragen. APA-Reagentien kénnen lber eine grolRe fpanrexperimentellen Bedingungen verwendet
werden und bleiben inert, bis sie mit Licht (302)rangeregt werden. Dies ermdglicht es, dass die
RNA vor der Anregung ihre vollstandig gefalteteuBtur annehmen kann.
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Short-rangeReagentien sind modifizierte Basen, die v. a. lduten Austausch eines Sauerstoffatoms
gegen ein Schwefelatom photoinduzierbar werdensdighionukleotide haben einen Aktivitatsradius
von 2-3 A,

5.3.1. Strategien zur Positionierung von photoreaktiven Gruppen in RNase P

Als sehr haufig benutztéong-range Crosslinker wird die APA-Gruppe hauptséchlichdzem 5’-und
3’-Enden der RNAs eingebaut.

Durch nahezu quantitative Reaktion von Azidopheh&cgmid (APA-Br) mit dem 5'-
Phosphorothioat von GMFS, welches als Startnukleotid in einer T7-Trangloipinkorporiert wird
(3.4.5.), wird die APA-Gruppe an die RNA gekoppelt.

Um die APA-Gruppe an das 3'-Ende der RNA anzubningerd das 2’,3’eis-diol der 3'-terminalen
Riboseeinheit durch Periodat zum Dialdehyd oxididReaktion mit aliphatischen Diaminen
(Ethylendiamin, Hexamethylendiamin) unter reduziden Bedingungen mittels Cyanoborhydrid und
Natriumborhydrid, resultiert in einem substitui@rtdorpholino-Derivat, das eine primare aliphatische
Amino-Gruppe am 3'-Terminus aufweist. Diese Aminai@pe kann mit einem N-Succinimidester
der Azidobenzoesdaure reagieren, so dass das Pagtore(4-Azidobenzoat) als Amid am 3'-Ende der
RNA positioniert ist.

Die APA-Gruppe kann durch die Verwendung von zigkydermutierter RNAse P RNA oder Substrat,
bei denen die nativen 5’- und 3’-Enden durch einez& Oligonukleotidsequenz verbunden sind, und
somit durch die Entstehung neuer beliebiger End@enyerschiedene Stellen der RNA positioniert
werden (Nolaret al, 1993; Harriset al, 1994).

Long-rangeCrosslinker wie die APA-Gruppe wurden auch erfeigh in RNase P Proteine eingebaut.
Die Einflihrung einzelner Cysteine an spezifischesitbnen des Proteins erlaubt eine Modifizierung
der Cystein-Thiol-Gruppe mit einem APA-Reagenz éNjanakumariet al, 1998). Dies flihrte zu
dem Beweis, dass die 5-Flanke des Substrates eiimekten Kontakt mit der zentralen Furche des
RNase P Proteins hat.

Short-rangeCrosslinking bei RNase P wird hauptsachlich mit @ionukleotiden®JTP und §GMP
durchgefiihrt. Im Gegensatz iong-rangeReagentien besitzen sie den Vorteil, dass sieRINA-
Struktur kaum beeinflussen. Sie werden durchvitro T7-Transkription entweder zufallig 4¢TP)
oder positionsspezifisch am 5-Ende, durch die \&mwung von Dinukleotiden 4dpG) oder
Monophosphaten {&MP) als Startnukleotide, eingebaut (Pomeranz-Kretnond Altman, 1999;
Christianet al, 1998).

Eine interne positionsspezifische Modifizierung kamreicht werden, indem Thionukleotide in kurze
chemisch synthetisierte RNA-Oligonukleotide der RN@quenz eingebaut werden, welche durch
Oligonukleotid-vermittelte Ligation mit der verbieinden RNA-Sequenz komplettiert werden (Yu,
2000).
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5.4. Experimente mit demshort-range-Crosslinker s'U in P. marinus
RNase P RNA

Um die Methode de<rosslinkenszu etablieren, und um Kontaktstellen zwischen Ryoo und
Substrat feststellen zu kénnen, wurde glurchin vitro Transkription in RNase P RNA vdg. coli
und P. marinuseingebracht. Diese Strategie ist analog eineritsezefolgreich durchgefiihrten Studie
des Prozessierungssystems v@ncoli RNase P RNA und pre-tRNA (Pomeranz-Krummel und
Altman, 1999). Um den*sTP-Einbau zu uberpriifen, der im Idealfall in eirubstitution pro
Molekil besteht, wurde neben enzymatischer Totathlyde (Abb. 4-13) auch der qualitative Spot-
Test nach Feigl (3.11.3.) durchgefihrt.

Mit den modifizierten TranskripteR. coli s'U-M1-RNA undP. marinuss'U-RNase P RNA wurden
Crosslink-Experimente mit pre-tRNA und pre-tRNA™ durchgefiihrt. Mit dem Referenzsystefs
M1-RNA/pre-tRNAY" konnten die ersten spezifischen Crosslink-Komplexealten werden (Abb.
4-15). Auch mit P. marinus pre-tRNA" konnte E. coli s'U-M1-RNA spezifische Crosslink-
Komplexe ausbilden (Abb. 4-16).

Durch den Austausch von Mfggegen C& im Reaktionspuffer kann die Prozessierungsreaktion
unterdriickt werden, so dass ausschlief3lich dieatiitu des Ribozym-Substrat-Komplexes und nicht
die des Ribozym-Produkt-Komplexes durch eine kaowalé/ernetzung analysiert wird. Es ist gut
belegt, dass auch in Gegenwart vorf'CRNase P RNA seine native Struktur einnehmen ursd da
Substrat binden kann, wie es unter optimalen Psieesigsbedingungen mit Mgder Fall ist (Smith

et al.,1992). Unter beiden Bedingungen wurde konsequertee auch das identische Bandenmuster
der spezifischen Komplexe gefunden (Abb. 4-15).

Nach der Optimierung der Reaktionsparameter (4.3.8wrden auch fir das homolo&e marinus
System (RNase P RNA/pre-tRNA) spezifische Crosslink-Komplexe identifiziert.

Um den Einfluss des 3-CCA-Endes der pre-tRNAwuf den gebildeten Ribozym-Substrat-Komplex
zu untersuchen, wurden dievitro synthetisierten Substrate pre-tRN&a, pre-tRNAc, pre-tRNAcc

und pre-tRNAca, mit $U-RNase P RNA in Crosslink-Reaktionen eingesetzti Bllen vier
Substraten zeigten sich spezifische Komplex-Bamdieigleichem Muster und identischer Laufstrecke
(Abb. 4-19).

Durch Primer—Extension-Analyse kann das 5-EndeereRNA bestimmt werden, da am Ende der
RNA-Matrize oder bei kovalenten Vernetzungen zueeinweiteren RNA-Molekil, wie sie durch
Crosslink-Reaktionen entstehen, die reverse Trgstgkm durch die Reverse Transkriptase abbricht.
Dieser interne Abbruch der cDNA-Synthese erfolgt Biukleotid vor dem eigentlichen Nukleotid,
welches zum Stop der Synthese fuhrt.

Zur eindeutigen Identifizierung vernetzter Nukléetider RNase P RNA und den verwendeten tRNAs
wurden die spezifischen Crosslink-Komplexe isoliertl in Primer-Extension-Analysen eingesetzt.
Auf der Seite derP. marinusRNase P RNA konnten keine Paositionen identifiziegrden, die
kovalente Vernetzungen zum Substrat ausbilden. Rie®rstaunlich, da durch die Existenz der
spezifischen Komplexe das Vorhandensein dieseretaen Thionukleotide belegt ist. So konnten
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Pomeranz-Krummel und Altman (1999) mit der gleict&mategie die venetzten Nukleotide U609,
U257 und U294 itE. coli s'U-M1-RNA identifizieren (Tab. 5-2; Abb. 5-3).

Position in E. coli | Reagenz Substrat Crosslink-Position| Referenz
RNase P RNA in tRNA

U69 $u pre-tRNAY(ACCACUCA) | -8, -10 1

U257 3’-Flanke

U294 -6, -9

U69 $u pre-tRNAY'(A) +1,-1,-2,-7,-8,-9 1

U257 -14, -15, -16

U294 -7,-9

C92 pre-tRNA"(ACCACUCA | -3 2

G250 5-APA | zirk. perm. M1-RNA 5-+1

G292 pre-tRNA +2, +3 4

G332 -4,-5

Tab. 5-2: Ubersicht tiber vernetzte Nukleotide irE. coli RNase P RNA und tRNAs
1) Pomeranz-Krummel u. Altman, 1999; 2) Guerriekddaet al, 1989; 3) Harrist al.,1997; 4) Harriset al.,
1994.

Auf der Seite der hier eingesetzten Substrate RNAhcca, pre-tRNAc, pre-tRNAcc und pre-
tRNAcca konnten mit dieser Methode allerdings eindeutigngizte Nukleotide identifiziert werden
(Abb. 4-22). Da sich die identifizierten Positiormamischen den vier tRNAs kaum unterscheiden, sind
sie in Abb. 4-23 und Abb. 5-3 zusammengefasst.

Auffallig ist, dass die identifizierten Positionsicth iiber die ganze pre-tRNA verteilen. Gruppen
von starken Signalen finden sich in der variablehl&@fe (G45, G46, C48), in der Anticodon-Schleife
(U32, U33, C34, C35), in der D-Schleife (G18, GEawie im Acceptor-Stamm (G2, G3, G4).
Weniger starke Signale finden sich in der 5'-Flarf€e8, U-7), an der Basis des D-Stammes (A9,
G10, C16, G17) und am konservierten G53 des T-Samme

Dieses Muster im hier untersucht®n marinus System unterscheidet sich bis auf zwei Regionen
grundsatzlich von dem i&. coli, in welchem die identifizierten Nukleotide ausseflich in der 5'-
und 3'-Flanke zu finden sind (Tab. 5-2; Abb. 5-8p konnte inE. coli nachgewiesen werden, dass
U69 (P4) und U294 (L16/15, GGU-Bindungsmotiv) mikieotiden der 5’-Flanke (-10, -8 bzw. -9,
-6) kovalente Bindungen ausbilden. Diese raumliBibe der RNase P RNA zur 5'-Flanke wurde mit
den schwacheren Signalen bei C-8 und U-7 auch fiireP. marinusbelegt, allerdings ohne das
Vernetzungsnukleotid der RNase P RNA identifizeerthaben.

Far U257 (L15/16) wurde iiE. coli eine Vernetzung mit allen Nukleotiden der 3’-Flankon pre-
tRNA™ nachgewiesen.

Da bei der Analyse der Crosslink-Komplexe @nmarinusmittels Primer-Extension tber den 3'-
Sequenzbereich der tRNA, an dem das Oligonuklebyidridisiert, keine Information gewonnen
werden konnte, wurde die tRNA nach der Crosslinel®en durch eine Oligonukleotid vermittelte
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Ligations-Reaktion (Splint-Ligation) mit T4 DNA-Lase zirkularisiert. Dadurch kann mit einem
geeigneten Oligonukleotid auch das bisher unzugéimgI3’-Ende der tRNA untersucht werden. Zu
diesem Zweck wurden in die Crosslink-Ansétze pidAR mit 5’-Monophosphat eingesetzt und in
den isolierten spezifischen Komplexen die vernef¢A (4.4.) zirkularisiert. In den anschlieRenden
Primer-Extension-Analysen stoppte die Reverse krgtase allerdings bereits am naturlichen 5'-
Ende der pre-tRNA. Eine Extension Uber die Ligagialle hinaus fand nicht statt, weil die
Ligationseffizienz im Komplex nicht ausreichte. Sokonnte kein zusatzlicher Informationsgewinn
Uber das 3’-Ende der tRNAs gewonnen werden.

Mit der Verwendung einekng-rangeCrosslinkers (APA), der am 5-Ende zirkular periarer E.
coli RNase P RNA positioniert war, konnten Harisal ebenfalls kovalente Verknipfungen zum
Substrat (pre-tRNAP) identifizieren (Tab. 5-2; Harrist al., 1997; Harriset al., 1994). Es wurden
Vernetzungen von G250 (P15) und G332 (J18/2) mki&atiden der 5'-Flanke (-5 bis +1 bzw. —4, -
5) lokalisiert. G292 (L16/15) hingegen reagierte Mukleotiden des Acceptor-Stammes (+2, +3).
Dies bestatigt auch die iR. marinusgefundenen Crosslink-Positionen des Acceptor-Stesn(G1-
G4), obwohl sie durch unterschiedliche Reagentierschiedener Reichweite ermittelt wurden. Der
insgesamt erhebliche Unterschied in den nachgeméesé&/ernetzungsstellen vda. coli und P.
marinusRNase P RNA ist in Abb. 5-3 veranschaulicht.

Schnittstelle » 3-Flanke 3'-Flanke

Schnittstelle

M A
[V aqudny

Abb. 5-3: Identifizierte vernetzte Nukleotide der Sibstrate

Gezeigt sind die Backbone-Darstellungen von HetetRNAP (links; Massireet al., 1998) undP. marinus
pre-tRNAY® (rechts). Durchshort-rangeCrosslinker (8, griin) und long-rangeCrosslinker (APA, rot)
identifizierte Nukleotide hervorgehoben. Die Star#ler gefundenen Signale in pre-tRNR st farblich
wiedergegeben (stark: rot; mittel: orange; schwaelth). Die Prozessierungsstelle ist jeweils dweiten Pfeil
gekennzeichnet.

Im Cyanobakteriuni. marinusexistiert folglich ein anderer Mechanismus der Srdibindung als in
Eubakterien. Fiur die SubstratbindungEncoli ist belegt, dass die 5’-Flanke, das 3'-CCA-Ends, d
Acceptor-Stamm sowie derC-Stamm und dessen Schleife wichtige Komponented. gtir P.
marinus konnte hier belegt werden, dass alternative Kdatakir Substratbindung beitragen. Diese
liegen im D-Stamm und D-Schleife, der Anticodon{8idh und der variablen Schleife. Diese
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alternative Substratbindung steht im Einklang neimdFehlen des GGU-Bindungsmotives in J16/15
und den Ergebnissen der enzymkinetischen Untersigcties homologen und heterolog&nmarinus
Prozessierungssystems (5.2.2.).

Erstaunlicherweise konnten mittels kovalenter Vemmeg durch das photosensitive Thionukleofid s
keine Unterschiede in Abh&ngigkeit von den Variardes 3'-CCA-Endes gefunden werden, wie es
die enzymkinetischen Parametey Kind k. erwarten lassen. Dies trifft aber nur flr den gsiakten
Bereich der pre-tRNAs zu. Die 3’-Region inklusivesdTPC-Stammes und deryiC-Schleife der
verwendeten Substrate konnte durch Primer-Extensiom analysiert werden, da die Zyklisierung
nicht effizient verlief. Da auch die jeweiligen R&a P RNAs der isolierten Komplexe nicht
erfolgreich untersucht werden konnten, bleibt egeltért, ob eventuelle Unterschiede auf der Seite
des Ribozyms festzustellen sind.

Um eine alternative Modifizierung durch eine phothizierbare Gruppe in der RNase P RNA zu
erhalten, wurde an die Thiocarbonyl-Gruppe d&s$ der long-rangeCrosslinker p-Azidophenacyl
angehangt (4.10.). Diese Methode wurde bereitsigedich zur Modifizierung von natrlichen
tRNAs, welche haufig die seltene Bad®) sin Position 8 enthalten, beschrieben. Die solterien
APA-tRNAs zeigten volle Acylierungs-Aktivitdt undiltheten Crosslinks zu RNA- und Protein-
Komponenten des Ribosoms aus (Ofengatral., 1977). In analoger Weise wurden auch synthetische
mRNAs, die an einzelnen PositionefUsenthielten, mit Azidophenacyl-Bromid modifiziemind
ebenfalls zur Bindung mit deB coli Ribosom angeregt (Stadeal.,1989).

Die Modifizierung vonP. marinuss'U-RNase P RNA zu APA%5-RNase P RNA wurde erfolgreich
durchgefiihrt (4.7.3). Parallel z&isRNase P RNA durchgefilhrte Crosslink-Experimemggleen ein
identisches Muster an spezifischen Ribozym-Subktoatplexen gleicher Banden-Intensitét. Bei der
anschlielenden Analyse der isolierten KomplexeemitPrimer-Extension konnten allerdings weder
auf der Seite der RNase P RNA noch bei den tRNAsetete Nukleotide identifiziert werden.

5.5. Experimente mit demlong-range-Crosslinker Azidophenacyl (APA) in
P. marinus tRNA”"

Da bakterielle RNase P neben pre-tRNAs auch vieliéeve Substrate wie z. B. 4,5S RNA (Bothwell
et al., 1976) und tmRNA (Kominet al, 1994; Gimple und Schén, 2001) prozessiert,tssaih die

Frage nach den allgemeinen Kriterien zur Substaterung und Schnittstellenfestlegung fiir die
vielen Substrate unterschiedlicher Struktur und uBeq. Eine Aufklarung hierzu kann die
Identifizierung des aktiven Zentrums der RNase PARi¢ben, welches kollektiv durch einzelne
Nukleotide und Sequenzbereiche gebildet wird. Dudad Funktion und Struktur von RNase P
bedingt, sind die 5'- und 3’-Flanke von pre-tRNAsve die 3’-Flanke und das 5’-Ende der gereiften
tRNA zwangslaufig in der Nahe des aktiven Zentrumbarch Anbringen der photoinduzierbaren
APA-Gruppe an diese Teile der tRNA ist es mittel®ogSlink-Reaktion méglich, Nukleotide der
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RNase P RNA zu identifizieren, die sich in rAuméiciNahe zu diesen Bereichen der tRNA befinden
und deshalb auch Teil des katalytischen Zentrunt si

Durch das unterschiedliche vitro Prozessierungsverhalten dBr marinus RNasd® RNA im
heterologen (Hesst al., 1998) und homologen System (5.2.2.) fiir pre-tRN#sund ohne 3'-CCA-
Ende ist die Identifizierung des aktiven Zentrums der Substratbindungsstellen in diesem Ribozym,
welches nicht das Bindungsmotiv (GGU) fir das 3'ACEnde besitzt, von Interesse. Aus diesem
Grund wurdenP. marinuspre- und mat-tRNA¥® an 5'- und 3-Ende mit der photoinduzierbaren
APA-Gruppe modifiziert und in Crosslink-Experimemteingesetzt. Auf diese Weise sollte die
Lokalisierung der 5’- und 3'-Flanke sowie das 5'dender gereiften tRNA im homologé&h marinus
Ribozym-Substrat-Komplex ermittelt werden.

5.5.1. Modifizierung des 3’-Endes

Die Positionierung dieses Crosslink-Reagenzes afinde von tRNAs wurde von Oh und Pace
(1994) durch chemische post-transkriptionelle Miadfung an der 3'-terminalen Riboseeinheit
erreicht (5.3.1.).

Auf die Oxidation des 2’,3tis-diols zum Dialdehyd folgt dessen Reaktion mit ladifischen
Diaminen unter reduzierenden Bedingungen. Es dntgti@ substituiertes Morpholino-Derivat, an
dessen primare Amino-Gruppe das Photoreagenz 4bbeitzoat als Amid angebracht, und damit am
3’-Ende der RNA positioniert wird.

Mit dieser Strategie wurden reife tRK&-Varianten synthetisiert, die je nach eingesetBeukt-
tRNA die APA-Gruppe an der endstandigen Ribosedimge Position 73-76 enthielten. In Crosslink-
Experimenten konnten mit diesen modifizierten tRNRssitionen derE. coli RNase P RNA
identifiziert werden, die in Kontakt mit den variien 3’-Nukleotiden sind (Tab. 5-2).

Um das 3’-Ende von tRNAs mit der APA-Gruppe zu niiagiren, ohne die Struktur der Nukleinsdure
gravierend zu beeinflussen, wie es durch die obeschlryiebene Erweiterung der Ribose zum
Morpholino-Derivat sicherlich der Fall ist, wurdne enzymatische Strategie entworfen, welche sich
der Nukleotidyltransferase bedient.

Da die Nukleotidyltransferase als templatunabh&angiRNA-Polymerase das 3'-CCA-Ende von
tRNAs hochspezifisch anhéngt oder komplettiert neden den Standard-Nukleotiden CTP und ATP
auch Nukleotid-Analoga, wie basen- und ribosempidiffes ATP und CTP sowie ATP-
Phosphorothioate einbaut (1.6.), wurde sie alsrakest Werkzeug ausgewahlt. Mit ihrer Hilfe sollte
ATPaS (Sp-lsomer) an Position 76 in das 3-Ende vor pnel mat-tRNA™ eingebracht werden.

Diese Reaktion wurde von Schlimree al, (1970) erstmals an Hefe tRR& durchgefiihrt. Fur die
erhaltene tRNA mit dem 3’-Ende CCsA konnte trotz Medifikation die natirliche Funktion belegt
werden, da sie durch die Aminoacyl tRNA-SynthetagiePhenylalanin beladen wurde.

Durch Reaktion des Phosphorothioates mit AzidoptdrBromid (APA-Br) ist somit die
Modifizierung mit demlong-rangeCrosslinker mdglich. Bei dieser Reaktion entstalldrdings ein
Triester am Phosphorothioat, welcher leicht hydsiagt werden kann. So konnten Gish und Eckstein
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(1988) in Phosphorothioat enthaltender RNA und Diédgen, dass eine einfache Alkylierung des
Phosphorothioates mit Jodethanol zu einer Hydroljieser Internukleotid-Bindung fuhrt, da der
durch die Alkylierung des Phosphorothioates gebéldEriester labil ist. Dieser Strangbruch wird
durch einen nukleophilen Substitutions-Angriffy2% der benachbarten 2'-OH-Gruppe auf den
Triester bewirkt. Um diese Mdglichkeit des Strangthes, wie sie zur Sequenzierung von RNA und
DNA und in Interferenz-Studien Verwendung findai, \erhindern, solltelCTP an Position 75 mit
Hilfe der Ntase eingebaut werden (Konarska, 1999).

Durch kinetische Studien eines Modellsubstrats {P@A konnten Perreault und Altman (1992)
zeigen, dass die Deletion der 2'-OH-Gruppe des éhtides C75 keinen Einfluss auf die
Prozessierung durch. coli RNase P RNA hat. Im Gegensatz dazu konnte denH2G@Quppen der
Nukleotide an Position 74, -1, -2 und +1 ein groBmfluss auf die Prozessierung und Bindung von
Mg** nachgewiesen werden.

So ist fur die zu synthetisierenden tRNAs mit de&iden der Sequenz C-dC-sA die Ausbildung der
naturlichen Struktur und Funktion anzunehmen. Ndeh Modifizierung dieser 3’-Enden mit der
APA-Gruppe, stehen somit erstmals enzymatisch 3lifizerte tRNAs natirlicher Struktur fur
Crosslink-Experimente zur Verfigung.

5.5.1.1. Synthese von 3'APA-pre-tRNAgcsa und 3'APA-mat-tRNA cgcsa

Die fur die enzymatische 3’-Modifizierung bendétigdekleotidyltransferase wurde tberproduziert und
denaturierend aufgereinigt (4.5.1.). Das an dideSamatrix (NF*-Agarose) gebundene Protein konnte
durch eine Renaturierung im Harnstoffgradienteraktiver Form erhalten werden. Mit der Ntase
konnte bei allen getesteten tRNAs (pre-/mat-tRi&, pre-/mat-tRNA, pre-/mat-tRNAc) das
korrekte CCA-Ende vervollstandigt werden (4.5.2).

Fir den gleichzeitigen Einbau von dCTP und A®Hn das 3’-Ende wurden als Edukte pre- und mat-
tRNAc in die Ntase-Reaktion eingesetzt. Das 3’-CdCsAeEkdnnte auf diesem Weg erfolgreich
synthetisiert werden (4.5.3.). Die so préaparatiwgenenen mat-tRN&csa und pre-tRNAdcsa
wurden mit APA-Br zur Reaktion gebracht (4.7.2.3die Zielmolekiile 3'APA-mat-tRNAgcsa und
3'APA-pre-tRNAcqcsa aufgereinigt. Qualitativ konnte durch den SpottTeach Feigl (4.12.) der
Einbau des Phosphorothioates und die Modifizierdagch die APA-Gruppe belegt werden. Durch
eine Prozessierungskontrolle (4.8.1.) konnte géxeggden, dass die Prozessierung di®cimarinus
RNase P RNA in Gegenwart des 3'-CdCsA-Endes undhddie anschlieRende Modifizierung durch
die APA-Gruppe nicht negativ beeinflusst wird.
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5.5.2. Modifizierung des 5’-Endes
5.5.2.1. Synthese von 5’APA-pre-tRNAca und 5’APA-mat-tRNA cca

Zur Positionierung der photoinduzierbaren APA-Grippm 5-Ende der tRNAs wurde die gut
dokumentierte Reaktion von Azidophenacyl-Bromid AABr) mit dem 5’-Phosphorothioat von
GMPaS, welches als Startnukleotid in einer T7-Trangloip inkorporiert wird, verwendet (5.3.1.).
Auf diese Weise wurden 5’GMPS-pre-tRNAund 5’GMPS-mat-tRNAY synthetisiert.

Da bei der Aufreinigung dieser Transkripte in Abemseit eines entsprechenden Schutzreagenz (DTT
oder Mercaptoethanol) Oxidationsprodukte zu beodtesmchsind, kann die Ausbildung dieser
Disulfidbriicken, die zu tRNA-Dimeren fuhren (Abb29), als indirekter Beleg fur den erfolgreichen
5’-GMPS-Einbau gesehen werden. Qualitativ konnteEebau auch durch den Spot-Test nach Feigl
belegt werden (4.12). Die unter Oxidationsschutgeneinigten Transkripte wurden mit APA-Br zur
Reaktion gebracht (4.6.1.) und die Zielmolekile Bhapre-tRNAcca und 5’ APA-mat-tRNAca
aufgereinigt. Ein direkter Beweis flr den Einbainv@MPS und die Modifizierung durch APA-Br
konnte durch ein Gel-Shift-Experiment gefuihrt werdabb. 4-30).

5.5.3. Crosslink-Reaktion und Identifizierung vernetzter Nukleotide @r RNase P RNA

Fir die Crosslink-Reaktionen mit den p-Azidophetawgdifizierten tRNAs wurden die optimalen
Bedingungen bestimmt, unter denen sich spezifidgeheym-Substrat-Komplexe bilden lassen. Es
zeigte sich, dass die Crosslink-Reaktion VYarmarinusRNase P RNA (100 nM; 200000 cpm) mit
den APA-modifizierten tRNAs (1000 nM) in Bindungsfar 6 (enthalt C& anstelle von Mg) durch
Bestrahlung mit Licht der Wellenl&ange 302 nm (5 die besten spezifischen RNA-RNA-Crosslinks
erbrachte (4.8.2.). Eine Inkubation des komplefiesatzes fur 5 Minuten bei 37 °C reichte aus, um
den aktiven Enzym-Substrat-Komplex auszubilden.P3A4pre-tRNAcqcsa 3’ APA-mat-tRNAcacsa
5'APA-pre-tRNAcca und 5’APA-mat-tRNAca bildeten mit RNase P RNA spezifische Crosslink-
Komplexe mit einer Effizienz von 10-30 %, die nur Reaktionen auftraten, in denen der
photoinduzierbare Crosslinker anwesend war. DiestErz dieser vernetzten Ribozym-Substrat-
Komplexe ist somit ein weiterer Beleg fir die egigiche Synthese und Modifizierung dieser tRNAs.
Die einzelnen isolierten Komplexe wurden in PrirBatension-Analysen eingesetzt, mit denen die
RNase P-Kompenente der Komplexe auf die vernetdtedieotide hin untersucht wurde (4.8.3.). Die
Ergebnisse sind fur die einzelnen verwendeten tRINASb. 4-2 und den Abbildungen 4-50 bis 4-53
zusammengefasst. Fir alle vier verwendeten tRNAsstlI&sich eine gute Ubereinstimmung
identifizierten Regionen feststellen. Diese singl Regionen J18/2, L16/15, L15/16, J5/15, P5 und P4.
Weitere Positionen, die sich teilweise nur bei einen tRNAs finden lassen sind P2, P18, P6, P9,
J3/4, P3 und P1.

Da mit Cyanobaktereien noch keine derartigen Untdnsngen durchgefuhrt wurden, kénnen die
erhaltenen Ergebnisse nur im Vergleich mit Cro&sReaktionen und biochemischen
Untersuchungen aB. coliundB. subtilisRNase P RNA diskutiert werden (Tab. 5-3). Bamarinus
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und E. coli RNase P RNA zum Strukturtyp A gehoren, ist v. e. direkte Vergleich dieser beiden

RNAs sinnvoll.
modifizierte | Reagenz Substrat Crosslink-Position in RNase P RN@&Regionen) | Ref
Position in
tRNA
-10 su pre-tRNAP | B. subtilis 36-37, 258-261 (P3, L15) 1
-7 B. subtilis 259-261 (L15)
-5 B. subtilis 258-259, 320 (L15, J18/2)
-3 B. subtilis 245-246, 317-319
(J5/15, J18/2)
-1 B. subtilis 318-319 (J18/2)
-1 5-9G pre-tRNA | 332-333 (J18/2) 2
+1 mat-tRNA®" | 248 (5/15)
G1 5-APA | mat-tRNA™ |248, 249, 330-333 (J5/15, J18/2) 3
G18 5-APA | zirk. perm. |233-234 (P11) 4
G53 tRNAP 111-114, 348-349 (P9, J2/4) 5
G64 64-67, 77-78, 98-101, 118, 247-249,
(253-258, 280-282)
(J3/4, P4, P5, L8, P9, L15/16, P17)
G69 10, 64-67, 192, 248, 252, 253, 332-334, %4-3 |6
(P1, J3/4, P4, L13, J5/15, P15, J18/2, P2, J2/4)
73,74 3-APA | pre-tRNA® | 253-254, 293-294, 296-297, 331-333 7
(L15/16, L16/15, P15, J18/2)
75, 76 259-261, 285-287, 290, 292
(L15/16, P16, L16/15)

Tab. 5-3: Ubersicht tiber vernetzte Nukleotide in Ridse P RNA audB. subtilisund E. coli
1) Christian u.Harris, 1999; 2) Christiahal.,1998 ; 3) Burgin u. Pace, 1990; 4) Clatral.,1998 ; 5) Nolaret
al., 1993 ; 6) Harriet al., 1994 ; 7) Oh u. Pace, 1994.

5.5.3.1. Region P2 und J18/2

In P2 lassen sich nur fur 3'APA-pre-tRN4csa (A332) und 3’APA-mat-tRNAcqcsa (A332, U333)
Vernetzungen feststellen, die folglich in direkt@msammenhang mit dem 3'-CCA sind (Abb. 5-4).
Pendants dieser schwécheren Signale finden siéh ooli nur fur das Modellsubstrat pSu3-3XGC
(Kufel und Kirsebom, 1996). Dies ist eine Variadar Tyrosin-tRNA, in die im Acceptor-Stamm drei
zusatzliche Basenpaarungen eingefiigt wurden, undaben der korrekten Prozessierung an Position
+1 (65 %) auch zu einem gewissen Anteil an Positidr{35 %) von der M1-RNA hydrolysiert wird.
Durch Positionierung von's an Position -1 wurden in P2 die Nukleotide 335-3@rnetzt. Durch
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Interferenzstudien konnten in Helix P2 jedoch kdihgleotide und funktionellen Gruppen bestimmt
werden, die fir Substratbindung und Katalyse wichktind.

P. marinus E. coli
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Abb. 5-4: Crosslinks in Region P2 und J18/2

Gezeigt ist der entsprechende Ausschnitt der Sekstrdktur vorP. marinusundE. coliRNase P RNA, in dem
durch Crosslink-Experimente identifizierte Nuklelgti blau hervorgehoben sind (A-H). Die GréRe und
Farbintensitat spiegelt dabei die Signalstarke Beimer-Extension-Analyse wieder. Bei den einzelnen
Ausschnitten sind die jeweils verwendeten tRNAs diedPositionierung des Crosslinkreagenzes (rot blder)
schematisch gezeigt. In 1) sind Interferenzstudihosphorothioat und NAIM) und chemische Footprint-
Analysen &, ¥) in E. coli zusammengefasst. Kreise: (Guanosin 2 Nkl e: Ribose 2'0OH; :Purin N7 ) und
Dreiecke (>: Phosphorothioat-Effekt®: Phosphorothioat-Effekt mit MiKompensation) kennzeichnen
Nukleotide, die auf die Substratbindung Einflusdbdra Eingerahmte Nukleotide haben Einfluss auf die
Katalyse.

Die Region J18/2 hingegen konnte bisher in allercligefiihrten Crosslink-Studien als wichtiger
Bestandteil des aktiven Zentrums nachgewiesen werdgo konnte mit oben genanntem
Modellsubstrat pSu3-3XGC*d an Position -1) die starksten Signale bei nt 333-erhalten werden
(Abb. 5-4, E). Durch einen weitereshort-rangeCrosslinker, % an Position —1 von pre-tRN®
(Abb. 5-4, H) konnten Christiaat al (1998) ebenso die Nahe von G332 und A333 zurl&iée
zeigen. Mit demong-rangeCrosslinker APA an Position 73 und 74 am 3’-Ende B. subtilispre-
tRNA*P konnten Oh und Pace (1994) die Nukleotide 331433Betzen (Abb. 5-4, F). Dies gelang
mit der APA-Gruppe auch Burgin und Pace (1990), diesen Crosslinker an Position +1 von
mat-tRNA " anbrachten, und mit dieser modifizierten tRNA dig Nukleotide 330-333 die Nahe zur
Prozessierungsstelle nachwiesen (Abb. 5-4, G). riztgdverden diese Erkenntnisse durch die
Ergebnisse von Interferenzstudien (Phosphorothidatferenz und NAIM), die fur viele Nukleotide
in J18/2 einen Beitrag zur Substratbindung und Igs¢éabelegen (Abb. 5-4, |; Haret al, 1995;
Hardtet al, 1996; Heideet al, 1999 ; Heideet al, 2001 ; Kayeet al, 2002). Durch eine Footprint-
Studie konnten LaGrandeuwat al., (1994) fur G332 einen Schutz vor der Modifizierudgrch
Kethoxal in Gegenwart von pre-tRNA zeigen. A333gegen konnte in Gegenwart von pre-tRNA
verstarkt durch DMS methyliert werden (Abb. 5-4,D)ese Befunde belegen eine Nahe von J18/2 zur
5-Flanke des Substrates. Dies konnte auch durctriHat al (1994) festgestellt werden. Sie
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positionierten Azidophenacyl am 5-Ende von zirkyb@rmutierter M1-RNA und konnten mit dieser
Strategie eine Vernetzung von G332 mit Nukleoticker 5-Flanke (-4, -5) von pre-tRNA
nachweisen.

Mit den identifizierten Nukleotiden A322-G327 in&J2 vonP. marinusRNase P RNA (Abb. 5-4, A-
D) durch Crosslink-Reaktion mit 3'APA-pre-tRNfAcsa 3'’APA-mat-tRNAcgcsa 5’APA-pre-
tRNAcca und 5’APA-mat-tRNAca ist somit eine sehr gute Ubereinstimmung mit degeBnissen
fur M1-RNA festzustellen. Ein gravierender Unteiigechzwischen den eingesetzten tRNAs isPin
marinus nicht zu erkennen. Dies belegt, dass J18/2 aucR.imarinusRNase P RNA fir alle
eingesetzten tRNAs ein Bestandteil des aktivenrdierg ist.

5.5.3.2. Die Helix P18

Die Helix P18 ist in den postulierten Raumstruktadallen (Massirest al,, 1998; Cheret al, 1997)

in der Ruickseite positioniert, und deshalb nicht @&estandteil der Substrat- und Produkt-
Bindungsflache. Durch die Wechselwirkung des TetplL18 mit P8 ( Browret al, 1996) wird der
Zusammenhalt der S- und C-Doméne unterstitzt. Theer externen Lokalisation von P18 konnten
Kufel und Kirsebom (1996) in ihr schwache Crosdinklentifizieren (Abb. 5-5, E), die darauf
zurickzufuhren sind, dass tRNAs im Laufe eines fionlellen Zyklus in Kontakt mit Nukleotiden
von P18 kommen kdnnen. Durch NAIM konnten Nukleetiekmittelt werden (Abb. 5-5, F), die
Einfluss auf die Substratbindung haben. Dieser KEffeird aber vermutlich durch ihre Rolle, die
dreidimensionale Struktur des Ribozyms zu untezstijt hervorgerufen und weniger durch einen
direkten Kontakt mit den tRNAs.

Die in P. marinusermittelten quervernetzten Nukleotide C320-C32BHA5-5, A-D) sind noch der
Bindung an J18/2 zuzuordnen, da sich dieser Betmchallen vier verwendeten tRNAs lickenlos bis
zu diesen Nukleotiden erstreckt. Dies erklart sighder Charakteristik des verwendeteng-range
Crosslinkers, da mit ihm ganze Bereiche, und weregezelne isolierte Nukleotide detektiert werden.
Die nur fur 3'APA-mat-tRNAcgcsa zusatzlich sehr schwach identifizierten Nukleot@d3 und C316
(Abb. 5-5, B) dagegen stehen im Einklang mit denpf@u3-3XGC gefundenen, und lassen sich auch
fur P. marinuskaum interpretieren.

P. marinus E. coli
A B C D wa E e oF
\ \ \ \ \o/ Xe
G 300 Ga Ga Ga Cag P8 Gl Cca
G G G G c CLliAg
G G . Ga &.5%a cl /7 CGLNGy . o
/éoéﬁ?‘.’c.u /O%GCI:L.’GU / CCL';(I:L.’GU / CC{J?‘,JGU /"Ca ‘.‘% GUéé?ﬁ\Gc
| "GAlVUga Al Yga AdiYga GalTUga Uc @AG Tu
320 "CpAIGYA ALFEA Ca) Ca ™A Gy AG
Al Ad Ak ¢ YU ¢ 320 N\%
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(vorherige Seite)

Abb. 5-5: Crosslinks in Helix P18

Gezeigt ist der entsprechende Ausschnitt der Seékstrdktur vorP. marinusundE. coliRNase P RNA, in dem
durch Crosslink-Experimente identifizierte Nuklelgi blau hervorgehoben sind (A-E). In F) sind
Interferenzstudien (Phosphorothioat und NAIM) uhémische Footprint-Analysen B coli zusammengefasst.
Legende wie in Abb. 5-4 beschrieben.

5.5.3.3. Region P15 und P16

Die Region zwischen P15 und P16 isEncoli eine der zentralen Kontaktstellen mit tRNAs, ddnsi
in J16/15 das GGU-Bindungsmotiv befindet, mit dei@ dwei Cytosine des 3'-CCA-Endes von
tRNAs und die Diskriminatorbase Watson-Crick bzwolle-Basenpaarungen ausbilden kénnen
(Kirsebom und Svérd, 1994). Durch NAIM (Abb. 5-§,und NMR-Untersuchungen konnte sogar die
Ausbildung von gestapelt koplanaren Basen-Tripleitsschen G259/G291/A76 G292/A258/C75
belegt werden (Heidet al, 1999; Easterwood und Harvey, 1997). Durch d@isglung des CCA-
Endes wird die tRNA im Ribozym verankert, was dé#ut, dass der Ribozym-Substrat-Komplex zur
aktiven Konformation rearrangiert wird (Kufel undrgebom, 1996).

Dieser Kontakt zwischen RNase P RNA und tRNA korwde LaGrandeuet al. (1994) zusatzlich
bestatigt werden, da A254, A255, G259, G292 und3c@%ch die Anwesenheit von pre- und mat-
tRNA mit vollstindigem CCA-Ende vor chemischer Maérung durch DMS und Kethoxal
geschutzt sind (Abb. 5-6, F). Durch Crosslink-Expente konnte die Nahe des CCA-Endes zu dieser
Region ebenfals belegt werden. So wurden von OhRaw& (1994) mit defong-rangeCrosslinker
APA an den Positionen 73-76 am 3'-Ende von pre-tRRernetzte Nukleotide in P15, J15/16, P16
und J16/15 detektiert (Abb. 5-6, E).

Die Beteiligung dieser Region am katalytischen Aentwurde auch mit dem Modellsubstrat pSu3-
3XGC ($U an Position —1) belegt (Abb. 5-6, G). Mit ihm knen Nukleotide in P15, J15/16, P16 und
J16/15 identifiziert werden. Dies gelang auch Qtaiis und Harris (1999) mit*s, welches an
verschiedenen Positionen der 5-Flanke @n subtilis pre-tRNA™P positioniert war. Mit diesen
Substraten wurden irB. subtilis RNase P RNA Vernetzungen mit J16/15 (enthalt GGU-
Bindungsmotiv) herbeigefuhrt und damit die Nahe%ldflanke zu dieser Region belegt.

Eine andere Strategie verfolgten Pomeranz-Krummmal Altman (1999), die “6) in M1-RNA
einbrachten, und Vernetzungen von U257 mit dem Kettgm CCA-Ende sowie zwischen U294 und
Nukleotiden der 5'-Flanke (-6, -9) feststellten ¥Ta5-3). Harriset al (1997) positionierten
Azidophenacyl am 5’-Ende von zirkular permutief&t-RNA und konnten mit dieser Strategie eine
Vernetzung zwischen G250 und der gesamten 5'-Flankepre-tRNA® inklusive G+1 feststellen.
Durch Crosslink-Experimente mifG am 5’-Ende von pre- und mat-tRKfA (Christianet al, 1998)
wurden allerdings keinerlei Nukleotide dieser Regimlentifiziert. Auch die Verwendung von
Azidophenacyl am 5'-Ende von mat-tRK& (Burgin und Pace, 1990) ergab keine Vernetzungién m
dieser Region (Abb. 5-6, H). Dies steht im Gegengat den Ergebnissen nit marinusRNase P
RNA. Durch 5’APA-mat-tRNAca, welches dem Konstrukt von Burgin und Pace (5’ARA-tRNA)
gleicht, wurden vernetzte Nukleotide in P15, J15R86 und J16/15 identifiziert (Abb. 5-6, D). Dies
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belegt, dass i?. marinusRNase P RNA ein anderer Modus der Produkt-Bindsiatfindet als irE.

coli M1-RNA.

Ein analoges Muster an vernetzten Nukleotiden koratch fur die anderen eingesetzten tRNA-
Varianten (3'APA-pre-tRNA&dcsa 3'APA-mat-tRNAcqcsa und 5’APA-pre-tRNAca) ermittelt
werden (Abb. 5-6, A-C). Vor allem fir 3'APA-pre-tf\¢qcsa (Abb. 5-6, A), welches dem Konstrukt
von Oh und Pace (3'APA-pre-tRN#®/cca; Abb. 5-6, E) dhnlich ist, wurde ein vergleichtsmhuster

an identifizierten Nukleotiden gefunden.

P. marinus E. coli
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Abb. 5-6: Crosslinks in Region P15 und P16

Gezeigt ist der entsprechende Ausschnitt der Seéltastrdktur vorP. marinusundE. coliRNase P RNA, in dem
durch Crosslink-Experimente identifizierte Nuklelgiblau (bzw. rot und blau) hervorgehoben sind (ASH).
Das GGU-Bindungsmotiv ifE. coli ist umrandet. In F) sind Interferenzstudien (Phaspthioat und NAIM)
und chemische Footprint-Analysenkn coli zusammengefasst. Legende wie in Abb. 5-4 besa@wieb

Im Vergleich der Ergebnisse féx marinusuntereinander fallt auf, dass die Anzahl und Isit& der
Signale fur 5’APA-mat-tRNA&ca geringer ist, als fur die anderen tRNAs. Zusatziielgen die beiden
Substrate mit 5'-Flanke schwache Vernetzungen ineiBle von P6, die bei den Produkt-tRNAs nicht
festzustellen sind. So kann insbesondere aus dengléith von 3'-APA-pre-und mat-tRNA
geschlossen werden, dass Beimarinusein unterschiedlicher Substratbindungsmodus fintauber-
und Produkt-tRNA existiert.

5.5.3.4. Region von P5 und J5/15
Fir die Region J5/15 konnte i coli RNase P RNA gezeigt werden, dass sie Teil dedykiatznen

Zentrums von Ribozym-Substrat und Ribozym-Produtitaglexen ist. Durch®& an Position +1 von
mat-tRNA*P konnte eirshort-rangeCrosslink mit A248 herbeigefiihrt werden (Abb. 57 Christian
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et al, 1998). Durch derong-rangeCrosslinker Azidophenacyl an Position +1 von niiA""™
(Burgin und Pace, 1990) konnten die beiden, innablekteriellen RNase P RNA Sequenzen hoch
konservierten Nukleotide A248 und A249, vernetztdea (Abb. 5-7, H). Dies gelang auch Kufel und
Kirsebom (1996) mit dem Modellsubstrat pSu3-3XGtl(an Position —1) durch einen zusétzlichen
Crosslink an A245 in P5 (Abb. 5-7, G). B subtiliskonnten mit & an Position —3 der 5'-Flanke von
pre-tRNAP (Christian et al., 1998) ebenfalls zwei Nukleotide in J5/15 vernetairden (A245,
A246). Diese Ergebnisse zusammen belegen die NigserdRegion zur Prozessierungsstelle, die
durch den Nachweis einer direkten Basenpaarungchetis A248 und N-1 des Substrates einen
definitiven Beweis findet (Zahlest al.,2003).

Durch Interferenzstudien konnten Nukleotide und dph@ate dieser Region als wichtig fur die
Substratbindung und Katalyse identifiziert werd&hl{. 5-7, I). So wurden fur die PhosphgteotRp-
Sauerstoff) der beiden konservierten Nukleotide &\@dd A249 der Einfluss auf die Substratbindung
und far funktionelle Gruppen von A249 der Einflad die Katalyse belegt (Hardt al, 1995; Hardt

et al, 1996; Heidest al, 1999 ; Heideet al, 2001 ; Kayeet al, 2002).

Ein weiterer Beleg fur die Nahe zum katalytischem@um konnte durch die 5’-APA-Modifizierung
von zirkular permutierter RNase P RNA erzielt wer@earriset al.,1994; Harriset al.,1997), indem
intramolekulare Vernetzungen von G68 (P4) und G3328/2), die beide in Regionen des
katalytischen Zentrums liegen, mit Nukleotiden 5AL5 festgestellt wurden.

Auch von Nukleotiden des Acceptor- ung/@-Stammes der mat-tRNA wurden Crosslinks mit J5/15
beschrieben. Durch die Verwendung von zirkular pgienten reifen tRNAs, und Positionierung von
Azidophenacyl am 5’-Ende der RNAs konnten Vernetmder Position 64 (IC-Stamm) und 69
(Acceptor-Stamm) mit A248/A249 bzw. A248 erzieltroken.

Mit Azidophenacyl an den Positionen 73-76 von [RBHA"" (Oh und Pace, 1994) wurde diese
Region allerdings nicht identifiziert (Abb. 5-7,.Bp P. marinushingegen konnte mit 3’APA-pre-
tRNAcqcsa Welches in der Positionierung der APA-Gruppe iagchbar ist, die Nukleotide 242-246
identifiziert werden (Abb. 5-7, A). Diese Vernetgudes 3'-CCA-Endes mit P5 und J5/15 ist ein
Beleg fur einen neuartigen Substratbindungsmodug. imarinus wie er aufgrund des Fehlens des
GGU-Bindungsmotives zu erwarten war. Mit der reifdRNA, welche am 3'CCA-Ende den
Crosslinker tragt (3’APA-mat-tRN&icsa), ist eine deutlich schwéchere Vernetzung festtlest
(Abb. 5-7, B). In Ubereinstimmung mit den Ergebaissler P15/P16-Region ist also auch hier eine
veranderte tRNA-Bindung bei Ab- und Anwesenheit BleFlanke festzustellen. Die Positionierung
des Crosslinkers an Nukleotid —15 der 5’-Flanké\PA-pre-tRNAcca) fuhrt zu keinen Crosslinks in
dieser Region. Dies steht allerdings nicht im Gegenzu Untersuchungen Eu coli undB. subtilis

da Crosslinker in der 5’-Flanke bislang lediglich Bosition —1 bis —10 Verwendung fanden. Mit
diesen Konstrukten konnte f&. subtilisRNase P RNA gezeigt werden, dass die 5'-Flankesbugr
Oberflache zu liegen kommt, die sich von J5/15 §Glioks mit nt +1, -1 und —3) Uber J18/2
(Crosslinks mit nt —1, -3 und —-5) und J16/15 (Clinks mit nt -5, -7 und —10) bis hin zum peripheren
Element P3 (Crosslinks mit nt —10) erstreckt (Gtais und Harris, 1999). Die APA-Gruppe an
Position =15 in 5’APA-pre-tRNAca ist somit nicht in der Nahe der J5/15 Region. &saber
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anzunehmen, dass Nukleotide der 5'-Flanke, die sdtder an der Prozessierungsschnittstelle (+1)
befinden, sich analog zu den Ergebnissertincoli und B. subtilisauch in der Nahe von J5/15
befinden. Diese Annahme griindet sich auf den dahken Crosslinks (A242-A246), die mit 5’APA-
mat-tRNAcca, welches den Crosslinker an Position +1 tragtalézh werden. Dies zeigt, dass auch in
P. marinusRNase P RNA die J5/15 Region zum aktiven Zentretbgt, und sich wie i&. coliin der
Nahe zur Prozessierungsstelle befindet. Durch éadéeR des GGU-Bindungsmotives fh marinus
und die damit fehlende Fixierung des 3'-CCA-Endsesd die tRNA anders gebunden, als es bei
Vorhandensein dieser Wechselwirkung (wie z. BEirol) moglich ist.

P. marinus E. coli
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~GGGOPOAA- -GeaGclla-  Abb. 5-7: Crosslinks in Region P5 und
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5.5.3.5. Region von P3 und P4

Die Region von J3/4 und P4 ist der universell archisten konservierte Bereich aller RNase P RNAs
und ist eingebettet in die dicht gepackte Kerngtnuker RNA. Durch Interferenzstudien und NAIM
konnte ihm eine groRe Bedeutung in SubstratbindumhKatalyse zugeordnet werden (Abb. 5-8, E).
So konnte in M1-RNA durch Phosphorothioat-Intenfierean den nicht verbriickenden Phosphat-
Sauerstoffatomen (Rp-Sauerstoff) der nt 68-71 usda-34 ein Einfluss auf die Substratbindung
nachgewiesen werden, welcher bei den Nukleotiderus® 69 durch Mf wieder kompensiert
werden konnte. Firr diese beiden Nukleotide wirchdisseine M§*-Bindungsstelle diskutiert (Hardt
et al., 1995). Durch Selbstspaltungs-Experimente zirkpamutierter M1-RNA, die mit pre-tRNA
verknupft ist, konnte fir die Nukleotide 66-68 uBS2 der Einfluss degro-Rp-Sauerstoffs, und fir
A67 zusatzlich der despro-Sp-Sauerstoffes, auf die Katalyse gezeigt werd@&urch
Wiederherstellung der katalytischen Aktivitat in g@ewart von MA' ist fiir pro-Rp- undpro-Sp-
Sauerstoff von A67 jeweils die direkte Koordinatieimes Mg*-lons anzunehmen (Harris und Pace,
1995; Christiaret al.,2002). Die Koordination der Mélonen fiir Substratbindung und Katalyse wird
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hierbei durch den konserviertdBulge (U69) unterstiitzt, dessen definierte Position # fBr die
Ausbildung der optimalen lokalen Geometrie sorgay&et al, 2002).

Durch NAIM konnten zusétzliche funktionelle Gruppend Positionen von Nukleotiden in P4 und
J3/4 bestimmt werden (Abb. 5-8, E), die durch ihBsitrag zum Netzwerk der Wasserstoffbricken
und Struktur Einfluss auf die Substratbindung unokzBssierung ausiiben (Kazantsev und Pace, 1998;
Heideet al, 2001; Heideet al, 1999; Hardet al., 1996). Diese Ergebnisse unterstreichen die grol3e
Bedeutung von P4 und J3/4 flr die SubstratbindumgKatalyse durch das Ribozym.
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Abb. 5-8: Crosslinks in Region P3 und P4

Gezeigt ist der entsprechende Ausschnitt der Sekstrdktur vonP. marinusRNase P RNA, in dem durch
Crosslink-Experimente identifizierte Nukleotide blhervorgehoben sind (A-D). In F) sind Interferéndgen
(Phosphorothioat und NAIM) und chemische FootpAinalysen inE. coli zusammengefasst. Legende wie in
Abb. 5-4 beschrieben. Zusétzlich haben NukleotidBaxen und Phosphat It : Phosphorothioat-Effek#l>:
Phosphorothioat-Effekt mit Mf+Kompensation) Einfluss auf die Katalyse.

Durch intramolekulare Crosslinks mit 5’- und 3'ARMMadifizierungen der zirkular permutierten M1-
RNA konnte G68 (P4) mit Nukleotiden in P5, J5/185PL15/16 und L16/15 vernetzt werden, was
die Zugehorigkeit dieser Region zum aktiven Zenthategt (Harriset al, 1997).

Obwohl somit auch die Nahe von P4 zur pre-tRNA-Bssierungsstelle nahe liegt, konnte diese Helix
bisher nicht durch Crosslink-Experimente mit dehi8ttstelle oder dem 3’-Ende von pre- und mat-
tRNAs vernetzt werden. Mit'd modifizierter M1-RNA konnten jedoch Crosslinksnvtd69 mit den
Nukleotiden —8 und —10 der 5'-Flanke von pre-tRKAerhalten werden (Tab. 5-2; Pomeranz-
Krummel und Altman, 1999).

Weitere Crosslinks mit P4 und J3/4 konnten bislangmit dem Acceptor- undyIC-Stamm erhalten
werden. Nolaret al. (1993) verwendeten eine zirkular permutierte tRNMAan die an Position 64
(TYC-Stamm), dem 5’-Ende dieser reifen tRNA, Azidopdmyh positioniert war. Eine Vernetzung
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konnte mit G64-A67 detektiert werden. Haresal (1994) positionierten den Crosslinker in einer
entsprechend zirkular permutierten tRNA an nt 6@c@ptor-Stamm) und identifizierten die selben
Nukleotide der RNase P RNA.

Mit den hier gezeigten Crosslinks i marinusRNase P RNA konnte erstmals eine Verknipfung
zwischen P4 und dem 3'-CCA-Ende und der 5'-Flanlkehgewiesen werden. Fur 3’APA-pre-
tRNACqcsa (Abb. 5-8, A) und®3’APA-mat-tRNAcgcsa (Abb. 5-8, B) konnten Crosslinks mit U69-C70
bzw. G68-U69 festgestellt werden. Fur 5’APA-pre-iRi¢a (Abb. 5-8, C) wurden Vernetzungen mit
A66 und G69 identifiziert. Mit 5’APA-mat-tRNAca (Abb. 5-8, D) konnten allerdings in dieser
Region keine Crosslinks ermittelt werden.

Nur fur 3’APA-pre-tRNAcgcsa und3’APA-mat-tRNAcqcsa wurden auch Crosslinks in P3 festgestellt
(C52 bzw. C45 und U48). 3'APA-pre-tRNfcsa (Abb. 5-8, A) ergab sogar zusatzliche Vernetzungen
in J3/4 (U60-G63), was wiederum ein Indiz dafuy @&iss pre- und-mat-tRNA . marinusRNase P
RNA unterschiedlich gebunden werden.

Crosslinks von tRNAs mit P3 konnten bislang nuBinsubtilisRNase P RNA gezeigt werden. Mit
s'U an Position —10 der 5'-Flanke von pre-tRNRwurden A36 und U37 in der b8i. subtilissehr
verkirzten Helix P3 vernetzt.

Durch intramolekulare Crosslinks der APA-modifizear zirkular permutierten M1-RNA konnte G52
mit Nukleotiden von P15, L15/16, P16 und L16/15 €€kt al., 1998) sowie im umgekehrten Ansatz
G250 (in P15) mit Nukleotiden in P3 (Hares al, 1997) vernetzt werden. Diese intramolekularen
Crosslinks belegen die Nahe dieses etwas periplidesnentes zu Regionen des aktiven Zentrums, so
dass die ifP. marinuserhaltenen Crosslinks in P3 und J3/4 (Abb. 5-8)Aeine Erklarung finden.

5.5.3.6. Die Region von P7 bis P11 (Kruziform)

Die Helices P7 bis P11, die zusammen das KruzifSakundarstrukturelement bilden, treten mit dem
TYC-Stamm und PC-Schleife der pre-tRNA i&. coliundB. subtilisin Kontakt.

Insbesondere im JIC-Stamm interagieren dabei Nukleotide mit ihrelC-Gruppe mit P9 (Paat
al.,, 1995; Loria und Pan, 1997). Ein weiterer Kont&kinnte durch Crosslinks des in tRNAs
konservierten G18 mit A232 und A233 in P11 gezsigtden (Cheret al, 1998). Hierzu wurde
zirkular permutierte tRNAP mit 5-Azidophenacyl an G18 verwendet. Mit der igleen Strategie
konnten auch die Nukleotide 64 und 53 dg&CTStammes mit Nukleotiden in den Schleifen L8 und
L9 vernetzt werden (Nolaet al., 1993). Durch direkte UV-Bestrahlung konnte in MR ein
Crosslink zwischen C92 und dem Nukleotid —3 deiFBirke von pre-tRNA" erhalten werden
(Guerrier-Takadat al, 1989).

In Gegenwart von pre- und mat-tRNA sind A118 inuP@® A233 in P11 vor chemischer Modifikation
durch DMS geschitzt, und belegen damit zusétzlioenreKontakt dieser Region mit dem Substrat
(LaGrandeuet al.,1994). Durch NAIM wurden hauptsachlich Nukleotide®8 und P9 ermittelt, die
einen Beitrag zur Substratbindung liefern (Heddial, 2001; Heidest al, 1999). Ein sehr schwacher
Crosslink zwischen G+1 in mat-tRN und U231 (Burgin und Pace, 1990) sowie ein Croksli
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zwischen Nukleotid -1 im Modellsubstrat pSu3-3XG&U) und C235 in P11 (Abb. 5-9, E) sind
bislang die einzigen Interaktionen in diesem Bdreicdie in direkter Nahe zur
Prozessierungsschnittstelle zu sehen sind.

Die in P. marinusbeobachteten Crosslinks in P9 VBMPA-mat-tRNAcqcsa (Abb. 5-9, B) und
5'APA-pre-tRNAcca (Abb. 5-9, C) belegen die Nahe des 3'-CCA-Endes raifer tRNA und 5'-
Flanke der pre-tRNA zu P9. Auch hier ist wiedereeimterschiedliche Orientierung des 3'-CCA-
Endes von pre- und mat-tRNA auf der Oberflache Bd®zyms festzustellen. Mit 5’APA-mat-
tRNAcca konnten die irE. coli festgestellten Crosslinks von G+1 (mat-thN?\und Nukleotid -1
(pSu3-3XGC) nicht bestatigt werden.

P. marinus
A B C D
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Abb. 5-9: Crosslinks in Region P7 bis P11

Gezeigt ist der entsprechende Ausschnitt der Seékstrdktur vorP. marinusundE. coliRNase P RNA, in dem
durch Crosslink-Experimente identifizierte Nuklelgi blau hervorgehoben sind (A-E). In F) sind
Interferenzstudien (Phosphorothioat und NAIM) uhémische Footprint-Analysen B colizusammengefasst.
Legende wie in Abb. 5-4 beschrieben.

Zusammenfassend lasst sich feststellen, dass duragslink-Experimente im homolog&h marinus
System pre- und mat-tRM& mit den gleichen Regionen des katalytischen Zemgr(J18/2, Region
P15/P16, J5/15) interagieren, wie sieEincoli undB. subtilisRNase P RNA bestimmt wurden. Dies
bedeutet, dass tRNAs auf einer vergleichbaren @Giloté (Lage und Orientierung) gebunden werden.
Durch die fehlende Fixierung des 3'-CCA-Endes dBalsenpaarungen, wie sie mit dem GGU-Motiv
in J16/15 von M1-RNA stattfindet, werden die tRNiAsP. marinusRNase P RNA weniger starr an
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das Ribozym gebunden. Dies fuhrt dazu, dass niczekme definierte Nukleotide erkannt werden,
sondern groRRere zusammenhangende Bereiche (J168/25,J15/16, J5/15). Zusatzlich konnten auch
zu erwartende Interaktionen identifiziert werdeie, id bisherigen Crosslink-Experimenten nicht oder
nur geringfuigig auftraten. So stellen die Crosdinkit P4, J3/4 und P3 eine Besonderheit dar, die au
verschiedenen biochemischen Untersuchungen (z.uBatddnsanalysen, Phosphorothioat-Interferenz,
NAIM) zu erklaren sind. Die Crosslinks der 3'-APAarnkierten tRNAs mit P5 und J5/15 (Abb. 5-9,
A-B) im Vergleich zu 3'-APA modifizierten pre-tRNA? (Abb. 5-9, E; Oh und Pace, 1994), die in
dieser Region keine Crosslinks zeigen, belegerzdierwartende flexiblere Positionierung des 3'-
CCA-Endes irP. marinusRNase P RNA.

Durch 5’APA-mat-tRNAca, welches der 5’APA-mat-tRNA® von Burgin und Pace (1990) gleicht,
wurden vernetzte Nukleotide in P15, J15/16, P16 dt®i15 identifiziert (Abb. 5-9, D), die in M1-
RNA nicht gefunden wurden. Dies belegt, das®.imarinusRNase P RNA ein anderer Modus der
Produkt-Bindung stattfindet als B coli.

Durch unterschiedliche Crosslinks in P6, P18, Joii& J3/4 konnte gezeigt werden, dass pre-tRNAs
durch einen anderen Modus an dasmarinusRibozym gebunden werden, als reife tRNAs. Ein
unterschiedlicher Bindungsmodus fir tRNAs wurde hauic E. coli in Abhé&ngigkeit von der
Interaktion zwischen GGU-Motiv und 3’-CCA-Ende pdstrt. So konnten Pomeranz-Krummel und
Altman (1999) durch*J-Crosslinks feststellen, dass pre-tRN/An Anwesenheit des 3-CCA-Endes
anders gebunden wird, als in dessen AbwesenheaienEinterschiedlichen Substratbindungsmodus
postulierten auch Kufel und Kirsebom (1996). Siell®n fest, dass Wildtyp M1-RNA das
Modellsubstrat pSu3-3XGC in einem anderen Modugldiinals M%,s-RNA, bei der das GGU-
Motiv zu CGU mutiert wurde, und somit die Wechsekuing mit dem 3'-CCA-Ende gestort ist.

Es ist auffallig, dass die Muster der erhalteneas§links inP. marinusRNase P RNA fiir alle vier
verwendeten tRNAs dem des Modellsubstrates pSu3e3xéhr ahnlich sind. Da fir dieses Substrat
in M1-RNA zwei verschiedene Bindungsmodi existierdie zur Prozessierung an Position +1 und +4
fuhren, liegt die Vermutung nahe, dassHn marinusRNase P RNA auch zwei unterschiedliche
Bindungsmodi existieren, die sich zwar im Muster @eosslinks widerspiegeln, von denen aber nur
einer zur korrekten Prozessierung an Position it fu

Durch NAIM von pre- und mat-tRNAs konnten Heig¢ al (2001) zusatzlich zeigen, dass sich
Substrat- und Produktbindung firr tRRAIn M1-RNA unterscheiden.

Zur besseren Veranschaulichung der diskutiertersglinks inP. marinusundE. coli RNase P RNA
sind diese in Raumstrukturmodelle eingezeichned, fiin die verwendeten tRNAs in Abb. 5-10 und
Abb. 5-11 vergleichend gegenibergestellt. Das hieerwendete Modell voR. marinusRNase P
RNA wurde mit dem Programm ERNA-3D in Anlehnungdia M1-RNA-Struktur (Massireet al,
1998) erstellt (4.13.).
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Abb.:5-10: Crosslinks inP. marinus RNase P RNA im Raumstrukturmodell
Gezeigt ist das postulierte Raumstrukturmodell PomarinusRNase P RNA (4.13.). In A) sind die Regionen

des katalytischen Zentrums (J18/2 (rot); P15, L85/M16/15 (hellblau); J5/15 (gelb); P4, J3/4 (g)un)
hervorgehoben. In B-E) sind die ermittelten Craogdieingezeichnet (rot: sehr starke Signale; orasigeke
Signale; gelb: schwache Signale), die mit den jegeri modifizierten tRNAs (schematisch gezeigt, Rusition

des Crosslinkers) erhalten wurden.
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Abb.:5-11: Crosslinks inE. coli RNase P RNA im Raumstrukturmodell

Gezeigt ist das postulierte Raumstrukturmodell Eoroli RNase P RNA (Massiret al, 1998). In A) sind die
Regionen des katalytischen Zentrums (J18/2 (rdt}, B15/16, L16/15 (hellblau); J5/15 (gelb); P4/43@riin))
hervorgehoben. In B-E) sind die ermittelten Croddieingezeichnet (rot und dunkelblau: sehr st&igeale;

orange und hellblau: starke Signale; gelb: schwagigmale), die mit den jeweiligen modifizierten tR$|
(schematisch gezeigt, mit Position des Crosslinkentsalten wurden.
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5.6. Experimente mit demshort-range-Crosslinker sC in P. marinus
tRNAM

Der kiinstliche Einbau vorf@TP, welches als natiirliches CTP-Analogon in prpd@schen tRNAs
im Anticodon und TC-Loop gefunden wurde, in das 3'-CCA-Ende von H#RNAP"™ wurde
erstmals 1973 von Sprinzét al. beschrieben. Die mit Hilfe von Hefe Nukleotidytisderase
modifizierte tRNA;SZCA zeigte ein natirliches Acylierungsverhalten (Balethal, 1977). Da o (2-
Thiocytidin) durch UV-Licht (Wellenlangen >254 napregbar ist, kann es als Crosslinker verwendet
werden. Diese Eigenschaft nitzten Wang und Rufn&®97q) erfolgreich fur Crosslink-
Untersuchungen des Hammerhead-Ribozyms.

Um ein natirlicheres 3'-CCA-Ende dd?. marinus pre-tRNA"® zu erhalten, wurde mit der
UberexprimierterkE. coli Nukleotidyltransferase (4.5.1.) das 3'-CCA- Endm\pre-tRNA: zu pre-
tRNAcEcA vervollstandigt (4.5.4.). Eine weitergehende Maiéiung der Thiocarbonyl-Gruppe mit
Azidophenacyl (4.7.4.) fihrte zu 3'APA-pre-tRI§§CA. In Crosslink-Experimenten mR. marinus
RNase P RNA konnte allerdings mit keinem dieserddrei 3’-modifizierten tRNAs spezifische
Ribozym-Substrat-Komplexe erzeugt werden (4.9.)esB$ Ergebnis (berrascht, da mit den
verwendeten Wellenlange von 254 bzw 302 nm die Adishg kovalenter Verknipfung méglich sein
sollte.

5.7. RNase P RNA aus Cyanellen vod. paradoxa

C. paradoxaist eine eukaryotische Alge, die zur Klasse deuGbphyceae zahlt. Im Inneren der Zelle
befinden sich 1-4 photosynthetische Zellorganelkka,Cyanellen, die aus phylogenetischer Sicht ein
echtes Intermediat zwischen Cyanobakterien und medeChloroplasten darstellen. Fiir sie konnten
Baum und Schon (1996) die erste RNA-UntereinheniereiRNasd® aus photosynthetischen
Organellen nachweisen. Diese RNA ist im Cyanellem@n codiert und zeigt grof3e Homologie zu
cyanobakteriellen RNase P RNAs. Die Sekundarstrukitom Typ A konnte durch
Strukturuntersuchungen bestétigt werden (Cordier Sichon, 1999)In vitro ist sie im Gegensatz zu
anderen cyanobakteriellen RNase P RNAs aber katelyinaktiv.

Das Abweichen ihrer Sequenz an zwei sonst voll &omerten Positionen (A213, A22) vom
bakteriellen Konsensus ist nicht der Grund fur fielende Ribozym-Eigenschaft (Cordier, 1998;
Heubeck, 2003).

Ebenso wie die Mehrzahl der cyanobakteriellen RNPaBRNAs verfiigt die Cyanellen RNA nicht tber
das GGU-Motiv als Bindungsstelle fir das 3'-CCA-Endon tRNAs. Substrate mit 3'-CCA-Ende
werden vonC. paradoxaRNaseP aber effizienter umgesetzt als Substrate ohne-E@de (Gimple,
1999; Gimple und Schon, 2001). Das Fehlen des @@#Aungsmotivs in nahezu allen
cyanobakteriellen RNad2 RNAs schliel3t eine hierdurch verhinderte Suldsitndting als Grund fur
die fehlende Cyanellen-Ribozym-Aktivitat ebenfallss (Heset al, 1998).
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Um weitergehend zu untersuchen, ob die fehlendeZyibaktivitdt vonC. paradoxaRNase P RNA
auf das Fehlen der Fahigkeit zur Substratbindumgckzufiihren ist, wurde eine zirkular permutierte
C. paradoxa RNase P RNA mit kovalent verkniipfter pre-tRNA @RNA®", pre-tRNAY)
konstruiert (Heubeck, 2003). Hierbei zeigte keides Konstruktein vitro Prozessierungsaktivitat.
Heterologe Rekonstitution dieser Konstrukte mitorebinantemSynechocysti®Nase P-Protein zum
Holoenzym erbrachte hingegen eine erfolgreichaintiekulare Prozessierung von pre-tRKA

Die trotz der grossen Homologie zu bakteriellen RHA RNAs fehlende Ribozymaktivitat va@n
paradoxaspricht fir weitergehende Aufgaben der Proteineginheit, als dies fur das bakterielle
Protein der Fall ist. Da aber die heterologe Rehtuti®n von C. paradoxaRNase P RNA und
cyanobakteriellen RNase P-Proteinen zum aktivenoétaddlym moglich ist, muss dennoch davon
ausgegangen werden, dass keine essentiellen Kedafgaben auf dieC. paradoxa Protein-
Untereinheit Ubergegangen sind. Da die Behandluitigemer exogenen Nuklease die RN&se
Aktivitat jedoch irreversibel zerstort, muss diendfizierte RNA-Untereinheit also eine essentielle
Komponente fiir die katalytische Aktivitat des Enzysein (Cordier und Schon, 1999).

Der Ausgangspunkt fur eine weitergehende Untersugliler RNas® RNA aus den Cyanellen von
Cyanophora paradoxavar die Frage nach der Substratbindung digsetitro katalytisch inaktiven
RNase P RNA. Dies sollte durch Crosslink-Experireemit modifizierten tRNAs, die den long range
Crosslinker Azidophenacyl am 5-Ende von pre- undit-tRNAY tragen, analog zu den
Untersuchungen im homolog& marinusSystem aufgeklart werden.

5.7.1. Crosslink-Experimente mitC. paradoxa RNase P RNA

In Crosslink-Reaktionen mit 3'APA-pre-tRNfdcsa 3'APA-mat-tRNAcgcsa 5’ APA-pre-tRNAcca
und 5’APA-mat-tRNAcca, die analog zu den Reaktionen mitmarinusRNase P RNA durchgefihrt
wurden, bildete auch RNase P RNA aQs paradoxaspezifische Crosslink-Komplexe. Da die
Effizienz der Komplex-Bildung nur fur die beiden N&ufer-tRNAs grol3 genug war, wurden nur
diese aufgereinigt und analysiert. Die in der RNRIRNA identifizierten vernetzten Nukleotide sind
in Tab. 4-4, Abb. 4-62 sowie Abb. 4-63 zusammenggfa

Es zeigt sich, dass sich die Substratbindungs-@ilobd inC.paradoxagrundlegend von der iB&. coli
und P. marinusunterscheidet. Starke Signale finden sich in degiéhen P2, J2/4, J5/15, P6, P7, P8,
P9 und J14/11. Schwéachere Signale finden sich Ziggétn P3, J3/4, P4, P15 sowie J15/16. Die
Muster sind fur die beiden verwendeten SubstradPB-pre-tRNAcqcsaund 5’APA-pre-tRNAcca
nahezu identisch. Lediglich in vier Nukleotiden @2U28, U58, C174) ist ein Unterschied
festzustellen. Da mit katalytisch inaktiven RNaseNPAs bisher keine Crosslink-Untersuchungen
durchgefuhrt wurden, kénnen die erhalten Ergebnimmgemit den in 5.5.3. diskutierten verglichen

werden.
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5.7.1.1. Die Region J18/2, P2 und J2/4

Einer der auffalligsten Unterschiede zwischen dsalitisch aktiverP. marinusRNase P RNA und
der katalytisch inaktivee. paradoxaRNase P RNA ist in dieser Region festzustellenfifitien sich

bei C. paradoxain J2/4 sehr starke Crosslinks (U317-C324), diedee Verwendung der gleichen
Substrate inP. marinusnicht auftreten (Abb. 5-12, B-C). I&. coli wurden in diesem Bereich
lediglich bei dem Modellsubstrat pSu3-3XGCUsan Position —1) Crosslinks festgestellt (Abb.5-1
D; Kufel und Kirsebom, 1996). In diesem Bereichdsidurch Interferenzstudien (Abb. 5-12, E)
lediglich die Nukleotide A347 und A351 sowie dechtiverbriickende Sauertstofirp-Rp) des 5'-
Phosphates von A352 als wichtig fur die Katalysel #8849 und A351 als einflussreich auf die
Substratbindung identifiziert worden (Kageal, 2002; Hardet al, 1995; Hardt et al., 1996; Heidé

al., 2001; Heideet al., 1999). Zusatzlich konnte durch MutationsanalysenG350, welches in 92 %
aller Eubakterien konserviert ist, die Beteiliguag einer M§" Koordination in direkter Nahe zum
katalytischen Zentrum gezeigt werden (RasmusseriNafah, 2002). Andere ribozymaktive RNd3e
RNAs, wie die au$. marinusoder Synechocystjesitzen an der entsprechenden Position ebenfalls
dieses konservierte Guanodih.paradoxaRNase P RNA verflgt an der entsprechenden Posibien

ein Adenosin. Aufgrund des HSAB-Prinzipgsa(d and soft acids and bagdsesitzt dessen Nib-
Gruppe keine so stark ausgepragte Affinitat undisétordinierungseigenschaften zu Kigonen

wie O6 des Guanosin. Die deshalb verringerten ké&itign der RNase P RNA zur Koordination von
essentiellen Mg-lonen in direkter raumlicher Nahe zum katalytisthgentrum kénnten fir die
fehlenden Ribozymeigenschaften verantwortlich sdiurch die experimentelle Durchfiihrung
bedingt, konnte dieses Nukleotid (A326) in den RrifExtension-Reaktionen allerdings nicht
analysiert werden.

Fur die beobachteten Crosslinks in P2 (C313-A318) gs, wie bereits in 5.5.3.1. erlautert, wenig
Vergleichsdaten fur diese ansonsten funktionellegieitende Helix.

In allen bisher untersuchten katalytisch aktivenaB& P RNAs ist die ungepaarte Region J18/2 ein
essentieller Teil des katalytischen Zentrums und 8abstratbindungsoberflache (5.5.3.1.). Im
auffalligen Gegensatz hierzu finden sich Gn paradoxakeinerlei vernetzte Nukleotide in J18/2.
Dieser Befund fur J18/2 und das Auftreten der starrosslinks in J2/4 zeigen sehr klar, dass die
gleichen Substrate (3'APA-pre-tRNAcsa 5’ APA-pre-tRNAcca) von P. marinusund C. paradoxa
unterschiedlich gebunden werden.
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Abb. 5-12: Crosslinks in der Region J18/2, P2 und2i4

Gezeigt ist der entsprechende Ausschnitt der Sekatrdktur vorC. paradoxaP. marinusundE. coliRNase P
RNA, in dem durch Crosslink-Experimente identifitéeNukleotide blau hervorgehoben sind (A-D). Dief&e
und Farbintensitat spiegelt dabei die Signalstéaté&e Primer-Extension-Analyse wieder. Bei den eimeel
Ausschnitten sind die jeweils verwendeten tRNAs utid Positionierung des Crosslinkreagenzes (rot)
schematisch gezeigt. In E) sind Interferenzstudihosphorothioat und NAIM) und chemische Footprint-
Analysen t, 5¢) zusammengefasst. Kreise: (Guanosin 2 Nkl e: Ribose 2'0OH; :Purin N7) und Dreiecke
(>>: Phosphorothioat-Effek® : Phosphorothioat-Effekt mit MirKompensation) kennzeichnen Nukleotide, die
auf die Substratbindung Einfluss haben. NukleoitidBoxen und Phosphat:l¢: Phosphorothioat-EffekBl>:
Phosphorothioat-Effekt mit Mf+Kompensation) haben Einfluss auf die Katalyse.

5.7.1.2. Die Region von P15 und P16

In dieser Region, die fur katalytisch aktive RN&BeRNAs zum katalytischen Zentrum gehort
(5.5.3.3.), lassen sich lediglich schwache CrokslifG222-U224) in P15 und L15/16 lokalisieren.
Dies konnte durch die anomale Struktur von J15iche wie fur die meisten Cyanobakterien vom
Konsensus abweicht und auch kein GGU-Bindungsnimsitzt, erklart werden. Pascual und Vioque
(1999) begriindeten die Praferenz BymechocystiBNase P RNA fir Substrate ohne 3'-CCA mit der
sehr groRen J16/15-Schleife, die durch sterischelétung eine Interaktion mit dem 3’-CCA-Ende
unterbindet. Aus diesem Grund koénnten auchCinparadoxadie Substrate durch einen anderen
Modus und alternative Kontakte gebunden werdenlleitht werden auch durch das Fehlen der
Interaktionen mit J18/2 und J16/15 die Prozessigsiafle der Substrate nicht optimal auf dem
Ribozym positioniert, so dass eine Prozessieruneybieibt.
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C. paradoxa P. marinus E. coli
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Abb. 5-13: Crosslinks in der Region P15 und P16

Gezeigt ist der entsprechende Ausschnitt der Sekatrdktur vorC. paradoxaP. marinusundE. coliRNase P
RNA, in dem durch Crosslink-Experimente identifizée Nukleotide hervorgehoben sind (A-D). In E) sind
Interferenzstudien (Phosphorothioat und NAIM) uhémische Footprint-Analysen B colizusammengefasst.
Legende wie in Abb. 5-12 beschrieben.

5.7.1.3. Die Region von P5 und J5/15

3'’APA-pre-tRNAcqcsahat inC. paradoxanahezu den gleichen Kontakt mit J5/15 und P5 (&bb4,

A) wie P. marinus(Abb. 5-14, C; 5.5.3.4.). 5’APA-pre-tRN&a hingegen wird vorP. marinus
RNase P RNA durch einen anderen Modus gebundemzeigtin dieser Region keine Signale (Abb.
5-14, B, D; 5.5.3.4.). Zusétzlich finden sich fi@ide Substrate in der 5’-Halfte von P6 starke Signa
Lediglich in P. marinuskonnten in der 3'-Halfte von P6 ebenfalls Signgé&#unden werden (Abb.
5-13). Diese neuartigen spezifischen Interaktiowlen pre-tRNA mit den beiden verschiedenen
Strangen von P6 i€. paradoxabzw. P. marinusRNase P RNA konnte durch die ungewohnliche
Struktur von J15/16 und J16/15 im cyanobakteriellgp der RNase P RNAs begriindet sein.
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Abb. 5-14: Crosslinks in der Region P5 und J5/15

Gezeigt ist der entsprechende Ausschnitt der Sekatrdktur vorC. paradoxaP. marinusundE. coliRNase P
RNA, in dem durch Crosslink-Experimente identifizée Nukleotide hervorgehoben sind (A-D). In E) sind
Interferenzstudien (Phosphorothioat und NAIM) uhémische Footprint-Analysen B coli zusammengefasst.
Legende wie in Abb. 5-12 beschrieben.



Diskussion 185

5.7.1.4. Die Region von P4 und P3

In P4 und J3/4, welche als die Kernregion des kasahen Zentrums angesehen werden, finden sich
wie in P. marinus(5.5.3.5.) auch irC. paradoxaCrosslinks, die in keiner anderen Untersuchung, in
der tRNAs an aquivalenten Positionen modifiziertaan, gezeigt werden konnten (Abb. 5-15, A-D).
Dies ist ein Indiz dafur, dass die Substrate irdéeiRNase P RNAs zumindest die Nahe zu P4
gemeinsam haben. Der Verlust der Ribozymeigenschass deshalb auf fehlende Interaktionen mit
anderen Regionen zuriickzufihren sein.

Durch intramolekulare Crosslinks von zirkular petiader M1-RNA, die Azidophenacyl am 5-Ende
tragt, konnten G63 (J3/4) und G68 (P4) unter amdateh mit Nukleotiden aus J2/4 vernetzt werden,
was eine Nahe dieser beiden Regionen belegt (Herdk, 1994; Harriset al, 1997). G68 bildete im

E. coli system zusétzlich Crosslinks mit Nukleotiden abs J5/15, P15 und J15/16 und denGn
paradoxavernetzten Nukleotiden in P15 und J15/16 aus.nda iparadoxaG46, das Pendant zu G68
ausE. coli,im Zusammenhang mit Nukleotiden dieser Regionenatet wurde, ist anzunehmen, dass
die RNase P RNA eine &hnliche Tertiarfaltung eirmtrwie in katalytisch aktiven Ribozymen.
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Abb. 5-15: Crosslinks in der Region von P4 und P3

Gezeigt ist der entsprechende Ausschnitt der Sekstrdktur vorC. paradoxaP. marinusundE. coliRNase P
RNA, in dem durch Crosslink-Experimente identifizée Nukleotide hervorgehoben sind (A-D). In E) sind
Interferenzstudien (Phosphorothioat und NAIM) uhemische Footprint-Analysen B colizusammengefasst.
Legende wie in Abb. 5-12 beschrieben.
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5.7.1.5. Die Region von P7 bis P11 (Kruziform)

Die fir beide Substrate erhaltenen starken Crdsslimit dem Kruziform, welches zur
Substratbindungsdoméane gehdrt, sind einzigartigs®istarken Vernetzungen mit P7, P8, P9 und
zusatzlich mit J14/11 belegen eindeutig, dass 4&C2-Ende und die 5'-Flanke der pre-tRNAs auf
einer anderen Oberflache der RNase P RNA gebundedew, als dies fiir Substrate fn marinus
und anderen katalytisch aktiven RNase P RNAs diidtg¢5.5.3.6.).
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Abb. 5-16: Crosslinks in der Region von P7 bis P11

Gezeigt ist der entsprechende Ausschnitt der Sekatrdktur vorC. paradoxaP. marinusundE. coliRNase P
RNA, in dem durch Crosslink-Experimente identifizée Nukleotide hervorgehoben sind (A-D). In E) sind
Interferenzstudien (Phosphorothioat und NAIM) uhermische Footprint-Analysen B colizusammengefasst.
Legende wie in Abb. 5-12 beschrieben.

Zusammenfassend lasst sich feststellen, @agsaradoxaRNase P RNA die Substrate 3'APA-pre-
tRNACqcsa und 5’APA-pre-tRNAcca in einem anderen Modus bindet als die katalytiag&kive

P. marinusRNase P RNA.

Sehr auffallig ist hierbei das nahezu identischestduder identifizierten vernetzten Nukleotide fir
beide pre-tRNAs, die das Crosslink-Reagenz an dameimander entfernten 3'- und 5’-Enden
enthalten. Dies konnte allerdings mit einer mogithAusbildung eineHairpin-Struktur in der 5'-
Flanke begriindet sein. Diese mit 3,6 kcal/mol betgte Struktur wiirde das 5-Ende der Flanke
naher an die Prozessierungsstelle und das 3'-CGleEeranfuhren, so dass die Modifizierung am
5’- und 3'- Ende der pre-tRNA zu identischen Crivda flihrt.
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Mit den hier gewonnen Informationen lasst sichWlisache fir die fehlende Ribozym-Eigenschaft der
C. paradoxaRNase P RNA allerdings nicht ermitteln.

Da die RNase P RNA vom Struktur-Typ A alle Kriterifiir eine erfolgreiche Katalyse erfllt, kann
vermutet werden, dass sich die RNA korrekt falteid lediglich aufgrund der ungewdhnlichen
Struktur der P15/P16-Region (5.2.2.) die Substsateeiner anderen Oberflache gebunden werden,
wie sie fUr katalytisch aktive RNase P RNAs festgitswurde. Durch diese andersartige Interaktion
im Komplex wird die Prozessierungsstelle des Sabedr nicht optimal im aktiven katalytischen
Zentrum positioniert, was in einer ausbleibenderoz@ssierung resultiert. Erst durch die
Wechselwirkung mit der Protein-Untereinheit finddie korrekte Platzierung der Schnittstelle im
aktiven Zentrum statt, und die Substrate werderrdlysiert. Crosslinks mit reifer tRNA kénnten
zusatzliche Daten fur eine detailliertere Aussdger ilie Substratbindung liefern.

Eine alternative Erklarung ware die fehlerhaftetdia derC. paradoxaRNase P RNA in einer
katalytisch inaktiven Konformation, welche zu dderhfestgestellten Substratbindung fuhrt. Erst
durch die Interaktion der RNase P RNA und der pf¥A mit der Protein-Komponente wird die
Faltung der RNase P RNA zur aktiven Konformationl aine korrekte Positionierung des Substrates
bewirkt. Durchstructure-probingExperimente und Bleispaltung in An- und Abwesehtes Proteins
konnte geklart werden, ob die Anwesenheit des ProtI einer Konformationsénderung fihrt.

Es ist allerdings auch nicht ausgeschlossen, ddggith die Abweichung des Nukleotides A326 vom
konservierten Guanosin (Position 350 B coli), fir welches die Beteiligung an einer fig
Koordination in direkter Nahe zum katalytischen #fem gezeigt wurde (Rasmussen und Nolan,
2002), fur die fehlende Ribozym-Eigenschaft veramtliich ist. Diese Fragestellung konnte durch
entsprechende Mutationsanalysen geklart werden.

5.8. Ausbhlick

Der Ausgangspunkt fur diese Arbeit war die Fragehnder Prozessierung und Substratbindung von
tRNAs durchP. marinusRNase P RNA im homologen System sowie die Sulbstidiing durch die
katalytisch inaktive RNase P RNA aus den CyaneltamCyanophora paradoxa

Moglicherweise konnten durch Kinetiken véh marinusRNase P RNA untesingle turn-over
Bedingungen zusétzliche Aussagen gewonnen werdan,hidr zwischen dem Einfluss von
Substratbindung, Katalyse-Reaktion und FreisetzesgProduktes besser unterschieden werden kann.
Um die Substratbindung und Katalyse duRchmarinusRNase P RNA weitergehend zu untersuchen,
kénnten Interferenzstudien mit Phosphorothioat- thutkleotidanaloga (NAIM) im homologen und
heterologen Prozessierungssystem durchgefihrt wefdech wirden analoge Crosslink-Experimente
mit modifizierter P. marinustRNA*® und E. coli RNase P RNA die hier gewonnenen Ergebnisse
verifizieren. Zusatzlich kénnten tRNAs mit deletan CCA-Ende in Crosslink-Reaktionen mit
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P. marinus RNase P RNA eingesetzt werden. Durch CrosslinkeErgente im heterologen
Prozessierungssystem koénnten mogliche UnterschisleSubstratbindung in Abhangigkeit vom
3’-CCA-Ende untersucht werden.

Da C. paradoxaRNase P RNA an Position A326 vom bakteriellen Kmssis (Guanosin) abweicht,
kbnnten Mutationsanalysen im Bereich von J2/4 Ahlfses dartiber geben, ob in dieser Region
einzelne Nukleotide fur die fehlende Ribozym-Akiditiverantwortlich sind.

Durch Bleispaltungs-Experimente kénnten #Bindungsstellen und die Struktur der RNA-
Untereinheit noch detaillierter bestimmt werden. t Mchemischen und enzymatischen
Strukturuntersuchungen an heterolog rekonstituidttdase P kann eine mdogliche Strukturanderung
derC. paradoxaRNase P RNA festgestellt werden, die durch die ésemheit der Proteinuntereinheit
induziert wird. Quervernetzungsversuche zwisdBeparadoxaRNase P RNA und cyanobakteriellem
Protein kéonnten weiteren Aufschluss Uber die Badwgitder Protein-Untereinheit fiir die Katalyse
geben.

Durch Mutationsanalyse der J16/15 Region konnte eidglicher Zusammenhang dieses
ungewohnlich grofR3en einzelstréangigen Bereichedarittehlenden katalytischen Aktivitat untersucht
werden. Insbesondere eine Verkleinerung diesed 3 B#reiches ware ein interessanter Ansatzpunkt,
um die Ursache fir die fehlende katalytische Akdivdurch die nackte RNA zu klaren.
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6. Zusammenfassung

Ribonuklease P (RNa$d ist eine essentielle Endonuklease, welche diabke von pre-tRNAs
entfernt. Die RNase P RNA des CyanobakterilBnschlorococcusmarinusist in vitro katalytisch
aktiv und bevorzugt in heterologen Prozessierurgiegyen Substrate mit vollstandigem 3'-CCA-
Ende. Diese Substratspezifitat widerspricht dendgiumgen, da tRNAs iR. marinusnicht mit dem
CCA-Ende codiert sind und die RNase P RNA auchtriels GGU-Bindungsmotiv fir diese CCA-
Enden aufweist.

Um die Substratspezifitat und Aufbau des Ribozyrhstat-Komplex vorP. marinusRNase P RNA
im homologen System untersuchen zu kénnen, wurdansKriptionsklone fuP. marinuspre- und
mat-tRNA ey konstruiert, mit denen nach entsprechender Résmighydrolyse Transkripte mit
stufenweise verkirzten 3'-CCA-Ende synthetisiertdea konnen.

Durch enzymkinetische Untersuchungen der ProzesgjedurchP. marinusRNase P RNA wurde
unter steady-statdBedingungen fur pre-tRN&ca eine Michaelis-Menten Konstante von 6,92 uM
ermittelt. Die Entfernung von A76 und C75 des 3'AZEndes fihrt zu einer Erhéhung dek K
(7,13 uM bzw. 19,68uM). Diese Substrate werdenlifdigveniger stark gebunden, was sich auch in
der freien BindungsenthalpiAAG von 0,02 und 0,65 kcal/mol ausdriickt. Die Entiegn des
vollstandigen 3’-CCA-Endes fluhrt zu einer erheldictErniedrigung der £ (0,83uM) und zu einer
energetisch beglnstigten, starkeren Substratbin@\&@ —1,31 kcal/mol).

P. marinusRNase RNase P RNA zeigt folglich bei devitro Prozessierung im homologen System
unter steady-statdedingungen eine Substratspezifitat flr das Sabstit deletiertem 3'-CCA-Ende
(pre-tRNAxcca).

Durch die Methode desrosslinking die in dieser Arbeit etabliert und optimiert ward«énnen RNA-
Protein und RNA-RNA Interaktionen nachgewiesen wardMit ihr wurde die Bindung von Substrat
und Produkt im Komplex mit der RNase P RNA untensuc

Durch interne Modifizierung deP. marinusRNase P RNA-Komponente mit dem photosensiblen
Nukleotidanalogon“s) wurden Kontaktstellen in 5'-Flanke, Acceptor-StapD-Stamm, D-Schleife,
Anticodon-Schleife und in der variablen Schleifer & marinuspre-tRNA" identifiziert. Diese
lokalisierten Kontaktstellen stehen denen in deFlahke, dem Acceptor-Stamm und der 3'-Flanke,
wie sie fur den Ribozym-Substrat-Komplex tgitcoli RNase P RNA identifiziert wurden, gegeniber.
In P. marinusRNase P RNA werden folglich alternative Kontaktstezur Substratbindung benutzt.

Mit Hilfe der hier tberexprimierterE. coli Nukleotidyltransferase, konnte pre- und mat-tRf4A
durch eine neue Synthesestrategie am 3’-CCA-Endedemn Crosslink-Reagenz Azidophenacyl
(APA) maodifiziert werden. Durch die Positionierurgn APA am 5'-Terminus von pre- und mat-
tRNA*? wurden weitere modifizierte tRNAs synthetisiert.
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Durch Crosslink-Experimente im homologén marinusSystem mit diesen modifizierten pre- und
mat-tRNAY-Varianten wurden die selben Regionen des katatytis Zentrums (J18/2, Region
P15/P16, J5/15) der RNase P RNA identifiziert, @i vonE. coli und B. subtilisRNase P RNA
bekannt sind. Dies bedeutet, dass die 5-Flanke,Pdozessierungsstelle und das 3'-CCA-Ende der
tRNAs auf einer vergleichbaren Oberflache posigoniverden wie in anderen Ribozymen. Durch die
fehlende Fixierung des 3'-CCA-Endes Uber Basenpagm mit dem GGU-Bindungsmotiv werden
die tRNAs inP. marinusRNase P RNA weniger starr an das Ribozym gebundendas 3'-CCA-
Ende besitzt eine flexiblere Positionierung im Kdexpmit dem Ribozym.

Die Existenz unterschiedlicher Crosslink-MustePiy, P18, J5/15 und J3/4 zeigt, dass pre-tRNAs und
reife tRNAs durch verschiedene Modi an dBs marinus Ribozym gebunden werden. Die
Identifizierung von vernetzten Nukleotiden in P185/16, P16 und J16/15, die mit vergleichbaren
modifizierten tRNAs inE. coli RNase P RNA nicht gefunden wurden, belegen, dass marinus
RNase P RNA ein anderer Produkt-Bindungs-Modudiexisls inE. coli.

Erstmals konnten in dieser Arbeit auch zu erwamelmderaktionen mit dem katalytischen Zentrum
identifiziert werden, die in bisherigen Crosslinkgerimenten irE. coliundB. subtilisRNase P RNA
nicht oder nur geringfligig auftraten. So stellea @rosslinks mit P4, J3/4 und P3 eine Besonderheit
dar, die aus verschiedenen biochemischen Unteragehuwie Mutationsanalysen, Phosphorothioat-
Interferenz und NAIM zu erklaren sind.

Um die erhaltenen Ergebnisse besser veranschaulizhe kénnen, wurde mit dem Programm
ERNA-3D ein Raumstrukturmodell fi?. marinusRNase P RNA und tRN erstellt.

Die RNase P RNA der Cyanellen v@yanophora paradoxaistin vitro katalytisch inaktiv. Um zu
klaren, ob die fehlende Ribozym-Aktivitat dieser &d P RNA auf eine fehlerhafte Substratbindung
zuriickzufiihren ist, sollten Crosslink-Experimentét men modifizierten P. marinus tRNA*"
durchgefuhrt werden. Es konnte gezeigt werden, &assund 3’-modifizierte pre-tRNAs inC.
paradoxain einem anderen Modus gebunden werden, als dilieclkatalytisch aktive®. marinus
RNase P RNA.

Summary

Ribonuclease P (RNase P) is the essential end@sgctesponsible for the removal of the 5’-flank of
precursor tRNAs. The RNase P RNA from the cyanarash Prochlorococcus marinushowsin
vitro catalytic activity and specificity for heterologosubstrates containing the complete 3'-CCA end.
This preference is in contrast to the fact that PhenarinusRNase P RNA does not possess the
binding motif for the CCA terminus, which is notaaaled in tRNA genes in this organism.
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To analyse the substrate specificity and architectd the ribozyme-substrate-complexRofmarinus
RNase P RNA in a homologous system, transcriptiones forP. marinuspre- and mat-tRNA?
were generated to obtain different transcripts widpwise shortened 3'-CCA ends.

In the kinetic analysis d®. marinusRNase P RNA, the Michaelis constant,jKor pre-tRNAcca was
6,92 UM, as determined under steady-state conditibhe subsequent deletion of A76 and C75 from
the 3'-CCA end results in an increase qf &,13 uM and 19,69 uM, respectively). These sabesdr
are bound less strongly, which is expressed in ¢ddsinding energy ZAG 0,02 and 0,65 kcal/mol,
respectively).The removal of the complete CCA emsllts in an considerable decrease (f(B,83
uM) and an energetically favoured and stronger ibipcdbf substrate JAG —1,31 kcal/mol). In
conclusion, in the homologous vitro system,P. marinusRNase P RNA has a preference for
substrate lacking the 3'-CCA end (pre-tRN&A).

The method ofCrosslinking which was established and optimised in this warlgenerally used to
determine RNA-protein and RNA-RNA interactions. hiethod was used to examine the binding of
substrate and product in the complex composed Rilase P RNAP. marinusRNase P RNA was
internally modified with the photoinducible nuclete analogue “6). With this modified RNA,
interactions of the 5’-flank, acceptor stem, D-st@mal loop, anticodon loop and variable loop of pre-
tRNA™? with RNase P RNA were detected. These contactinazentrast to signals in the 5'-flank,
acceptor stem and 3'-flank which have been idemttifh the ribozyme-substrate-complexegotoli
RNase P RNA. Thus, i. marinusRNase P RNA, alternative interactions are usedstdrstrate
binding.

Using purified recombinari. coli Nucleotidyltransferase, pre- and mat-tRNAvere modified at the
3’-CCA end by a new strategy using the crosslirdgent azidophenacyl (APA). Additional modified
tRNAs were obtained by positioning the APA-reagarhe 5'-end.

In the homologou®. marinussystem, crosslinking experiments with the modifiRiNAs identified
the same regions of the catalytic centre (J184lpreP15/P16, J5/15) which have been established in
E. coli andB. subtilisRNase P RNA. This observation indicates that &Mfl, cleavage site and 3'-
CCA end are positioned on a similar surface, ahénother ribozymes. Due to the missing interaction
between the GGU motif and the CCA end, tRNAs anenbldess rigid to the ribozyme . marinus
and the 3'-CCA end is more flexible in the complex.

Different crosslink patterns in P6, P18, J5/15 dA indicate that pre-tRNAs and mat-tRNAs are
bound in a different mode Y. marinusRNase P RNA. The identification of crosslinked leotides

in P15, J15/16, P16 and J16/15 which are not obdewith analogous modified tRNAs B&. coli
RNase P RNA, show that a different mode of prothiredling exists irP. marinusRNase P RNA.

For the first time, interactions within the cataédytcentre could be identified which had been
anticipated, but were only weakly detectable in Ehecoli and B. subtilis RNase P RNAs. The
crosslinks in P4, J3/4 and P3 are a distinctivéufea which is supported by mutational studies,
phosphorothioate interference and NAIM analysis.



Zusammenfassung/Summan92

To obtain a good visualization of the crosslinkiegults, a 3D-model d?P. marinusRNase P RNA
and tRNA" was created with the program ERNA-3D.

RNase P RNA from the cyanelles ©@yanophora paradoxaoes not show catalytic activitg vitro.

To establish whether the lack of substrate bindibdity is the reason for the missing ribozyme
activity, crosslinking experiments with the modifi®. marinustRNA*® were done. 5- and 3'-
modified pre-tRNA™ are bound by cyanelle RNase P RNA in a differemtdenthan by the
catalytically activeP?. marinusRNase P RNA.
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CTRaS Cytosin-5'-{i-thio)-triphosphat
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C5 E. coli RNase P-Protein
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polymerase chain reaction
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