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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Termination und Antitermination

Sowohl in Prokaryoten als auch in Eukaryoten existieren verschiedene Mechanismen zur
Kontrolle der Genexpression, wobei die Ebene der Transkription von DNA in RNA eine
wichtige Rolle einnimmt (McKnight et al., 1992). Die Transkription eines DNA-Abschnittes
durch die RNA-Polymerase ist ein geordneter, vielstufiger Prozess, der sich in drei Phasen
unterteilen ldsst: die Initiation, die Elongation und die Termination. Der erste Schritt der Ge-
nexpression ist die Initiation der RNA-Synthese an einem Promotor. Die Art des Promotors
bestimmt dabei die Héufigkeit der Transkriptionsinitiation und tragt daher entscheidend zur
Regulation der Genexpression bei. Wéhrend der auf die Initiation folgenden Elongationsphase
hingt die RNA-Polymerase Ribonukleotide mit einer Geschwindigkeit von 40-50 Nukleoti-
den pro Sekunde an das 3’-Ende der nascierenden RNA an. Wihrend dieser Phase besitzt der
terndre Komplex aus RNA, DNA und RNA-Polymerase eine hohe Stabilitdt beziiglich der
Dissoziation. Die Stabilitéit dieses Komplexes sowie der synthetisierten RNA ermdglichen der
RNA-Polymerase einen lingeren DNA-Abschnitt zu transkribieren, ohne dass es dabei zu
einem Transkriptionsabbruch kommt. Sie bildet damit ein weiteres regulatorisches Element
zur Steuerung der Genexpression. SchlieBlich beinhaltet die Entscheidung der RNA-
Polymerase, die Transkription an bestimmten DNA-Abschnitten entweder abzubrechen oder
fortzufiihren, ein Kriterium zur Expressionskontrolle. Dieser Vorgang wird als Termination

bzw. Antitermination bezeichnet.

1.2 Transkriptionstermiantion bei Prokaryoten

Die Stabilitdt des terndren Transkriptionskomplexes aus DNA, RNA und RNA-Polymerase ist
fiir die effiziente Vervielfiltigung von Gensequenzen wichtig. Fiir eine erfolgreiche Gen-
expression ist die Fahigkeit von Enzymen zur Verldngerung der RNA und zur Freisetzung des
Transkripts am Genende von Bedeutung. Eine Wechselwirkung zwischen RNA-Polymerase,
DNA und der nascierenden RNA ermoglicht eine Transkription der meisten Sequenzen bakte-

rieller DNA, ohne dass die wachsende Kette vor Erreichen einer Terminatorsequenz vom

1
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Komplex gelost wird. Allerdings existieren Sequenzmotive, an denen die Stabilitit des terné-
ren Transkriptionskomplexes erniedrigt wird und daher die Wahrscheinlichkeit der Ablosung
der nascierenden RNA mit der Kettenverldngerung konkurrieren kann (Wilson et. al, 1994).
Trifft die RNA-Polymerase auf einen dieser Terminatoren, so hort sie auf, Ribonukleotide an
die wachsende RNA-Kette anzuhéingen. Die RNA wird aus dem Komplex mit der DNA frei-
gesetzt und der DNA-Doppelstrang schlie8t sich wieder. Die genaue Bestimmung eines Ter-
minationspunktes gestaltet sich allerdings schwierig. Denn wihrend das 5°-Ende des RNA-
Transkripts und damit der Transkriptionsstartpunkt durch eine Triphosphatgruppe eindeutig
gekennzeichnet ist, weilt das 3’-Ende immer nur eine OH-Gruppe auf, unabhingig davon, ob
es durch Transkriptionstermination oder durch nachtrégliche Spaltung des Transkripts ent-
standen ist. Die Terminationsstelle der Transkription muss daher nicht unbedingt mit dem 3’-
Ende des Transkripts iibereinstimmen. Aus diesem Grund kann die Terminationssequenz
nicht auf einfache Weise aus der DNA-Sequenz abgeleitet werden. Zudem ist nicht nur die
Sequenz sondern auch die Struktur der synthetisierten RNA fiir die Terminationssequenz von
entscheidender Bedeutung.

In Escherichia coli-Zellen gibt es zwei unterschiedliche Arten von Transkriptionsterminato-
ren. Die eine Art bendtigt keine weiteren Komponenten auller der RNA-Polymerase selbst.
Daher kann ein derartiger Terminator, der auch als intrinsischer Terminator bezeichnet wird,
in einem in vitro-System mit gereinigter E.coli RNA-Polymerase beobachtet werden (Platt,
1986). Fiir die zweite Art von Transkritionsterminatoren ist neben der RNA-Polymerase noch

ein zusatzlicher Terminationsfaktor, das sog. Rho-Protein, notwendig (Yager et al., 1987).

1.2.1 Rho-unabhingige Termination

DNA-Sequenzen, an denen die E. coli-RNA-Polymerase die Transkription ohne Hilfe des
Rho-Faktors terminiert, werden als Rho-unabhingige oder intrinsische Terminatoren bezeich-
net (Brendel et al., 1987). Auf der DNA-Ebene weisen diese Terminatoren zwei charakteristi-
sche Merkmale auf: Sie besitzen einen 20-50 Basenpaare umfassenden, GC-reichen, selbst-
komplementdren Bereich mit mehreren dazwischen liegenden Nukleotiden. An dieses Se-
quenzmotiv schlieBen sich in Transkriptionsrichtung ca. 8 Basenpaare, gefolgt von einer Rei-
he T-Resten an. Das entsprechende RNA-Transkript weist dementsprechend einen 20-50 Ba-
sen langen, GC-reichen Abschnitt mit C2-Symmetrie auf, der in der Mitte durch 7-9 Basen
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wechselnder Sequenz unterbrochen ist. Es folgen in 3'-Richtung zunéchst etwa 8 Basen an die
sich ca. 6 Uridinreste anschlielen, die das 3'-Ende der nascierenden RNA bilden.

Wenn ein solcher selbstkomplementérer Bereich in einer wachsenden RNA-Kette syntheti-
siert wird, gehen die komplementéiren Sequenzen miteinander Basenpaarungen ein, wodurch
sich eine haarnadelformige Struktur mit einer Schleife ausbildet. Die symmetrischen Ab-
schnitte bilden den Stiel der Haarnadelschleife, der an seiner Basis GC-reich ist und eine
Liange von 7-20 Basenpaaren aufweist. Die zwischen den komplementéren Sequenzen liegen-

den Basen formieren sich dabei zu einer Schleife von 5-10 Basen (Abb. 1.1).

S TRNE o

Abb. 1.1 Modell fiir Rho-unabhéngige RNA-Kettentermination (Platt T., 1981)

Derartige haarnadelformige, GC-reiche RNA-Strukturen gehen mit der Oberflache der RNA-
Polymerase spezifische Wechselwirkungen ein. Dadurch kommt es wéhrend der Transkripti-
on zur Entstehung von Pausen, deren Dauer von der Anzahl der Basen zwischen dem Stiel der
Haarnadelschleife und den Uridinresten am 3°‘-Ende der RNA abhingt. Die rU-dA-
Basenpaare, die sich zwischen dem 3’-Ende der nascierenden RNA-Kette und dem DNA-
Matrizenstrang in der Transkriptionsblase ergeben, weisen im Vergleich zu anderen Watson-
Crick-Basenpaarungen eine deutlich verminderte Stabilitdt auf (Farnham et al., 1980; Martin

et al., 1980). Deshalb ist fiir die Dissoziation dieser (rU),-(dA),-Hybride nur ein geringer

3
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Energieaufwand notig. Wiahrend die RNA-Polymerase durch die Wechselwirkung mit der
Haarnadelschleife pausiert, trennt sich das RNA-DNA-Hybrid im locker gebundenen rU-dA-
Endabschnitt (Abb. 1.1).

Obwohl die hier geschilderten Sekundérstrukturelemente der nascierenden RNA noch nicht
explizit nachgewiesen werden konnten, wird ihre Bedeutung fiir die Termination durch Muta-
tionsversuche deutlich, die die Anzahl der Uridinreste oder den Stiel der Haarnadel zum Ziel

haben.

1.2.2 Rho-abhingige Termination

Rho-abhingige Terminationsstellen wurden zuerst bei in vitro-Transkriptionsversuchen mit
Bakteriophage Lambda-DNA mit gereinigter E. coli-RNA-Polymerase entdeckt (Platt et al.,
1993). Dabei wurde festgestellt, dass in Anwesenheit eines im Extrakt nicht infizierter E. coli-
Zellen vorhandenen Faktors die in vitro-Transkription an bestimmten Terminationsstellen der
A-DNA endet, ebenso wie dies fiir die in vivo-Transkription zutrifft. Das fiir die Termination
an diesen Stellen der A-DNA notwendige Protein wurde gereinigt und als Rho-Faktor be-
zeichnet (Roberts, 1969; Brennan et al., 1987). Inzwischen wurden sowohl auf der A— als auch
auf der E. coli-DNA weitere Rho-abhidngige Terminatoren identifiziert (Alifano et al., 1991).
Das Rho-Protein ist eine 46 kDa schwere, RNA abhédngige ATPase und Helikase. Sie bindet
als Hexamer an unstrukturierte RNA und bewegt sich unter ATP-Hydrolyse in Richtung 3’-
Ende auf der nascierenden RNA fort. Das Rho-Protein entwindet dabei den DNA-RNA-
Komplex und spaltet schlieSlich den Transkriptionskomplex (Richardson, 1993).

Rho-abhéngige Terminatorsequenzen bestehen aus zwei verschiedenen, sich teilweise iiber-
lappenden Abschnitten, die zusammen ca. 150-200 bp DNA umfassen (Lau et al., 1984; Ri-
chardson, 1990). Der erste Abschnitt ist der Bereich, an dem die Transkription abbricht, der
sog. transcription stop point (tsp). Der zweite Abschnitt, der sich auf der DNA stromaufwiérts
befindet, wird rut genannt, nach Rho utilization. Die rut-Sequenz ist die Bindungsstelle fiir
das Rho-Protein und hat eine Mindestgrof3e von 85 bp (Hart et al., 1994). Die eigentlichen
Terminationspunkte konnen sich bei Rho-abhéngigen Terminatoren iiber einen Bereich von
bis zu 100 bp erstrecken. Im Gegensatz dazu ldsst sich der Ort der Termination bei intrinsi-
schen Terminatoren auf 2-3 Basen einengen (Morgan et al., 1983). Untersuchungen t{iber Rho-
abhédngige Terminatoren ergaben, dass der tsp-Abschnitt reich an Cytidin und arm an Guanin-

Resten ist. Daraus abgeleitet kann als allgemeine Regel gelten, dass die Effizienz eines Rho-

4
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abhingigen Terminators mit zunechmender Lange des C-reichen und G-armen Abschnittes
ansteigt (Alifano et al., 1991).

Daraus wird aber auch deutlich, dass ein wesentliches Merkmal der Rho-unabhingigen Ter-
mination, ndmlich die Festlegung des Terminationsortes durch die Sekundérstruktur der
mRNA, im Falle der Rho-abhédngigen {iberhaupt keinen Einfluss auf die Transkriptionstermi-

nation hat.

1.3 Antitermination und der Bakteriophage Lambda

Die Antitermination wird sowohl in Phagenregelkreisen als auch in bakteriellen Operons als
Kontrollmechanismus zur Genexpression benutzt. Das Phinomen der Antitermination wurde
anhand der Infektion des Escherichia coli-Bakteriums durch den Bakteriophagen Lambda
entdeckt. Ein charakteristisches Merkmal, das fiir alle Phageninfektionen zutrifft, ist, dass
nach der Integration der Phagen-DNA in das Wirtschromosom zunichst nur sehr wenige Pha-
gengene, die sog. ,,frithen Gene*, von der RNA-Polymerase des Wirtes transkribiert werden.
Unter diesen Genen befinden sich solche, die fiir regulatorische Proteine kodieren und so die
Expression der nachfolgenden Gengruppen des Phagen erlauben. Die Regulatorproteine kon-
ne dabei auf zwei unterschiedliche Arten wirken: sie wirken entweder unterstiitzend auf die
Transkriptionsinitiation an neuen Phagenpromotoren oder sie veranlassen die Wirts-RNA-
Polymerase dazu, bestimmte Transkriptionsterminatoren zu iiberlesen.

Die erste der genannten Wirkungsweisen, also die Moglichkeit fiir die RNA-Polymerase,
neue Phagenpromotoren zu erkennen, wird dadurch ermdglicht, dass an den Wirts-RNA-
Polymerasen Hilfsfaktoren ausgetauscht werden. Durch diesen Austausch kommt es zu einer
Anderung der Spezifitit der jeweiligen RNA-Polymerase. Die neue Gengruppe ist daher
durch Promotoren gekennzeichnet, die sich von denen unterscheiden, welche die RNA-
Polymerase urspriinglich erkannte. Die beiden auf diese Weise zustande gekommenen RNA-
Transkripte sind voneinander unabhédngig. Dadurch kann die Expression einer frithen
Gengruppe eingestellt werden, sobald der Wechsel zum néchsten Entwicklungsstadium des
Phagen vollzogen ist.

Die zweite oben angesprochene Mdglichkeit der Transkriptionsregulation, das Uberlesen von
Transkriptionsterminatoren, wird als Antitermination bezeichnet. Dieser Prozess setzt voraus,

dass die Gene der Phagen-DNA in einer bestimmten Art angeordnet sind. Die frithen Gene,
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d.h. die Gene, die als erstes exprimiert werden, liegen dabei neben denen, die unmittelbar als
nichstes exprimiert werden sollen, sind von diesen allerdings durch einen Terminator ge-
trennt. Wird die Termination an diesem Terminator unterbunden, so liest die RNA-
Polymerase am Terminator vorbei in die dahinterliegenden Gene. Dabei sind es allerdings
dieselben Promotoren, die weiterhin von der RNA-Polymerase erkannt werden. Die entste-
henden Transkripte beinhalten demzufolge am 5’-Ende die friihen Phagengene und am 3’-
Ende die neuen Gensequenzen. Da die beiden Sequenzgruppen also nicht unabhingig vonein-
ander sind, wird die Expression der friihen Phagengene beim Einsatz der Antitermination un-

vermeidlich fortgesetzt.

1.3.1 Die genetische Organisation des Bakteriophagen Lambda

Der Bakteriophage Lambda zihlt zu den temperenten Phagen, d.h. er besitzt zwei Moglichkei-
ten sich zu vermehren.

Eine Art der Vermehrung besteht im sog. lysogenen Zyklus. Dabei wird die A-DNA nach ih-
rer Injektion in die E.coli-Wirtszelle in deren Chromosom integriert. In diesem Zustand wird
der A-Phage als Prophage, die Wirtszelle als lysogene Zelle bezeichnet. In den Zellen wird die
Prophagen-DNA dann iiber viele Generationen hinweg bei jeder Zellteilung als Teil des Zell-
genoms repliziert. Das Wirtsbakterium lebt dabei weiter.

Der Prophage kann durch den Prozess der Induktion, ausgeldst z.B. durch Bestrahlung mit
UV-Licht, vom lysogenen in den lytischen Zustand iibergehen. Dabei wird die A-DNA aus
dem Wirtschromosom herausgeschnitten und zirkularisiert sich durch Ligation der cohésiven
Enden. Im lytischen Zustand liegt die A-DNA also als unabhéangiges, ringformiges Molekiil in
der Wirtszelle vor. Der in diesem Zustand ablaufende lytische Zyklus stellt die zweite Ver-
mehrungsmoglichkeit des Bakteriophagen Lambda dar. Die Phagengene werden im Rahmen
des Zykluses nacheinander exprimiert, was letztlich zur Produktion von ca. 100 Phagennach-
kommen pro Wirtszelle und daher zu deren Lyse fiihrt.

Die Organisation der Gene des Bakteriophagen Lambda spiegelt den Verlauf der lytischen
Entwicklung wieder. Die Gene fiir Proteine mit verwandten Funktionen werden zu Operons
zusammengefasst, wodurch ihre Kontrolle mit groer Wirtschaftlichkeit ermoglicht wird. Das
A-Genom besteht aus insgesamt 48 kbp doppelstrangiger DNA und lésst sich in drei grofie
Gengruppen unterteilen: Die unmittelbar frithen, die verspétet frithen und die spédten Gene.
Der Weg der lytischen Entwicklung wird beim A-Phagen durch zwei zeitlich aufeinanderfol-

6
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gende Schritte, die durch den Prozess der Antitermiantion reguliert werden, bewerkstelligt
(Das, 1992; Roberts, 1988). Abb. 1.2 zeigt eine vereinfachte schematische Genkarte des Bak-
teriophagen Lambda.

Regulator des A-
Repressors und der
Integrase Synthese

Phagen DNA
Replikations-
Regulator fiir die A-Repressor cro ’O\PT Proteine
friilhen Gene -y \cI | enn | / Regulator der

spiten Gene

Proteine fur
/SK die Lyse
Promotoren und / _R,
Operotoren der

frithen Gene N
Promotor fiir die

spaten Gene

Gene fiir den
Kopfund Schwanz

Abb. 1.2 : Vereinfachte genetische Karte des Bakteriophagen Lambda

Die beiden Gene N und cro werden als unmittelbar frithe Genen bezeichnet, weil sie zu Be-
ginn jeder Phageninfektion exprimiert werden. Das Gen N wird von der E.coli-RNA-
Polymerase vom Promotor Py, ausgehend nach links, das Gen cro vom Promotor Pr aus nach
rechts transkribiert. Dies ist moglich, da bei der linksgerichteten Transkription der andere
DNA-Strang als Matrize dient als bei der rechtsgerichteten. Das Gen N codiert fiir das sog. N-
Protein, das die Transkriptionsantitermination am dahinter liegenden Terminator t; ermoglicht
und damit eine Transkription in die verspétet frithen Gene erlaubt. Das cro-Gen besitzt eine
Doppelfunktion: Das aus diesem Gen resultierende cro-Protein ist zum einen Gegenspieler
des lysogenen Repressors cl, mit dem es um die Operatoren P;/Op und Pr/Ogr konkurriert.

Dies ist besonders dann von Bedeutung, wenn der Phage vom lysogenen in den lytischen
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Zyklus wechselt. Zum anderen dient das cro-Protein dazu, die Expression der frithen Gene
des Bakteriophagen Lambda vom den Promotoren Py und Py aus abzustellen, da sie im weite-
ren Verlauf der lytischen Entwicklung nicht mehr ben6tigt werden.

Die Gene red, gam, bet, int und xis, die sich unmittelbar links an das N-Gen anschlieB3en,
werden als verspitet frilhe Gene bezeichnet. Sie sind verantwortlich fiir die vegetative und
integrative Rekombination der A-DNA, d.h. sowohl fiir ihre Integration in das E.coli Chromo-
som bei der Infektion als auch fiir ihr Ausschneiden wéhrend der Induktion. Auch die rechts
vom cro-Gen befindlichen Gene O, P, cIl und Q gehoren zur Klasse der verspétet frithen Ge-
ne. Dem aus dem letztgenannten Gen resultierenden Q-Protein kommt eine dhnliche Aufgabe
zu, wie dem N-Protein bei den friihen Genen. Es dient als Antiterminations-Regulator fiir die
Fortsetzung der Transkription von den verspétet frithen in die spiten Gene des A-Phagen. Die-
ser Ubergang von den verspitet frithen in die spiten Gene ist bei Abwesenheit des Q-Proteins
durch einen Terminator blockiert. Das aus dem gleichnamigen Gen resultierende cII-Protein
ist ein Regulator fiir die zu Beginn der Infektion wichtige Entscheidung {iber Lyse oder Lyso-
genie.

Die spéten Gene kodieren fiir die Kopf- und Schwanzproteine des A-Phagen, sowie fiir Protei-
ne, die zur Verpackung der Phagen-DNA und zur Montage der infektiosen Partikel fiihren.
Durch diese Vorgidnge wird schlieBlich die Lyse der Wirtszelle und die Freisetzung der Pha-

gennachkommen eingeleitet.

1.3.2 Die lytische Kaskade

Die Kaskade fiir die lytische Entwicklung des A-Phagen erfolgt durch zwei aufeinander fol-
gende, von den Regulatorproteinen N und Q kontrollierten Stufen. Der lytische Zyklus und
die lysogene Entwicklung des Phagen diirfen allerdings nicht isoliert voneinander betrachtet
werden, da sie gerade zu Beginn einer Phageninfektion stark ineinander greifen. Nachdem die
A-DNA in die Wirtszelle gelangt ist, werden zunichst sowohl der lysogene wie auch der lyti-
sche Weg gleichermallen eingeschlagen. Beide Wege erfordern zunéchst die Expression der
frithen und darauf folgend der verspitet frilhen Gene. Erst bei Erreichen dieses Stadiums der
Entwicklung trennen sich die beiden Wege: die lytische Entwicklung setzt sich in der Expres-
sion der spiaten Gene und damit der Lyse der Wirtszelle fort, wihrend die Ausbildung eines

zunéchst stabilen lysogenen Kreislaufs die Expression von Repressorproteinen erfordert.
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Nach der Infektion eines E.coli-Bakteriums durch den Bakteriophagen A beginnt die Wirts-
RNA-Polymerase die Transkription der Phagen-DNA von den friihen Promotoren Py und Pg
aus. Dadurch werden zunichst die Gene fiir die Proteine N und cro transkribiert, bevor es zum
Abbruch der Transkription an den Rho-abhéngigen Terminatoren t;; bzw. tg; kommt. Diese
beiden Terminatoren trennen die frithen Gene N und cro von den unmittelbar dahinter liegen-
den verspitet frithen Genen. Der Ubergang von den friihen zu den verspitet frithen Genen ist
nur moglich, wenn eine Transkriptionstermination an den Terminatoren t;; und tg; unterbun-
den wird. Dieser als Antitermination bezeichnete Vorgang wird durch das A-N-Protein be-
werkstelligt. Dieses Protein fiihrt zu einer Modifikation der RNA-Polymerase der Wirtszelle,
so dass diese iiber die Terminatoren t;; und tg; hinaus in die verspitet friithen Gene transkri-
bieren kann. Am Vorgang der durch das N-Protein vermittelten Antitermiantion sind neben
diesem mehrere Proteine aus dem Wirtsbakterium E.coli , die sog. N-utilizing substance Pro-
teine, oder kurz Nus-Proteine beteiligt. Auf diese Proteine sowie ihre vielféltigen Protein-
Protein und Protein-RNA-Wechselwirkungen soll weiter unten ndher eingegangen werden.
Ebenso wie das N-Protein unterbindet das von den verspétet frithen Gene kodierte Antitermi-
nationsprotein Q den Abbruch der Transkription am Terminator t’g, der zwischen verspatet
frithen und spédten Genen liegt.

Die lytische Entwicklung des Bakteriophagen A ist demzufolge durch eine Kaskade zweier
aufeinander folgender Schaltelemente kontrolliert, denen das Prinzip der Antitermination
zugrunde liegt. In beiden Féllen kodiert eine Genklasse ein Protein, das fiir die Transkription
der nichsten Genklasse erforderlich ist. Das Protein N, das selbst von einem der frithen Gene
kodiert wird, kontrolliert die Expression der verspétet friilhen Gene; das von den verspétet
frithen Genen kodierte Q-Protein reguliert die Transkription der spdten Gene. Durch diese
positive Kontrolle, d.h. dass jede Gruppe von Phagengenen erst dann exprimiert werden kann,
wenn das entsprechende Signalprotein der vorhergehenden Gengruppe bereits vorhanden ist,

wird die richtige zeitliche Abfolge der lytischen Entwicklung gewéhrleistet.

1.3.3 Die nut-site des Bakteriophagen Lambda

Die Tatsache, dass das A-N-Protein fiir die Transkription der Phagen-DNA {iiber die Termina-
toren tp und tg hinaus erforderlich ist, wurde an einer Reihe von in vitro Experimenten gezeigt
(Greenblatt et al., 1972; Lozeron et al., 1977). Wie viele andere Mechanismen der Transkrip-
tionsregulation, erfordert auch die durch das N-Protein des Bakteriophagen Lambda vermit-

telte Transkriptionsantitermination eine spezifische DNA- bzw. RNA-Sequenz. In diesem Fall
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handelt es sich dabei um eine cis-aktive Sequenz, die als N-utilization- oder kurz als nut-site
bezeichnet wird. Eine derartige nut-site befindet sich jeweils zwischen den Promotoren Pp
bzw. Pr und den Terminatoren t; und tg der beiden frithen Operons. Neben dem A-Pagen fin-
den sich auch in weiteren lambdoiden Phagen, wie z.B. @27 und P22 ein entsprechendes N-
Protein und eine nut-site (Franklin, 1985). Aus Experimenten mit Hybrid-Bakteriophagen , in
denen ein DNA-Segment aus der Immunitétsregion zwischen N und cro des A-Phagen durch
einen entsprechenden DNA-Abschnitt aus den Bakteriophagen @2/ bzw. P22 ersetzt wurde,
folgte, dass die Funktion des A-N-Proteins an stromabwirts gelegenen Terminatoren an spezi-
fische promotornahe Sequenzen gekoppelt sein muss (Friedman et al., 1974). Diese Experi-
mente zeigten ebenfalls, dass das N-Protein aus den Bakteriophagen A bzw. @2/ nur dann
seine Funktion als Antiterminationsfaktor ausiiben kann, wenn die jeweiligen Promotoren und
die daran anschlieBenden Sequenzen aus dem jeweils gleichen Bakteriophagen stammen. Dies
bedeutet, dass das A-N-Protein nur mit seinem eigenen Ensemble an nut-site und Promotoren
korrekt funktionieren kann. Ist die Funktion des N-Proteins jedoch gegeben, so erstreckt sie
sich nicht nur auf den unmittelbar der nut-site folgenden Terminator, sondern manipuliert im
Rahmen eines Antiterminationskomplexes die Wirts-RNA-Polymerase derart, dass diese auch
noch weit stromabwirts gelegene intrinische bzw. rho-abhéngige Terminatoren iiberlesen
kann.

Im A-Phagen liegen zwei dieser nut-sites vor: die nutL-site zwischen dem Promotor Py und
dem Terminator t; sowie die nutR-site zwischen dem Promotor Pr und dem Terminator tg.
Die nut-sites der oben erwihnten Bakteriophagen 4, @21 und P22 bestehen aus zwei charak-
teristischen genetischen Sequenzen, boxA und boxB , die beide bei der N-vermittelten Anti-
termiantion involviert sind (Doelling et al., 1990; Friedman et al., 1983). Die boxA-Sequenz
befindet sich am 5’-Ende der jeweiligen ,,nut-site und umfasst 12 Basen (Gourse et al., 1986).
Die boxA-Sequenzen der lambdoiden Bakteriophagen sind untereinander sehr dhnlich und

ihre Consensus-Sequenz ist nahezu identisch mit der box4-Sequenz aus den rrn-Operons von

E.coli (Abb.1.3).

boxA boxB

A AACCACHONGEN CHCHUECccEGECCcUGENAAABGEdAUC
B GGUGACHONSENA ANANUEA—NGECCUGENGAABGEJAGC
¢  GsMAqUEEEGEEUABCEABUUBUEAGACElUCUBUBUGGG

Abb. 1.3: RNA-Sequenzmotive, die bei Antitermination von Bedeutung sind. (A) nutL und (B) nufR des Bak-
teriophagen A; (C) Consensus-Sequenz aus 77n-Operons von E. coli. Basen, die in allen drei Sequen-
zen identisch sind, wurden rot unterlegt.
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Die boxB-Elemente befinden sich am 3’-Ende der jeweiligen ,,nut-site. Im Falle des Bakteri-
ophagen A umfasst das boxB-Motiv 15 Basen. Es weist eine charakteristische dyadische
Symmetrie auf, wodurch die daraus resultierende mRNA eine Haarnadelschleife um die zent-
ralen Basen GAAGA ausbildet.

Die boxB-Sequenzen variieren betrdchtlich von einem Phagen zum anderen. Allerdings wei-
sen alle Phagen die oben beschriebene dyadische Symmetrie in der boxB-Sequenz auf, die die
Ausbildung einer Stiel-Schleifen-Struktur in der RNA ermoglicht. Diese Haarnadelstruktur
stellt ein spezifisches Erkennungselement dar ,das das jeweilige N-Protein des Phagen mit

seiner arginin-reichen Sequenz am N-Terminus erkennt (Lazinski et al., 1989).

1.4 Die A N-vermittelte Antitermination

1.4.1 Allgemeines zum Antiterminationskomplex der A—-N-vermittelten Antiterminati-
on

Das N-Protein des Bakteriophagen A modifiziert die RNA-Polymerase der E.coli-Wirtszelle
derart, dass sie die Terminatoren der beiden friithen Operons des Phagen iiberliest (Rees et al.,
1996). Diese Modifikation bedarf einer kompletten, box4 und boxB umfassenden nut-site, die
zwischen dem Promotor und dem ersten Terminator des jeweiligen Operons liegt. AuBBer dem
N-Protein sind mehrere Hilfsproteine aus E.coli am Antiterminationskomplex beteiligt. Es
handelt sich dabei um die Proteine: NusA, NusB, NusE, das mit dem ribosomalen Protein S10
identisch ist, sowie NusG. Diese Proteine werden durch das N-Protein in den Dienst der Pha-
genregulation gestellt (,,recruiting"). Ein Merkmal der A-Antitermination ist, dass das nut-
Kontrollsignal in der nascierenden RNA liegt, die wiederum durch eine RNA-Schleife mit der
elongierenden RNA-Polymerase verbunden ist. Die nut-site bildet eine Stiel-Schleifen-
Struktur aus, welche das katalytisch aktive Zentrum der RNA-Polymerase mit dem Komplex
aus dem A-N-Protein und den E. coli Nus-Proteinen in enger rdumlicher Nachbarschaft hélt
(Greenblatt et al., 1984; Whalen et al., 1990; Nodwell et al., 1991). Dies bedeutet, dass sich
die nut-site wie ein RNA-Enhancer-Element verhélt, das sich als Teil des Komplexes mit der

RNA-Polymerase entlang der DNA bewegt (Su et al., 1997).
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1.4.2 Wechselwirkungen der einzelnen Komponenten des Antiterminationskomplexes

Der schematische Aufbau des Antiterminationskomplexes, der bei der A-N vermittelten Anti-

termination gebildet wird, ist in Abb. 1.4 dargestellt.

Abb. 1.4 Schematischer Aufbau eines Antiterminationskomplexes

Die Wechselwirkungen der einzelnen Bestandteile des Komplexes untereinander, waren in
der Vergangenheit Ziel zahlreicher Untersuchungen, die vorwiegend mittels Gelmobilitéts-
Assays vorgenommen wurden (Mogridge et al., 1998). Dabei wurden folgende Interaktionen

identifiziert:

Die Wechselwirkung zwischen A-N Protein und boxB-RNA

Das N-Protein des A-Phagen erkennt spezifisch die zugehdrigen A nut-sites. Es bindet ohne
Beteiligung eines anderen Antiterminationsfaktors an die hoxB-RNA Sequenz (Lazinski et al.,
1989 B). Die Bindung erfolgt durch die N-terminale Domane des Proteins, die die Aminosau-
ren 1-22 umfasst (Schérf et al., 2000). Neben dieser Doméne weist das N-Protein noch eine
NusA-bindende (Aminosédure 34-47) und eine RNA-Polymerase-bindende (Aminosdure 73-
107) Region auf (Mogridge et al., 1998).

Die Wechselwirkung von NusA mit N-Protein und boxB-RNA

NusA alleine bindet, im Gegensatz zum A N-Protein, nicht an die A nut-RNA, kann aber einen
Komplex mit A-N und nut-site ausbilden (Mogridge et al., 1995).
Eine Bindung des NusA-Proteins mit N-Protein wird allerdings auch bei Abwesenheit der

nut-Sequenz beobachtet. Dafiir verantwortlich ist die C-terminale Doméne des NusA-

12
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Proteins, wihrend der core- sowie der N-terminale Bereich des Proteins durch eine S1 und
zwei K-analoge Domidnen die Bindung zur RNA bzw. RNA-Polymerase bewerkstelligen.
(Mabh et al., 1999).

Die Beteiligung von NusG und Rho Protein am Antiterminationskomplex

Die Hauptaufgabe des NusG Proteins liegt wahrscheinlich nicht in der Beteiligung an der An-
titermination. Es fordert primér als Elongationsfaktor die Transkription (Burova et al., 1995).
Eine weitere Aufgabe des NusG Proteins liegt in der Férderung der Rho-abhédngigen Termina-
tion, indem es an die RNA-Polymerase bindet, wihrend das Rho Protein als Hexamer die
freie RNA kompelexiert. Beide Wechselwirkungen von Rho und NusG verstidrken sich dabei
zu einem stabilen und somit effektiven Terminationskomplex (Li et al., 1993).

Es existiert jedoch eine Vorstellung wie das NusG Protein trotz dieser erwédhnten terminati-
onsfordernden Eigenschaften an der Transkriptionsantitermination im Rahmen des N-
Antiterminationskomplexes beteiligt sein konnte. Durch die Teilnahme des NusG Proteins am
Ensemble des Antiterminationskomplexes bei gleichzeitiger Wechselwirkung mit dem Rho
Faktor kommt es wahrscheinlich zur Abkapselung des Rho Proteins von der RNA-
Polymerase und damit zu einer Hinderung an der Transkriptionstermination (Burns & Ri-

chardson, 1995).

NusB, S10 und ihre gegenseitice Wechselwirkung.

Das NusB-Protein ist fiir die A-N-vermittelte Antitermination essentiell. Fehlt das Protein in
E. coli-Zellen, so konnen diese nicht durch den A-Phagen befallen werden (Court et al., 1995).
NusB-Protein ist bisher der bestuntersuchte Antiterminationsfaktor von dem seit einigen Jah-
ren auch eine, durch mehrdimensionale NMR-Spektroskopie aufgekléarte Tertidr- und Quartér-
Struktur existiert (Hiinges et al., 1998; Altieri et al., 2000).

Das NusE-Protein, das bereits zu Beginn der siebziger Jahre im Rahmen der systematischen
Untersuchungen zur Ribosomenstruktur entdeckt wurde, ist als Bestandteil der kleinen ribo-
somalen Untereinheit 30 S auch unter der Bezeichnung S10-Protein bekannt. Bereits seit 1981
wurde durch Arbeiten von Friedman et al. gezeigt, dass dieses Protein an der A-N-vermittelten
Antitermination in E. coli beteiligt ist (Friedman et al., 1981). Die Untersuchungen mit die-
sem Protein gestalten sich allerdings schwierig, da die Gewinnung seiner nativen Form bisher
nicht durch rekombinante Bakterienstimme, sondern nur durch sehr aufwendige Wildtyprei-

nigung moglich ist.
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Zur Untersuchung moglicher Wechselwirkungen zwischen diesen beiden Proteinen bei der
Antitermination, wurde bereits frither Protein-Affinitdtschromatographie durchgefiihrt. Als
Ergebnis konnte dabei festgestellt werden, dass NusB- und NusE-Protein einen Heterokom-
plex mit der Stéchiometrie 1:1 ausbilden, der bei einer Konzentration von 10° M in etwa zur
Halfte dissoziiert ist. Weitere Untersuchungen zu diesem Komplex ergaben, dass die Wech-
selwirkungen vorwiegend nichtionischer Natur sind (Mason et al., 1992). Diese Ergebnisse
wiesen darauf hin, dass die beiden Proteine bei der Ausbildung eines Antiterminati-
onskomplexes als Heterodimer beteiligt sind. Dies wurde durch Untersuchungen mittels Gel-
mobilitdts-Shift-Assays bekréftigt. Die Untersuchungen zeigten, dass eine spezifische Wech-
selwirkung zwischen NusB-Protein, NusE-Protein und dem rrn boxA-Motiv vorhanden ist

(Mogride et al., 1998).

1.5 Antitermination in RNA (rrn) Operons von E.coli

In der Natur miissen Zellen von Escherichia coli auf eine fortwdhrende Verdnderung ihres
umgebenden Lebensraums reagieren konnen. In diesem Zusammenhang haben die Bakterien
rRNA-Kontrollen entwickelt, die fest auf die Erfordernisse des Wachstums abgestellt sind.
Ein groBer Teil der Regulation spielt sich dabei auf der Ebene der Transkriptionskontrolle ab.
Im allgemeinen ist die rRNA-Synthese in E. coli proportional zum Proteinbedarf der Zellen.
Etwa 50 % der metabolischen Leistung in wachsenden Bakterienzellen wird allein durch die
Biosynthese von Ribosomen beansprucht (Bremer and Dennis, 1987). Damit der Organismus
aus einer ndhrstoffreichen Umgebung physiologisch einen Vorteil ziehen kann, verfligt er
iiber Mechanismen, die rRNA-Syntheserate sehr schnell zu steigern. Dadurch wird die Prote-
insynthese und damit das Wachstum entsprechend beschleunigt. Umgekehrt existieren fiir den
Fall einer Limitierung der Néhrstoffversorgung Strategien, belastende rRNA-Synthesen rasch
einzugrenzen. Dazu miissen unter anderem die Syntheseraten der zahlreichen Strukturkompo-
nenten des Ribosoms exakt aufeinander abgestimmt werden. Dies wird in E. coli unter ande-
rem durch die Organisation der Gene fiir ribosomale RNA in gro3en Operons erreicht.

Die ribosomale RNA von E. coli wird aus sieben unabhingigen Operons (r7nA-E und rrnG-
H) synthetisiert, welche asymmetrisch um den Origin (0oriC) auf einer Hélfte des circuldren
Chromosoms verteilt sind (Ellwood et al., 1982). In Abbildung 1.5 ist eine grafische Uber-
sicht wiedergegeben. Drei Typen von rRNA werden in der Reihenfolge Promotor — 16S RNA

14



Einleitung

— 23S RNA - 5S RNA synthetisiert. In der Spacer Region zwischen der 16S und der 23S
rRNA und am distalen Ende einiger r7n Operons befinden sich mehrere verschiedene tRNA
Gene. Die globalen Strukturen der sieben Operons sind nicht vollkommen identisch.

Die Organisation der 16S, 23S und 5S Gene in polygenetischen Operons stellt die Produktion
dquimolarer Mengen der drei RNA-Spezien sicher. Diese Gruppierung der rRNA Gene ist
trotz weiter Verbreitung nicht universal giiltig. Es sind einige Beispiele in Bakterien und Ar-
chaea entdeckt worden, in denen nicht alle rRNA-Gene verkniipft sind. Sequenzvergleiche
legen nahe, das einige der sieben E. coli rrn Operons funktionell unterscheidbar sind. Er-
kenntnisse aus umfangreichen Hybridisierungsexperimenten weisen neben kleineren Abwei-
chungen auch auf groere Unterschiede hin (Morgan et al., 1977). Die Operons von rnB und
rrnG enthalten eine 106 Nucleotide lange Sequenz mit einer Sekundarstruktur, die als ribo-
somaler Spacer-Loop bezeichnet wird. In den rrnC, rrnE und rrnB-Operons einiger K12-
Abkommlinge (rrnB1) fehlt dieser Loop in der Spacerregion; in letzteren ist er durch eine
kiirzere Sequenz von 20 Nucleotiden ersetzt (Harvey et al., 1988). Einige Operons weichen in
den Genen an ihrem distalen Ende von einander ab. So besitzt das r#nD Operon als einziges

zwei distale 5S RNA Sequenzen (Itoh, et al., 1996; Duester et al., 1980).

rrmH
~N

5 100/0 OS-1
rrnA/" R

E. coli
K-12

~
rrnG

Abb. 1.5  Verteilung der sieben rrn Operons auf dem zirkuldren Chromosom von E. coli, angegeben in Minu-
ten. Die Pfeile geben die Richtung der Transkription an. Bei 84.0 Minuten ist der Replikationsursprung oriC
lokalisiert. (Itoh, et al., 1996)
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Multiple 7#n Operons sind im Genom zahlreicher Organismen zu finden und obwohl die Vor-
teile aus der Redundanz der r7n Operons nur teilweise verstanden wird, ist dieses Phinomen
ganz eindeutig iiberlebenswichtig fiir Escherichia coli und viele andere Arten von Bakterien.
Experimente in welchen die mehrfachen r7n Operons von E. coli inaktiviert wurden, konnten
zeigen, dass beinahe optimales Wachstum mit nur fiinf intakten 7#n Operons mdglich ist. Fiir
die rasche Adaption an bestimmte Nahrungs- und Temperaturverinderungen sind aber alle
sieben rrn Operons erforderlich. Daraus folgt, dass eine der Hauptaufgaben der mehrfachen
rrn Operons ein schnellerer Anstieg der Ribosomensynthese ist, wenn sich die Wachstumsbe-
dingungen verbessern (Condon et al., 1995).

Die Operons fiir ribosomale RNA von E. coli werden in einem Ausmalf transkribiert, welches
fast der Hilfte der Gesamtsynthese an RNA unter raschen Wachstumsbedingungen entspricht.
Die Promotorregionen der sieben Operons zeigen alle die gleiche Grundstruktur. Jedes Ope-
ron verfiigt iiber Tandem-6’° Promotoren P/ und P2, getrennt durch 100 bp. Der P2-Pro-
motor ist seinerseits durch eine 200 bp lange Region vom Beginn der 16S rRNA getrennt.
Keine der Promotor-Kernsequenzen hat eine perfekte Konsensussequenz eines 6’ -Promotors
in Bezug auf die —35 bzw. die —10 Position oder dem Bereich dazwischen. Die Promotor-
Kernsequenz ist als Bereich zwischen —41 und +1 bezogen auf die Transkriptionsinitiation-
Stelle definiert (Bartlett and Gourse, 1994). Im allgemeinen scheinen diese Abweichungen
von der konservierten Sequenz auf eine Abschwichung der rrn Kern-Promotoren hinzu-
deuten. Trotzdem sind einige fiir eine verstirkte Kontrolle der rrn-Synthese verantwortlich
(Dickson et al., 1989). Ross und Mitarbeiter konnten zeigen, dass die aulergewdhnliche Star-
ke der rrn P1 Promotoren durch eine Sequenz auflerhalb der Kernregion der Promotoren, vor-
nehmlich in den stromaufwiérts flankierenden Sequenzen verursacht wird. Diese Aktivierung
der rrn Promotorregionen durch flankierende Sequenzbereiche wird als ,,Upstream-
Aktivierung* bezeichnet (Ross et al., 1993).

Circa 1000 Basen stromaufwarts von »#nB wurden von Boros et al. (1983) die zwei Promoto-
ren P3 und P4 entdeckt. Es wurde vermutet, dass Molekiile der RNA-Polymerase von diesen
Promotoren in rrnB transkribieren konnen. Die mRNA von den Promotoren P3 und P4 co-
diert fiir ein 289 Aminosduren groBes Protein, das in den Vitamin B;, Metabolismus invol-
viert ist (Aufrere, et al. 1986). Ein eindeutiges Anzeichen fiir eine Transkription in den Be-

reich von rrnB wurde nicht gefunden.
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1.4.2 Die Architektur der nut-site in den E. coli rrn Operons

Beim grofiten Teil der mRNA in Escherichia coli ist die Translation an die Transkription ge-
koppelt, das heifit, die Translation der mRNA beginnt, bevor die RNA-Polymerase das 3'-
Ende der Transkriptionseinheit erreicht und sich vom Transkript gelost hat. Es ist zu vermu-
ten, dass die Ribosomen dabei beteiligt sind, einen Zugriff von dem Transkriptionsterminati-
onsfaktor Rho (siehe 1.2.2) auf die mRNA zu unterbinden. Dadurch wird ein vorzeitiger
Transkriptionsabbruch verhindert. Beobachtung von Nonsense-Mutationen, welche eine vor-
zeitige Transkriptionstermination bewirken und ein Ablosen der Ribosomen von der mRNA
zur Folge haben, ergab, dass auch eine verminderte Transkription der Regionen stromabwiérts
der Mutationen vorliegt. Dieses Phinomen wird als Polaritit bezeichnet (Adhya and Gottes-
man, 1978; Platt and Bear, 1983). Sollten die untranslatierten tRNA Transkripte auch dieser
Polaritit unterliegen, wiirden die Untereinheiten nicht zu gleichen Anteilen produziert wer-
den.

Die rrn Operons sind jedoch vor einer vorzeitigen Transkriptionstermination geschiitzt, ob-
wohl gezeigt werden konnte, dass ein Rho-abhingiger Terminator im 16S Gen vorhanden ist
(Morgan et al., 1978; Morgan und Nomura, 1979). Es wurde beobachtet, dass transponable
Elemente, die bei einer Insertion in translatierte Operons streng polar sind, in 7#n Operons nur
noch partiell polar sind. Es existiert in den ribosomalen Operons von E. coli offensichtlich ein
Antiterminationsmechanismus der vorhandenen Transkriptionsterminatoren entgegen wirkt
und dabei den Effekt der Polaritdt tiber eine Linge von 5.5 kbp unterdriickt (Friedman und
Court, 1995;Aksoy et al., 1984; Holben et al., 1985).

Von den in den rrn Operons homologen Sequenzen zur A-nut site (Olson et al., 1982) konnte
gezeigt werden, dass sie die Antitermination von rRNA in vivo unterstiitzen (Li, et al., 1984).
Diese Sequenzen treten etwa 10 Basenpaare stromabwirts der »#n P2 Promotoren auf und
theoretisch kann jede Transkription von diesen Promotoren aus antiterminiert werden. Ein
weiteres nut dhnliches Element tritt in der Spacer-Region zwischen den 16S und 23 S Genen
auf (Berg et al., 1989; Morgan, 1986).

Die Elemente werden in zwei Untereinheiten, die bereits erwdhnte box4 und boxB unterteilt,
obwohl die Reihenfolge dieser Einheiten im Bakteriophagen A vertausch ist. (Berg et al.,
1989; Li et al., 1984) Die rrn boxA ist eine konservierte Sequenz, UGCUCUUUAACA, wih-
rend die boxB RNA eine Haarnadelschleifen-Struktur ohne eine erkennbare Sequenz-
Konservierung aufweist. Die Bedeutung dieses rrn boxA-boxB-Motivs wird durch das hohe

MaB der Konservierung dieser Konfiguration in Leader- und Spacersequenzen der rrn Ope-
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rons in den meisten Bakterien-Stimmen und in einigen Archaea unterstrichen (Berg et al.,
1989). Deletions-Analysen der rrn nut Sequenzen von Gourse et al. (1986) haben gezeigt,
dass im Gegensatz zur boxA (und eventuell zur boxC — ein drittes konserviertes Element zwi-
schen den rrn Operons und der nut site) die boxB fiir rrn Antitermination in vivo nicht zwin-
gend erforderlich ist. Interessanterweise ist die boxB fiir die N-vermittelte Antitermination im
A-Phagen erforderlich, wohingegen hier die hoxA4 verzichtbar erscheint (Patterson et al., 1994;
Zuber et al., 1987). Mit einem Testsystem zur Promotorfusion konnten Berg und Mitarbeiter
(1989) die fiir die rrn-Antitermination in vivo wichtigen Bereiche durch Mutagenese der nut-
analogen Regionen priziser definieren. In Ubereinstimmung mit den Befunden von Gourse
und Mitarbeiter wurde es durch eine Wildtyp rrn boxA ermdglicht, einen stark Rho-abhanigen
Terminator zu iiberlesen. In hoxC konnten keine Antiterminations-Mutationen isoliert wer-
den. Im Gegensatz zu den Daten von Gourse (1986) erniedrigten aber einige Mutationen in

der boxB-RNA die rrn Antitermination in diesem System.

1.6 HIV als Beispiel fiir die Regualtion der Transkriptionsantiterminati-

on bei Eukaryoten

Regulationsmechanismen, die auf Antitermination beruhen, sind nicht auf Bakterien be-
schriankt. Derartige regulatorische Phinomene sind auch in eukaryotischen Zellen bekannt,
speziell beim Befall mit pathogenen Viren. Das human immunodeficiency virus (HIV) ist das
zur Zeit am besten verstandene Beispiel fiir eine Regulation der Transkriptionstermination bei
Eukaryoten. HIV ist ein humanes Lentivirus, das, in Analogie zum A-Phagen bei E. coli, zwei
Moglichkeiten der Vermehrung besitzt. Zum einen kann es sich als Provirus in das Zellgenom
eukaryotischer Zellen integrieren und ist damit nur latent vorhanden. Andererseits kann es
durch Aktivierung der Transkription vom latenten in den virulenten Zustand {ibergehen und
zur Zerstorung der Wirtszelle fiithren.

Eine zentrale Rolle bei Aktivierung des Provirus spielt das regulatorische Transactivator-
Protein (Tat-Protein). Dieses bindet an nascierende RNA und aktiviert die Transkription vom
Long-Terminal-Repeat Promoter (LTR) aus, indem es durch den Regulationsmechanismus
der Antitermination zu einer effizienten Elongation der mRNA fiihrt (Laspia et al., 1989).
Wie das A-N Protein ist Tat ein sequenzspezifisches, RNA-bindendes Protein. Es bindet auf

der nascierenden RNA an das Transkript der Trans-Activation-Response-Region (TAR-
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Region), die nahe des 5’-Endes von HIV lokalisiert ist (Abb. 1.6). Fiir die Erkennung der
TAR-RNA durch das Tat-Protein ist von besonderer Bedeutung, dass sich die TAR-RNA zu
einer Haarnadelschleifen-Struktur faltet, die am oberen Ende des Stiels eine uridinreiche Aus-
buchtung aufweist. Das Tat-Protein bindet {iber ein sog. Arginine-Rich-Motive (ARM), das
sich in der Mitte des Proteins befindet und sechs Arginine umfaBt, spezifisch an diese Aus-

buchtung (Calnan et al., 1991).

TAT

nascierende

RNA Zellu-

lare

Fak- <
toren

Antitermination R

Ll

HIV-DNA

RNA-Polymerase 11

Abb. 1.6 Schematische Darstellung der Antitermination unter Beteiligung des Tat-Proteins bei HIV (Greenblatt
etal., 1993).

Neben dem Tat-Protein spielt noch ein weiteres Protein eine wichtige Rolle bei der zeitlichen
Regulation der Expression der HIV-Gene. Es handelt sich dabei um ein 13 kDa-
Phosphoprotein, das sog. Rev-Protein (Regulator of expression of the virion). Es ist unbedingt
notwendig fiir die Replikation des HIV-Virus (Hope et al., 1995) und besitzt eine sequenzspe-
zifische RNA-Bindestelle, mit der es an eine insgesamt ca. 240 Basen umfassende komplexe
RNA-Sekundérstruktur bindet, die Rev-Response-Element (RRE) genannt wird. Die RNA-
Bindestelle ist, analog zum HIV-Tat-, dem A-N- sowie den E. coli Nus-Proteinen, eine argi-
ninreiche Domine (Lazinski et al., 1989; Calnan et al., 1991).

Die beiden HIV Regulatorproteine Tat und Rev mit ihren entsprechenden RNA-
Zielsequenzen TAR und RRE beruhen in ihrer Wirkung auf dem Prinzip der Antitermination
und zeigen damit eine Analogie zur A-N-gestiitzten Antitermination bei der Infektion von E.
coli durch den Bakteriophagen A (Harada et al., 1996; Cheng et al., 1991; Karn et al., 1992).
Aus diesem Grund kann das Antiterminationssystem von E. coli-Zellen, die mit A-Phagen
infiziert sind, als Modellsystem dienen, um die Regulationsprinzipien des HIV-Virus besser

zu verstehen.
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1.7 Ziele der Arbeit

Die Unterdriickung des vorzeitigen Transkriptionsabbruchs durch Antiterminationsfaktoren
wird sowohl in Bakterien als auch in humanpathogenen Viren fiir die Regulation der
Gentranskription benutzt. Das Antiterminationssystem des Bakteriums Escherichia coli be-
ruht auf Wechselwirkungen der Komponenten NusA, NusB, NusG, NusE, boxA4- bzw. boxB-
RNA, RNA-Polymerase und mdoglicherweise weiteren, noch unbekannten Faktoren. Detail-
lierte Informationen iiber den Mechanismus des Antiterminationsvorgangs in den 77n Operons
von E. coli existieren noch nicht. Es ist jedoch gesichert, dass diverse sukzessiv bzw. kollek-
tiv ablaufende Protein-Protein sowie Protein-RNA-Wechselwirkungen fiir die effektive Funk-
tion des Antiterminationskomplexes verantwortlich sind.

In der vorliegenden Arbeit sollen die Wechselwirkungen der einzelnen Antiterminationspro-
teine untereinander sowie zu den RNA-Motiven boxA bzw. boxB mittels Oberfldchen-
Plasmonresonanz-Spektroskopie im Bezug auf ihre Kinetik bzw. Thermodynamik charakteri-
siert werden. Im Zentrum der durchgefiihrten Messungen steht dabei die Wechselwirkungen
zwischen der boxA-RNA Sequenz und dem NusB-Protein bzw. dem NusB/NusE-
Proteinkomplex. Weiterhin soll die Oberflachen-Plasmonresonanz-Spektroskopie zur Unter-
suchung des Einflusses von Basen- bzw. Desoxyaustauschen im box4-RNA Motiv auf dessen
Wechselwirkung zum unkomplexierten bzw. zum mit NuskE komplexierten NusB-Protein aus
E.coli dienen. Eine Bestitigung bzw. Ergdnzung dieser Messungen durch den Einsatz 2-
dimensionaler NMR-Spektroskopie von '*N-markiertem NusB-Protein, das mit den entspre-
chend mutierten boxA4-Sequenzen komplexiert wurde, soll vorgenommen werden. Durch den
kombinierten Einsatz der beiden Methoden werden Hinwiese auf eine mogliche Kontaktzone
zwischen NusB-Protein und box4-RNA erhofft.

Ein Testverfahrens fiir die Quantifizierung des RNase-Gehalts in Proteinproben soll die Er-
stellung langzeitstabiler NusB/boxA-Proben durch eine entsprechende Modifizierung der aus
der Literatur bekannten Reinigung des Antitermiantionsproteins ermoglichen. Diese Proben
konnten durch den Einsatz diverser 3-dimensionaler NMR Experimente Informationen iiber
die rdumliche Struktur des Komplexes aus NusB-Protein und rrn boxA-RNA liefern.

Eine detaillierte Charakterisierung des NusB/NusE-Proteinkomplexes wurde durch den Ein-
satz von Kristallisation und NMR-Spektroskopie sowie durch Cross-Linking-Experimente

angestrebt.
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Mit dem Ziel, die Strukturen der Nus-Proteine verschiedener Organismen zu vergleichen,
sollte das NusB-Protein aus 7. maritima kloniert, iberexpremiert und gereinigt werden. Eine
Untersuchung seiner rdumlichen Struktur durch den Einsatz von Kristallisation und anschlie-

Bender Rontgenbeugung soll durchgefiihrt werden..

21



Material und Methoden

2 Material und Methoden

2.1 Gerate

Autoklaven:

Blot-Apparatur:
Brutschrank:
Elektroporator:
Fermenter
Fluorometer
Gelelektrophorese
Acrylamidgel
Agarosegel

Heizblock

HPLC

Kiivetten
Leuchttisch
Lyophyllen
NMR-Spektrometer
pH-Meter

20 L Sanoklav (Wolf, Geislingen),

VST 50/70 E (Zirbus, Bad Grund)

Transblot SD (Biorad, Miinchen)

Thermoinkubator (Heraeus, Frankfurt am Main)

EQUIBIO EasyjecT Optima (PeQLab, Erlangen)

BioFlo 3000 BENCH-TOP Fermentor (New Brunswick Sci.)
TKO 100 (Hoefer Scientific Instruments, San Francisco, USA)
Elektrophoresekammer und Geltrager fiir PAGE Mighty Small
IT (Hoefer Scientific, San Francisco, USA)

Kammer und Geltrdger (Appligene, Heidelberg)
Spannungsversorgung (Pharmacia, Freiburg)

TECHNE DRI - Block DB-2A (Gesellschaft fiir Laborgerite,
Wertheim)

Analytisches System: Autosampler Model AS100 HPLC Auto-
matik Sampling System (Biorad ), Pumpe K1001, UV-Detektor
K2600, Solvent Organizer K1500, Degasser, Interface-Box zu
PC-System mit ChromGate 2.55 HPLC-Software (Knauer, )
Préaparatives System: Prédparative Pumpe K-1800 mit 100 ml
Pumpenkopf, UV-Detektor K-2501, Autosampler FoxyJn. Col-
lector, Interface-Box mit PC-System und Knauer ChromGate
2.55 Steuerungssoftware (Knauer, )

Hellma-Quarzkiivetten QS 1 cm (Hellma, Miillheim in Baden)
fiir SDS-Gele (DESAGA GmbH, Heidelberg)

Alphal-4 und Gammal-20 (Christ, Osterode am Harz)

Avance DRX 500 (Bruker GmbH, Karlsruhe)

E 603, Standard-Glaselektrode (Deutsche Metrohm, Filderstadt)
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Proteinreinigung

Proteinsequenzierung

Schiittelinkubator

Schiitteltisch
Spektralphotometer

Thermocycler

Ultrafiltration

Ultraschallgerét
UV - Leuchttisch
Vakuumzentrifuge

Videodokumentation

Zentrifugen:

FPLC: Controller LCC-501 Plus, Fraktionssammler FRAC-100,

optische und Kontroll-Einheit Monitor UV-1, Conductivity Mo-

nitor, Pumpen P-500, Mixer 0,6 ml, Gradientenventil PSV-50,

Motor Valve MV-7 und Zweikanalschreiber REC 112, (Phar-

macia, Freiburg)

GradiFrac: Fraktionssammler und Steuereinheit, Monitor UV-1

optische Einheit, Monitor UV-1 Kontrolleinheit, Schlauchpum-

pe P-1, Mixer 0,6 ml, Gradientenventil PSV-50, Zweikanal-

schreiber REC 102

Protein Sequenzer Modell 471 A (Applied Biosystems, Weiter-

stadt)

PsycroTherm Controlled Environment Incubator Shaker (New

Brunswick Scientific Co. Inc., New Brunswick, N.J., USA)

IKA-Vibrax-VXR (Goeddecke, Ingolstadt)

Novaspec II und Ultrospec Plus (Pharmacia, Freiburg)

GeneAmp PCR-System 9600 (Perkin-Elmer, Norwalk, USA)

MWG Thermocycler Primus (Ebersberg)

Riihrzellen 10 ml und 50 ml (Amicon, Witten a.d. Ruhr)

Branson Sonifier 250 (Branson SONIC Power Company, Dan-

bury, USA)

312 nm (Bachhofer, Reutlingen)

Roto-Vac3 (Biotech-Fischer, Reiskirchen)

Kamera: Kaiser RA1 und RS 1 BioPrint und Mitsubishi Video
Copy Processor (Frobel Labortechnik, Wasserburg)

Tischzentrifuge A14 (Jouan, Unterhaching), Tischkiihlzentri-

fuge GS-15R mit den Rotoren F2402 und S4180 (Beckman,

Miinchen), Kiihlzentrifugen Sorvall Superspeed RC-2B und

RC5B Plus mit den Rotoren GS3, GSA, SS34 und SE12 (Sor-

vall Inc., Newton, Connecticut, USA), Ultrazentrifuge Beckman

Optima LE70 mit Rotoren 70 Ti, 70.1 Ti und SW27.
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2.2 Chemikalien und Enzyme

Chemikalien:

Stabilisotope:

Restriktionsendonucleasen

und andere Enzyme:

DNA-Molekulargewichtsmarker:

Aldrich Chemie (Steinheim)

Fluka Feinchemikalien (Neu-Ulm)
E. Merk (Darmstadt)

Novagen (Schwalbach)

Carl Roth (Karlsruhe)

Serva Feinbiochemika (Heidelberg)

Sigma-Chemie (Deisenhofen)
Promochem (Wesel)

Gibco-BRL (Eggenstein)

New England Biolab (Frankfurt am Main)
Eurogentec (Belgien)

Roche (Mannheim)

PeQLab (Erlangen)

Fiir chromatographische Trennungen wurden folgende Materialen verwendet:

e (Q-Sepharose ff — Anionanaustauschmaterial (Pharmacia, Heidelberg)

o SoftLink™ Soft Release Avidin Resign (Promega), Affinititsmaterial fiir Streptavi-

din-bindende Proteine

e HPLC: Reversed Phase Nucleosil 10C;g (250 x 4,6 mm), YMC ODS AQ 120A, 250 x
4,6 mm, YMC ODS AQ, 120A, S-11 um, 250 x 40 mm (YMC Europe, Schermbeck)
sowie Anionenaustauscher NUCLEOGEL SAX 1000-8/46, 50 x 4,6 (Macherey-

Nagel).
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2.3 Oligonukleotide

Bei der Firma MWG-Biotech (Ebersberg) bzw. ThermoHybaid (Egelsbach) wurden folgende
Oligonucleotide synthetisiert (Tabelle 2.1):

Bezeichnung Sequenz

kEcoRI 5‘-ACA CAG AAT TCA TTA AAG AGG AGA AAT TAA CCA TG-3°

kMfel 5‘-ACA CAC AAT TGA TTA AAG AGG AGA AAT TAA CCA TG-3°

nusBE1 5“GGA AGA TCA ATT GGA ACG GTC TTC CG-3°

NusB-Strepl 5’-ATT CGC CCT AAC AAA AAG AGC GCT TGG AGC CAC G -3’

NusB-Strepll 5’-ATA ATA AAG CTT ATT TTT CGA ACT GCG GGT GGC TCC AAG CGC TAC C-3’

TM-nusB-vorne 5’-GAG GAG AAA TTA ACC ATG AAA ACA CCG AGG CGA AGA ATG -3’
TM-nusB-hinten ~ 5’-ATA GGA TCC TCA AAG TTC GAATTT TTC TTT TGG AGC-3’

Tab. 2.1 Fiir PCR-Reaktionen eingesetzte Oligonukleotide

2.4 Puffer und Losungen

Soweit nicht anders angegeben, beziehen sich alle Angaben auf einen Liter.

Losung bzw. Puffer Zusammensetzung
Bradford-Puffer 2,0 g Na,HPOy4
0,6 g KH,PO4
7,0 g NaCl
0,2 g NaN;

Die Salze wurden in einem Liter entioni-

siertem Wasser gel0st.

Bradford-Farbelosung 0,1 g Serva blue G in100 ml 16 M H3;PO,4 und

46,7 ml Ethanol geldst, auf 1 I mit H,O aufge-
fiillt, tiber Nacht gertihrt, anschlieBend filtriert
und bei 4°C gelagert

Ethidiumbromid-Losung: 1 ug/ml

25



Probenpuffer fiir DNA-Gele:

Saline:

STET-Puffer fiir Minipreps:

TAE-Puffer (50 x) fiir

Agarosegelelektrophorese:

TE-Puffer (10x):

50 % (v/v) Glycerin
0,25 % (w/v) Xylencyanol

0,25 % (w/v) Bromphenolblau

in TE-Puffer

0,9 % (w/v) NaCl in entionisiertem Wasser

50 mM Tris-HCI, pH 8,0
50 mM EDTA-Na,
8 % (w/v) Saccharose

5 % (v/v) Triton X-100

2 M Tris-Acetat, pH 8,2
0,1 M EDTA-Na,

100 mM Tris-HC1

Material und Methoden

10 mM EDTA-Na,

pH 8,0 mit HCI einstellen
TNE-Puffer (10x) fiir Fluorometrie: 100 mM Tris-HCI, pH 7,4
10 mM EDTA-Na,
1 M Na(Cl

Losungen und Puffer fir die Proteingelelektrophorese (Glycin-System):

Alle Losungen, die fiir das Gels verwendet werden, sind zu filtrieren und zu entgasen.

Acrylamid-Losung (40/3) 194 g Acrylamid
(T=40%; C=3%): 6 g N,N'-Methylenbisacrylamid
auf 500 ml Wasser
APS-Losung: 10 % (w/v) Ammoniumperoxodisulfat
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Férbelosung (Glycin-System):

Féarbelosung (Tricin-System):

Elektrophoresepuffer (Glycin-System):

Entfarber:

Gelpuffer (3x Tricin-System):

Kathodenpuffer (Tricin-System):

Aufbewahrungslosung:

Probenpuffer fiir SDS-Gele (3x):

2,5 g Coomassie-Blue R-250
454 ml Methanol
454 ml H,O

92 ml Essigséure

0,25 g Serva-Blue-G

100 ml Essigsédure

25 mM Tris

192 mM Glycin

0,1 % (w/v) Natriumdodecylsulfat
pH 8,3

500 ml Methanol
100 ml Essigsdure

400 ml H,O

3 M Tris-HCI, pH 8,45
0,3 % (G/V) Natriumdodecylsulfat

100 mM Tris

100 mM Glycin

0,1 % (G/V) Natriumdodecylsulfat
pH 8,25.

50 ml Methanol
75 ml Essigséure

875 ml H,O

60 mM Tris-HCI, pH 6,8

5 % (w/v) Natriumdodeylsulfat
30 % (w/v) Glycerin

10 % (w/v) Saccharose

3 % (w/v) B-Mercaptoethanol
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0,5 % (w/v) Bromphenolblau
Sammelgelpuffer (2x, Glycin-System): 250 mM Tris-HCI, pH 6,8
0,2 % (w/v) Natriumdodecylsulfat

Trenngel-Puffer (4x, Glycin-System): 1,5 M Tris-HCl, pH 8,8
0,4 % (w/v) Natriumdodecylsulfat

Losungen und Puffer fiir Western-Blotting:

Transfer-Puffer 25 mM Tris
192 mM Glycin
15 % (v/v) Methanol
pH von 8,2 bis 8,4

Wasch-Puffer(20x): 0,4 M Tris-HCIL, pH 7,4
3 M NaCl
1 % (v/v) Tween 20

Substratpuffer fiir 100 mM Tris-HCI, pH 9,5
alkalische Phosphatase: 100 mM NaCl
5 mM Magnesiumchlorid autoklavieren und

steril aufbewahren

Stoplosung: 20 mM Tris-HCI, pH 8,0
25 mM EDTA-Na,

NBT-Losung: 100 mg Nitroblautetrazoliumchlorid
in 1 ml 70 % Dimethylformamid

lichtgeschiitzt bei 4 °C aufbewahren

BCIP-Losung: 50 mg 5-Brom-4-chlor-3-indolylphosphat in
1 ml 25 % Dimethylsulfoxid
lichtgeschiitzt bei 4 °C autbewahren
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Losungen fir die Messungen der Oberflachen-Plasmon-Resonanz mit der BIACOR®™ 2000-

MeBstation

EDC-Immobilisierungslosung

Ethanolamin

HBS-EP-Puffer

NHS

2.5 Kulturmedien

750 mg N-ethyl-N*-(3-dimethyl-amino-
propyl)-carbodiimid
10 ml bidest. Wasser

10,5 ml 1 M Ethanolamin-hydrochlorid-
NaOH-Losung,
pH 8,5

10 mM HEPES; pH 7.4
0,15 M NaCl

3 mM EDTA

0,005% Tween™20

115 mg N-Hydrosuccinimid
10 ml bidest. Wasser

Die einzelnen Bestandteile beziehen sich jeweils auf einen Liter. Fiir die Herstellung von

Agarplatten wurde dem Medium vor dem Autoklavieren 2 % (w/v) Agar (20 g/l) zugesetzt.

Pro Liter Medium wurden 150 mg Ampicillin oder 15 mg Kanamycinsulfat eingesetzt.

Luria-Bertani Medium (LB):

LB-Medium/Glycerin:

10 g Caseinhydrolysat (1 % w/v)
5 g Hefeextrakt (0,5 % w/v)
5 g NaCl (0,5 % w/v)

auf 1 | Wasser

10 g Caseinhydrolysat (2 % w/v)
5 g Hefeextrakt

5 g NaCl

500 ml Glycerin

auf 1 | Wasser
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SOC-Medium:

20 g Caseinhydrolysat (2 % w/v)
5 g Hefeextrakt (0,5 % w/v)

10 mM NaCl

2,5 mM KCI

10 mM MgCl,

10 mM MgSO4

20 mM Glucose

Die Bestandteile wurden in entionisiertem Wasser gelost und bei 121 °C und 1,2-1,5 bar

Uberdruck 20 Minuten autoklaviert.

MO9- Salzkonzentrat (10x):

Spurenelement-Konzentrat (1000x):

Vitamin-Konzentrat (250x):

120 g Na,HPO4

30 g KH,PO,

5 g NaCl

Mit KOH auf pH 7,5 einstellen und auto-

klavieren.

50 g EDTA, freie Saure

8,5 g FeSO, -7H,O

13,5 g MnCl,-4H,0

0,9 g ZnSO4-7H,0O

0,2 g CuCl,-2H,0

0,2 g NiCl,-6H,0

0,1 g CoCl,-6H,O

0,1 g H3BO;

auf 1 1 Wasser, mit 50%iger NaOH auf pH 7,4

einstellen, autoklavieren

20 mg Pyridoxamin-Hydrochlorid
40 mg Thiamin-Hydrochlorid

20 mg Riboflavin

20 mg p-Aminobenzoesiure

20 mg Calcium-Pantothenat

5 mg Biotin
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M9-Minimalmedium fiur Fermenter:

10 mg Folsdure

15 mg Nicotinsdureamid

100 mg Cyanocobalamin

(1:1000 Mannit-Verrreibung)

auf 1 1 Wasser, unter Erwarmen 16sen,
sterilfiltrieren,

aliquotiert bei - 20 °C lagern

100 ml M9-Salzkonzentrat (10x)

2 ml MgSOq4 (1 M)

2 ml CaCl, (25 mM)

1 ml Spurenelement-Konzentrat (1000x)
4 ml Vitamin-Konzentrat (250x)

5 ml NH4Cl-Losung (10 %)

4 ml Glucoseldsung (50%)

Die M9-Salzlosung wird zu 900 ml entionisiertem Wasser gegeben und autoklaviert. Dann

werden die jeweils getrennt autoklavierten bzw. sterilfiltrierten Komponenten hinzu pipettiert.

Fedbatch-Nahrlosung:

500 g Gluose
100 g NH4C1
1 g MgSO4 7H,0

M9-Minimalmedium fiir markierte Anzucht: Die Vorgehensweise war dieselbe wie bei ’N-

markiertem M9-Minimalmedium; das Ammoniumchlorid wird durch 2 g 15NH4C1 ersetzt, das

in 20 ml Wasser geldst, separat autoklaviert und dem Medium beigegeben wurde.
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2.6 Mikroorganismen

2.6.1 Stimme und Plasmide

Fiir molekularbiologische Arbeiten wurden Derivate des Stammes Escherichia coli K-12

verwendet (Tabelle 2.2).

Wirtsstamm Genotyp Referenz
E. coli XL1-Blue recAl, endAl, gyrA96, thi-1, nsdR17, supE44, reldl, lac Stratagene

[F’, proAB, lacl'ZAM15, Tnl0 (Tet")] (BULLOCK, 1987)
E. coli M15 lac, ara, gal, mtl, recA”, uvr', [pREP4: lacl, kana'] (STUBER, 1990)

Tab. 2.2 Verwendete Stimme von Escherichia coli

Plasmid Charakteristika Referenz
pNCO113 Expressionsvektor (Stiiber, 1990)
pREP4 Repressorplasmid (Stiiber, 1990)
pNCO113-nusB Expressionsplasmid fiir £. coli NusB (Berglechner, 1997)
pNCO113-nusE Expressionsplasmid fiir E. coli NusE (Berglechner, 1997)
pNCO113-nusB/nusE Expressionsplasmid fiir £. coli das NusB/NusE Heterodimer diese Arbeit.
pNCO113-nusB-Strep  Expressionsplasmid fiir E. coli NusB-StrepTAG diese Arbeit
pNCO113-TM-nusB  Expressionsplasmid fiir 7. maritima NusB diese Arbeit

Tab. 2.3 Ubersicht von eingesetzten Expressionsvektoren.

Fir diese Arbeit stand chromosomale DNA vom E. coli Stamm RR28 sowie vom 7. maritima

Stamm MSBS8 zur Verfligung.

Stamm Genotyp Herkunft oder Referenz

RR28 F-, thi, pro, lac, gal, ara, mtl, xyl, supE44, endA, hsd (r,m’), (Hennecke et al., 1982; Richter,
phesS, recA 1995)

MSBS (Huber et al., 1986)

Tab. 2.4 Chromosomale DNA von E. coli RR28 und T. maritima MSB8
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2.6.2 Bakterienanzucht

Zur Anzucht auf Agarplatten wurden die Zellen entweder als Zellsuspensionen ausplattiert
oder mit einer Impfése von einer anderen Platte tibertragen. AnschlieBend wurde iiber Nacht
bei 37 °C inkubiert. Durch Verdiinnung der Suspension oder Verdiinnungsausstrich ergaben
sich Einzelkolonien. Fliissigkulturen bis 5 ml wurden im Reagenzglas, bei groBeren Volumina
im Erlenmeyerkolben (100 ml - 2 1) {iber Nacht bei 37 °C im Schiittelinkubator bebriitet. Die
groBeren Kulturen wurden mit Ubernachtkulturen im Verhiltnis 1:30 bis 1:50 beimpft. Das
Wachstum der Bakterien wurde durch Messung der optischen Dichte bei einer Wellenlidnge
von 600 nm (ODggy) gegen steriles Medium bzw. Wasser verfolgt. Die Ernte der Kulturen

erfolgte mit Kiihlzentrifugen bei 4 °C und 5000 g wéhrend 15 Minuten.

2.6.3 Stammbhaltung

Bakterienkulturen auf Agarplatten wurden nach dem Bebriiten iiber Nacht bei 4 °C gelagert.
Alle vier Wochen wurden sie auf frisches Medium iiberimpft. Die Kulturen wurden dabei
durch Zugabe des jeweiligen Antibiotikums unter stindigem Selektionsdruck gehalten.

Die Langzeitlagerung erfolgte als Glycerin-Kultur in fliissigem Stickstoff. 5 ml einer {iber
Nacht gewachsenen Kultur wurden abzentrifugiert und der Uberstand verworfen. Die Zellen
wurden in 1 ml einer autoklavierten Mischung von LB-Medium mit 40 % Glycerin resuspen-
diert, in sterile Kryotubes abgefiillt und in fliissigem Stickstoff gelagert. Vor der Verwendung

wurden die Zellen langsam auf Eis aufgetaut.

2.7 Molekularbiologische Methoden

2.7.1 Plasmidisolierung

2.7.1.1 Schnellisolierung durch Hitzeschock

Diese Methode (Holmes und Quigley, 1981) wurde bevorzugt heranzogen, um frisch trans-

formierte Bakterienzellen auf das Vorhandensein des Plasmids zu iiberpriifen. Die isolierte
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DNA kann fiir Transformationen sowie zur Identifizierung des Plasmids, fiir Restriktionsana-
lysen und Gelelektrophoresen eingesetzt werden.

Transformierte Zellen wurden auf Agar-Platten ausgestrichen und iiber Nacht bebriitet. Eine
Spatelspitze dieser Kultur wurde von der Platte abgenommen und in 300 ul STET-Puffer sus-
pendiert. 10 ul frisch bereitete Lysozymlosung (10 mg/ml) wurden zu gegeben, 30 Sekunden
bei Raumtemperatur inkubiert und anschlieend 90 Sekunden im Wasserbad gekocht. Zell-
trimmer und Proteine wurden 15 Minuten lang in der Eppendorf-Zentrifuge (14.000 UpM)
abzentrifugiert und der Uberstand in ein anderes Reaktionsgefill dekantiert. Um die DNA zu
fillen, wurde der Uberstand mit 200 ul Isopropanol versetzt und 10 Minuten bei Raumtempe-
ratur stehengelassen. Es folgte eine 15-miniitige Zentrifugation in der Eppendorf-Zentrifuge
bei 14.000 UpM. Der Uberstand wurde verworfen, das Pellet mit 200 pl eiskaltem 70 %igem
Ethanol gewaschen und fiir 20 Minuten an der Luft getrocknet. Das Pellet wurde in 20 pl bi-

destilliertem Wasser aufgenommen.

2.7.1.2 Plasmidisolierung mittels CyclePure-Kit

Die Isolation von Plasmiden aus Bakterienzellen wurde mit den E.Z.N.A. Plasmid Miniprep
Kits I und II der Firma PeQLab (Erlangen) durchgefiihrt. Die beiden Kits unterscheiden sich
in der Menge isolierter DNA. Die HiBind-Séiulchen aus Kits I liefern aus 5 ml Ubernachtkul-
tur in der Regel 15 bis 25 pg Plasmid. Kit II ergibt aus 15 ml Kultur 40 bis 75 pg DNA. Die

Isolation wurde entsprechend den Angaben des Herstellers durchgefiihrt.

2.7.2 DNA- und RNA-Konzentrationsbestimmung

2.7.2.1 Photometrie

Diese Methode ist geeignet, um die Konzentration von Oligonukleotiden zu messen. Die star-
ke UV-Absorption der Purine und Pyrimidine bei Wellenldngen von 250 bis 280 nm wird zur
Konzentrationsbestimmung mit dem UV-Photometer ausgenutzt. Bei 260 nm wurde die Ex-

tinktion einer DNA- oder RNA-Losung gegen den Nullwert von Wasser gemessen. Fiir eine
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Berechnung der Konzentration ist die Kenntnis des Extinktionskoeffizienten nétig, der sich

bei bekannter Sequenz fiir einzelstrangige DNA wie folgt abschdtzen ldsst (Hanahan, 1985):
€260 = (A - 15200) + (G - 12012) + (C - 7050) + (T - 8400) I - mol™ - cm™

A,G,C und T geben die Anzahl der entsprechenden Nukleotide in der Sequenz an; als Einheit
fiir den Extinktionskoeffizienten ergibt sich [1 - mol™ - em™]. Fiir RNA-Oligonukleotide wur-

de folgende Abschitzung verwendet:

€260 = (A - 15300) + (G - 11700) + (C - 7400) + (U - 9900) I - mol™ - cm™

2.7.2.2 Fluorometrie

Zur Bestimmung geringer Mengen DNA bietet sich eine fluorometrische Messung an. Hierbei
wird die Lichtemission aus dem Farbstoff 2-(4-Hydroxyphenyl-)5'-(4-methyl-1-piperazinyl)-
2,5'-bisbenzimidazol (Hoechst 33258) in Gegenwart von DNA ausgeniitzt. Die Komplexe
werden bei 365 nm, ihrem Absorptionsmaximum angeregt. Bei 460 nm wird das emittierte
Fluoreszenzlicht detektiert (Emissionsmaximum bei 458 nm). Proteine und RNA storen die
Bestimmung nicht, wihrend Ethidiumbromid zu einer Léschung der Fluoreszenz fiihrt.

Fiir die Messung wurde der Nullpunkt des Fluorometers mit 2 ml TNE-Puffer, der 0,1 pg/ml
Bisbenzimidazol enthilt, eingestellt. Eine Eichung des Gerétes mit 2 pl Standard-DNA ist vor
jeder Messreihe notig. Bevor 2 ul der zu bestimmenden DNA-Losung, in 2 ml TNE-Puffer
mit 0,1 pg/ml Bisbenzimid gegeben werden, {iberpriift man mit der Pufferlésung erneut den

Nullpunkt.

2.7.3 Reinigung von DNA

Um DNA-Fragmente nach enzymatischen Reaktionen, wie PCR-Ansétzen, Restriktions- oder
Ligationsreaktionen zu reinigen, wurde mit dem CyclePure der Firma PeQLab (Erlangen)
gearbeitet. Fiir die Reinigung wurde zunichst das fiinffache Volumen CP-Bindungspuffer zu
dem Ansatz gegeben. Diese Losung wurde auf HiBind Saulchen gegeben und fiir eine Minute

mit der Tischzentrifuge bei 14.000 UpM in ein Eppendorf-Auffanggefall zentrifugiert und der
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Durchlauf verworfen. Die Sdule wurde mit 750 ul Waschpuffer beladen, der bei 14.000 UpM
durchzentrifugiert wurde. Nach dem Entleeren des Auffanggefd3es wurde nochmals zentrifu-
giert, um letzte Reste des Puffers zu entfernen, und dann ein neues Eppendorf-Reaktionsgefal3
unter die Sdule gegeben. AnschlieBend wurden je nach erwarteter DNA-Menge 30-50 ul bi-
destilliertes Wasser auf die Sdule aufgetragen, 5 Minuten inkubiert und die DNA durch 1-
miniitige Zentrifugation bei 14.000 UpM eluiert.

Um DNA-L6sungen aufzukonzentrieren wurde die DNA gefillt. Dazu wurde das dreifache
Volumen der Losung an Ethanol und 0,1 Volumenteile 3 M Natriumacetat (pH 5,5) zuge-
geben. Die Losung wurde vorsichtig gemischt und in der Tischkiihlzentrifuge 30 Minuten bei
14.000 UpM und 20 °C zentrifugiert. Die DNA fiel wihrend der Zentrifugation aus und sedi-
mentierte. Das Pellet wurde kurz mit eiskaltem, 70%igem Ethanol gewaschen, kurz an der

Luft getrocknet und dann in wenig bidestilliertem Wasser aufgenommen.

2.7.4 Agarosegelelektrophorese

Zur analytischen und préparativen Trennung von DNA-Fragmenten, Bestimmung ihrer Gro-
e, Mengenabschétzung oder Reinheitsiiberpriifung, auch von Plasmidpraparationen, dient die
Agarosegelelektrophorese. Aufgrund ihrer negativen Ladung bewegt sich die DNA im elek-
trischen Feld auf die Anode zu, wobei kleinere Molekiile schneller wandern als groBBere. Eine
Bestimmung der FragmentgroBBe wird durch die Verwendung eines Standards (DNA-
Molekulargewichtsstandard, PeQLab Biotechnologie GmbH) mdoglich.

Der Molekulargewichtsmarker zeigt folgende Fragmente in bp: 10000, 8000, 6000, 5000,
4000, 3500, 3000, 2500, 2000, 1500, 1200, 1000, 900, 800, 700, 600, 500, 400, 300, 200, 100.
Zur Herstellung des Gels wurde die auf eine Endkonzentration von 0,8-2,0% eingewogene
Agarose in TAE-Puffer unter Riihren gekocht, bis eine klare, schlierenfreie Losung entstan-
den war. Nach Abkiihlung auf etwa 60 °C wurde die Agarose-Losung in einen vorbereiteten,
mit einem Kamm versehenen Geltrager gegossen. Nach 20 Minuten war die Losung zum Gel
verfestigt. Der Geltridger wurde in die Elektrophorese-Kammer plaziert und mit TAE-Puffer
iberschichtet.

Die DNA-Proben wurden inzwischen vorbereit, indem sie mit 10 Vol.% Probenpuffer ver-
mischt wurden, der das Befiillen der Geltaschen erleichtert. Nach Entfernen des Kammes
konnten DNA-Proben von 5-20 pl Auftragsvolumen in die Geltaschen pipettiert werden. Die
angelegte Spannung lag zwischen 80 und 120 Volt. Bei 100 V Spannung und vollstindiger
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Ausnutzung der Trennstrecke von ca. 10 cm erfordert die Elektrophorese ca. 90 Minuten. Die
im Probenpuffer enthaltenen Farbmarker Bromphenolblau und Xylencyanol machen den
Fortschritt der Elektrophorese sichtbar. Das Gel wurde 20 Minuten in Ethidiumbromid-
Losung mit der Konzentration 1 pg/ml unter Lichtausschluss gefdarbt und mit destilliertem
Wasser gewaschen. Ethidiumbromid geht eine Interkalationsverbindung mit DNA ein, deren

Fluoreszenz es ermoglicht, die Banden im UV-Licht zu detektieren.

2.7.5 Kompetente Zellen und Transformation

Beim Elektroporationsverfahren (DOWER et al., 1988) wurden Zellen zunichst kompetent
gemacht, dann aliquotiert und in fliissigem Stickstoff gelagert. Fiir eine Transformation wurde
ein Aliquot entnommen und langsam auf Eis aufgetaut. Die Zellen diirfen nicht wirmer als 4
°C werden, um Einbuflen bei der Transformationsrate zu vermeiden. Alle hierfiir benétigten

Puffer wurden vorgekiihlt oder auf Eis gelagert.

2.7.5.1 Elektrokompetente Zellen

1 1 Medium wurde mit 50 ml einer frischen Ubernachtkultur angeimpft und unter Schiitteln
bei 37 °C bebriitet. Sobald die optische Dichte (600 nm) einen Wert von 0,5-0,7 erreicht hatte,
was der mittleren logarithmischen Wachstumsphase entspricht, wurde sie fiir 15 Minuten auf
Eis gestellt. AnschlieBend wurde die Kultur in eisgekiihlte, sterile GS3-Zentrifugenbecher
gefiillt und im auf 4 °C gekiihlten Rotor GS3 bei 4.000 UpM 20 Minuten abzentrifugiert. Der
Uberstand wurde méoglichst vollstindig dekantiert und das Pellet in 1 Liter 10 %igem eiskal-
ten, sterilen Glycerin resuspendiert. Diese Prozedur wurde noch zweimal wiederholt, wobei
das Pellet das erste Mal in 500 ml, das zweite Mal in 20 ml 10 %igem, eiskaltem, sterilem
Glycerin resuspendiert wurde. Nach einer weiteren Zentrifugation wurde das Pellet in einem
endgiiltigen Volumen von 2 ml 10%igem eiskalten, sterilen Glycerin suspendiert. Die Zellen-
konzentration sollte 1-3 x 10'® Zellen/ml betragen. Die Suspension wurde zu 50 oder 100 ul
in sterile Kryotubes aliquotiert und in fliissigem Stickstoff tiefgefroren. Die Transformations-

rate betrug ca. 3 x 10’ Transformanden/ ng DNA.
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2.7.5.2 Elektrotransformation

Fiir die Elektrotransformation wurde ein Elektroporator der Frima PeQLab, Erlangen verwen-

det, dessen Parameter auf folgenden Bedingungen eingestellt waren:

Kapazitit: 15 pF

Widerstand: 335 Q

Spannung: 2,5 kV bei Kiivetten mit 2 mm Spaltbreite
1,8 kV bei Kiivetten mit 1 mm Spaltbreite

Elektrokompetente Zellen wurden auf Eis aufgetaut; die Elektroporationskiivette wurde auf
Eis vorgekiihlt. 40 pl der Zellsuspension wurden mit 10 pg - 100 ng Plasmid-DNA vermischt,
wobei das zugefiigte Volumen 2 pl nicht tiberstieg. Dann wurde die Mischung aus kompeten-
ten Zellen und DNA in die Elektroporationskiivette iiberfiihrt, durch Schiitteln der Suspension
auf den Kiivettenboden gebracht und die Kiivette samt dem Kiivettenhalter so in die Elektro-
porationskammer eingeschoben, dass Kontakt zu den Elektroden bestand. Anschlieend wur-
de die Entladung des Kondensators mit den oben genannten Parametern ausgelost. Die Zellen
wurden aus der Kiivette sofort in 1 ml SOC-Medium suspendiert. Zur phanotypischen Ex-
pression wurden die Zellen eine Stunde bei 37 °C geschiittelt. Anschliefend wurde die Zell-

suspension auf selektivem Medium ausplattiert und {iber Nacht bei 37 °C bebriitet.

2.7.6 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Die Polymerase-Kettenreaktion (PCR) wurde eingesetzt, um bestimmte DNA-Fragmente in
vitro exponentiell zu amplifizieren. Die doppelstrangige DNA wurde zunéchst thermisch 5
Minuten bei 94 °C denaturiert. An die nunmehr einzelstringige DNA lagern sich synthetische
Oligonucleotide von 20-35 Basen an die Stelle des DNA-Stranges an, die zu ihrer eigenen
Sequenz komplementir ist. Dies wird als Primer-Annealing bezeichnet und erfolgte in Ab-
hangigkeit von der Sequenz und Linge des Primers bei einer Temperatur von 45-55 °C.

Eine DNA-Polymerase synthetisiert, ausgehend von dem kurzen Primer-Matrizen-Hybrid,
den komplementdren Strang. Thermostabile DNA-Polymerasen erlauben es, diese Tempera-
turabfolge mehrfach zu wiederholen, da sie den Denaturierungsschritt bei 95 °C ohne Aktivi-

tatsverlust {iiberstehen. Die optimale Arbeitstemperatur der hier verwendeten DNA-
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Polymerase aus Thermus aquaticus liegt bei 72 °C. Die Dauer des Polymerisationsschrittes
richtet sich nach der Linge des Amplifikates; fiir 1.000 Nucleotide wird ca. 1 Minute bend-
tigt.

Durch mehrmaliges Durchlaufen des PCR-Zyklus - Denaturieren, Primer-Annealing, Poly-
merisation - ist eine Amplifikation der gewliinschten Zielsequenz mdoglich, die durch die Aus-
wahl der Primer bestimmt wird. AbschlieBend werden durch eine einmalige achtminiitige In-
kubation bei 72 °C eventuell noch unvollstindige Amplifikate durch die Polymerase vervoll-
standigt. Falls Primer zum Einsatz kamen, die nur zum Teil komplementdr zu ihrer Ziel-
sequenz waren und Verdnderungen einbrachten oder ein Stiick DNA anfiigen sollten, wurde

die Annealing-Temperatur herabgesetzt. Ein typischer PCR-Reaktionsansatz enthielt:

10 ul Reaction-Puffer (10fach-Konzentrat, incl. MgCl,)
4wl dNTPs Promega (40 umol)

S5ul je Primer (10 pmol)

1 ul DNA-Templat

1wl Taq DNA Polymerase,

auf 100 ul  bidest. Wasser

Folgendes Programmschema wurde verwendet:

Funktion Temperatur Dauer

Aufschmelzen der DNA 94° C 240 s
Primer-Annealing 45-55 °C 30s 30
Primer-Verlangerung 72° C 60 s Zyklen
Komplementierung 72°C 8 min

Nach der Reaktion wurden die Ansétze, wenn das erhaltene Fragment in enzymatische Reak-
tionen eingesetzt werden sollte, mit CyclePure-Kit (PeQLab, Erding) gereinigt (sieche 2.6.3).
Diente die PCR rein analytischen Zwecken, so wurde der Ansatz direkt auf ein Agarosegel

aufgetragen.
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Touch-Down-PCR

Um bei Problemen mit dem Primer-Annealing die richtige Temperatur eingrenzen zu kdnnen,
wurde eine sog. Touch-Down-PCR durchgefiihrt. Dabei wurde von ca. 60°C ausgehend die
Annealing-Temperatur in Schritten von 2-3°C nach jedem dritten Zyklus abgesenkt. Nach
vier bis fiinf Abstufungen wurden bei ca. 48-50°C 25 Zyklen angefiigt und abschlieBen fiir 8
Minuten bei 72°C die Synthese komplettiert.

PCR-Screening

Um Klone auf eine bestimmte Zielsequenz zu untersuchen, ohne DNA isolieren zu miissen,
wurden ganze Zellen in die Reaktion eingesetzt, indem sie mit einem sterilen Zahnstocher von
einer Agarplatte abgenommen und im vorbereiteten PCR-Reaktionsgemisch suspendiert wur-
den. Dem 25fachen Wiederholen des Temperaturzyklus wurde in diesem Falle eine einmalige,
fiinfmintitige Inkubation der Ansétze bei 95 °C vorgeschaltet, um die Zellen aufzuschlielen
und die DNA so fiir die Reaktion verfligbar zu machen. Das Reaktionsvolumen war 20 pl.
Nach der Reaktion wurde der komplette Ansatz mit 2 pl Probenpuffer versetzt und je 10 pl
davon auf einem Agarosegel analysiert. Plasmide konnten so auf das Vorhandensein eines

Inserts getestet werden.

2.7.7 Restriktion und Ligation

2.7.7.1 Spaltung von DNA mit Restriktionsendonukleasen

Es wurden Restriktionsendonukleasen (Tabelle 2.5) mit den mitgelieferten Inkubationspuffern
der Firmen Gibco-BRL und New England Biolabs (Frankfurt a. Main) verwendet. Fiir einen
analytischen DNA-Verdau wurden typischerweise 100-300 ng DNA in 5 pl Losung, 2 pl Puf-
fer (10x) und 2 U Restriktionsendonuklease eingesetzt. Mit Wasser wird auf ein Gesamtvo-
lumen von 20 pl aufgefiillt. Die Inkubationszeit betrugt 1 Stunde bei 37 °C. Die priparativen
Ansitze wurden mit 1 ung DNA, 10 Vol.% Puffer (10x) und 10 U Restriktionsendonuclease
iiber 3 Stunden durchgefiihrt. Der Gesamtansatz betrug 100 ul. Restriktionen mit zwei Enzy-

men, die den gleichen Puffer tolerieren, wurden gleichzeitig durchgefiihrt.
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Enzym Erkennungssequenz Puffer
BamHI 5'-G|GATCC-3' REact 3 Gibco
EcoRI 5'-G|AATTC-3' REact 3 Gibco
HindIll 5'-A|AGCTT-3' REact 2 Gibco
Mfel 5'-C|IAATTG-3' NEB 4

Tab. 2.5 Verwendete Restriktionsenzyme mit ihren Erkennungssequenzen und Puffern.

2.7.7.2 Ligation von DNA-Fragmenten

Die Ligationen wurden mit dem ,,Rapid DNA“-Ligationskit der Firma Roche (Mannheim)

durchgefiihrt. DNA-Ligase aus dem Bacteriophagen T4 katalysiert die ATP-abhingige Bil-

dung von Phosphodiester-Bindungen zwischen 3'-Hydroxyl- und 5'-Phosphatenden dop-

pelstrangiger DNA-Molekiile. Es werden sowohl iiberhdngende als auch stumpfe Enden mit-

einander verbunden. Intermolekulare und intramolekulare Reaktionen sind gleichermaf3en

moglich. Die zu ligierenden DNA-Fragmente Vektor und Insert wurden im molekularen Ver-

héltnis von 1:3 in die Ligation eingesetzt.

Ein typischer Ligationsansatz enthielt:

1-2 ul Vektor, entsprechend 50 ng DNA

1-2ul Insert, entsprechend 150 ng DNA

auf 8ul bidest. Wasser

2 ul  Puffer 2 (DNA Dilutions-Puffer)
10 ul  Puffer 1 (T4 DNA Ligations-Puffer)

1 ul  Ligase (5 U/ul)

Der Ansatz wurde bei Raumtemperatur fiir 15 bis 20 Minuten inkubiert.
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2.8 Anzucht

2.8.1 Fermentation in Vollmedium in Schiittelkolbenkultur

Die rekombinanten Staimme wurden in LB-Medium mit entsprechenden Antibiotika kultiviert
bis die Zellsuspension eine Absorbtion von 0,8 bei 600 nm aufwies. Isopropyl-thio-f3-D-
galactopyranosid wurde in wéssriger Losung bis zu einer Endkonzentration von 1 mM zuge-
geben. Die Kulturen wurden weitere fiinf Stunden bei 37° C unter Schiitteln inkubiert. An-
schlieend wurden sie durch Zentrifugation (Rotor GS 3, 5.000 UpM, 4 °C 20 min) geerntet.
Zur Abtrennung von Medienresten wurden die Kulturen in Saline (NaCl 0,9 %) suspendiert

und erneut abzentrifugiert. Die moglichst trockenen Pellets wurden bei -20 °C gelagert.

2.8.2 Fermentation in Minimalmedium im Bioflow3000

Die Gewinnung groferer Zellmengen erfolgte durch Fermentation im 1 I oder 2 1 Fermenter in
Minimalmedium. Der Fermenter wurde mit dem M9 Phosphatkonzentrat und Wasser (1:10)
autoklaviert. Die jeweils getrennt sterilisierten Bestandteile des Minimalmediums wurden
eingefiillt und im Verhiltnis 1:50 mit Ubernachtkultur angeimpft. Der pH Wert des Mediums
wurde wéhrend der Fermentation mit 5 M NaOH-Losung auf 6,9 reguliert. Zu Beginn der
Fermentation erfolgte keine zusétzliche Fiitterung von Glucose. Nach Verbrauch der durch
die Starterlosung zugefiihrten Glucose (Absinken der O,-Sittigung im Medium) wurde rech-
nergesteuert die Fiitterlosung entweder in exponentiell ansteigender Weise oder feedback-
gesteuert in Form einer Pulsfiitterung zugefiihrt. Typischer Weise wurde nach Erreichen einer
ODggo von ca. 10 mit 5 mM IPTG induziert und nach Beendigung der Wachstumsphase ge-
erntet.

Die Zellen wurden durch Zentrifugation in einem GS3-Rotor bei 4°C, 4000 Upm geerntet und
mit 0,9 %iger NaCl-Losung gewaschen. Die so erhaltenen Zellen wurden bis zur Verwendung

bei —20°C gelagert.
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2.8.3 Fermentation in deuteriertem Minimalmedium im Bioflow3000

Die Gewinnung teildeuterierter Zellmasse (ca. 75% “H) erfolgte durch Fermentation im 1,5 |
Fermenter in deuteriertem Minimalmedium mit protonierter Glucose und Ammoniumchlorid.
Der Fermenter wurde leer autoklaviert. Alle Komponenten des Mediums bis auf die Vitamine
und die Spurenelemente wurden in D,O aufgenommen und zum Medium gegeben. 1000 ml
sterilfiltriertes Minimalmedium wurde eingefiillt und mit Zellen einer LB-Ubernachtkultur (in
H,0) im Verhéltnis 1:50 angeimpft. Der pH des Mediums wurde wéhrend der Fermentation
auf 6,9 mit ca. 5 M NaOH-Ldsung reguliert. Da die C- und N-Quellen keine Teildeuterierung
aufwiesen, wurde dem durch einen hoheren D,O-Anteil am Medium Rechnung getragen.
Nach Erreichen einer OD von ca. 4 wurde mit 2,5 mM IPTG induziert und nach Beendigung
der Wachstumsphase geerntet.

Die Zellen wurden durch Zentrifugation in einem GS3-Rotor bei 4°C, 4000 Upm geerntet und
mit 0,9 %iger NaCl-Losung gewaschen. Die so erhaltenen Zellen wurden bis zur Verwendung

bei —20°C gelagert.

2.9 Proteinchemische Methoden

2.9.1 Expressionstest

Durch Beimpfen von 1 ml LB-Medium mit Klonen transformierter Zellen stellte man eine
Vorkultur her, die man {iber Nacht bei 37 °C wachsen lie3. Alle Medien wurden dabei mit den
entsprechenden Antibiotika versehen: E. coli XL1-Blue mit Ampicillin, E. coli M15 zusitz-
lich mit Kanamycin. Am folgenden Tag impfte man zweimal 1,25 ml LB-Medium mit jeweils
25 pl dieser Vorkultur an und lieB 3 Stunden aufwachsen. Zu einem der beiden Reagenzgliser
wurden 25 pl 100 mM IPTG-Losung gegeben, so dass dessen Endkonzentration 2 mM IPTG
betrug. Dann liel man beide Kulturen weitere 5 Stunden bei 37 °C wachsen. Anschlie3end
wurden die Zellen durch 15-miniitiges Zentrifugieren bei 14000 UpM und 20 °C geerntet und
mit 0,9% Saline gewaschen. Die Zellen wurden in 150 pul SDS-Probenpuffer suspendiert und
fiir 5 Minuten im Heizblock bei 100 °C gekocht. Noch unlosliche Bestandteile wurden durch

kurzes Zentrifugieren in der Tischzentrifuge sedimentiert. Die Proben wurden bei -20 °C ge-

43



Material und Methoden

lagert. Diese Art des ZellaufschluBes erfasst das gesamte Zellprotein, das durch Natriumdo-
deylsulfat in der Hitze solubilisiert wird; es ist keine Differenzierung in einen l6slichen und

unldslichen Proteinanteil moglich.

2.9.2 Polyacrylamidgelelektrophorese (PAGE)

Es wurde ein diskontinuierliches System, bestehend aus einem Sammel- und Trenngel nach
Lammli (1970) verwendet. Die SDS-Elektrophorese trennt ausschlieSlich nach Molekiilgro3e
auf. Durch Behandlung mit dem im Probenpuffer enthaltenen anionischen Detergenz Natri-
umdodecylsulfat werden die Eigenladungen von Proteinen {iberdeckt; es entstehen anionische
Micellen. Das SDS verbindet sich dabei mit dem Protein in einem ganz bestimmten, konstan-
ten Verhiltnis, so dass die spezifische Ladung, d.h. Ladung pro Masse, zum entscheidenden
Parameter fiir die Auftrennung wird. Das zugesetzte 2-Mercaptoethanol hat die Aufgabe,
Schwefelbriicken, die zwischen Cysteinen gebildet werden kdnnen, reduktiv aufzuspalten.

Im Sammelgel sind die Poren so grof3, dass sie fiir die Trennung oder Konzentrierung der Pro-
teine keine Rolle spielen. Der Konzentrierungseffekt wird vielmehr dadurch verursacht, dass
sich im Gel andere Ionen (Leitionen) als im Elektrodengefdl (Folgeionen) befinden. Dabei
wandert das Leition am schnellsten und zieht die Proteine nach sich, wihrend das Folgeion
am langsamsten wandert und die Proteine in entsprechender Weise vor sich herschiebt. So
werden die Proteine zu einer schmalen, scharf begrenzten Zone hoher Konzentration gesam-
melt. Diese Zone bewegt sich in Richtung Anode, bis sie an die Grenzschicht des engporigen
Trenngels gelangt. Die Proteine erfahren plotzlich einen hohen Reibungswiderstand, so dass
ein Stau entsteht, der zu einer weiteren Zonenscharfung fiihrt. Das niedermolekulare Leition
ist davon nicht betroffen und {iberholt die Proteine. Die Mobilitét der Proteine ist von deren
spezifischer Ladung abhdngig; die Auftrennung erfolgt nach der spezifischen Ladung oder
nach der MolekiilgroBe.

Die proteinhaltigen Bereiche des Gels konnen durch Anfdrben mit Coomassie-Blue- bzw.
Brilliant-BlueG-Losung sichtbar gemacht werden, indem der Farbstoff selektiv an das Protein
bindet. Ein Molekulargewichts-Standard erlaubt die Bestimmung der Molmasse durch Ver-
gleich. Die fiir das Glycin- bzw. Tricinsystem verwendeten Molekulargewichtsmarker sind

nachfolgend aufgefiihrt.
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Glycinsystem:
M3546 (Sigma, Deisenhofen)

Protein MW in Da
Albumin aus Rinderserum 66.000
Albumin aus Hiihnerei 45.000
Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase aus Kaninchenmuskel 36.000
Carbonic Anhydrase aus Rindererythrocyten 29.000
Trypsinogen, PMSF behandelt 24.000
Trypsin-Inhibitor aus Sojabohnen 20.100
o-Lactalbumin aus Kuhmilch 14.200
Tricinsystem:

M3546 (Sigma, Deisenhofen)

Protein MW in Da
Triosephosphat-Isomerase aus Kaninchenmuskel 26.600
Myoglobin aus Pferdeherz 17.000
o-Lactalbumin aus Kuhmilch 14.200
Aprotinin aus Rinderlunge 6.500
Insulin (Seitenkette B; oxidiert) vom Rind 3.496
Bradykinin 1.060

Glycin-System

Als Werte zu Charakterisierung der Porengréf3e und deren Verteilung dienen der T- und C-

Wert nach Hjerten. T symbolisiert die totale Acrylamid-Konzentration und errechnet sich

nach Gleichung (1); C ist ein MaB fiir den Vernetzungsgrad und wird nach Gleichung (2) be-

rechnet:

A+B)
14

-
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2)

—

A+B)

Es bedeuten:
A: enthaltene Masse Acrylamid in g
B: enthaltene Masse N,N’-Methylen-bisacrylamid in g

V: Gesamtvolumen in ml

Das Sammelgel hat einen T-Wert von 4 % und einen C-Wert von 3 %, das Trenngel die Wer-
te 15% Tund 3 % C.

Das Trenngel muss bereits vorher gegossen werden, weil darauf noch das Sammelgel polyme-
risiert werden muss. Acrylamidlosungen, Gelpuffer und Wasser sind vor Gebrauch zu filtrie-
ren und zu entgasen.

Die hier angegebenen Mengen reichen fiir zwei Gele der Grofle 6 x 8 cm und der Schichtdi-

cke 0,75 mm. Fiir das Trenngel werden benétigt:

Trenngel 15 % T, 3 % C:
3,75 ml Wasser
3,75 ml Acrylamidlésung (40 % T; 3 % C)

2,5 ml Trenngelpuffer (4x; Glycin-System)
75 ul Ammoniumperoxodisulfatlosung, 10 %ig

5 ul TEMED

Die Bestandteile werden vermischt und ziigig in den vorbereiteten Gief3stand derart eingegos-
sen, dass die Oberkante der Losung ca. 1 cm unterhalb der Glasplatte zu liegen kommt. Man
iiberschichtet mit 30 %igem wéssrigem Isopropanol und ldsst eine halbe Stunde auspolymeri-
sieren. Dann wird das Isopropanol-Gemisch abgegossen, der Teflon-Kamm fiir die Gelt-

aschen eingesetzt und das Sammelgel wie folgt vorbereitet:

Sammelgel 4 % T,3 % C:
2,0 ml Wasser
0,5 ml Acrylamidlésung (40 % T; 3 % C)

2,5 ml Sammelgelpuffer (2x; Glycin-System)
50 pul Ammoniumperoxodisulfatlosung, 10 %ig

5 ul TEMED
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Die Komponenten wurden vermischt und die Losung bis zum oberen Rand in den Gel-
gielstand einpipettiert. Nach einer ca. 15 min, in denen das Gel polymerisiert, wurde der
Kamm herausgenommen und jeweils ca. 5 - 15 ul der Proteinproben in die Geltaschen pipet-
tiert. Die Elektrophorese erfolgt unter Wasserkiihlung bei einer konstanten Stromstirke von
20 mA pro Gel. Hat die Bande des im Marker enthaltenen Bromphenolblau den unteren Rand
des Gels erreicht, ist die Elektrophorese beendet und die Gele werden geférbt.

Tricin-System

Das Tricin-System unterscheidet sich vom Glycin-System durch die hohere Acrylamid-
Konzentration im Trenngel. Die dadurch bedingte héhere Trennleistung ermdglicht die Auf-
trennung kleinerer Proteine im Grofenbereich von 30 kDa bis ca. 6 kDa.

Die Vorgehensweise bei der Arbeit mit Tricin-SDS-Gelen entspricht der des unter 2.2.2.2
beschriebenen Glycin-Systems. Fiir das Trenn- bzw. Sammelgel des Tricin-Systems wurden

benotigt:

Trenngel 16,5 % T, 3 % C:
1,75 ml Wasser
6,25 ml Acrylamidlésung (40 % T; 3 % C)

5 ml Gelpuffer fiir das Tricin-System (3x)
2 ml Glycerin (865%)
50 pl Ammoniumperoxodisulfatlosung, 10 %ig

5 ul TEMED

Sammelgel 4 % T,3 % C:
4,1 ml Wasser
0,7 ml Acrylamidlésung (40 % T; 3 % C)

1,5 ml Gelpuffer fiir das Tricin-System (3x)
50 pul Ammoniumperoxodisulfatlosung, 10 %ig

5 ul TEMED
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2.9.3 Proteinbestimmung

Die Bestimmung der Gesamtproteinmengen wurde in einer modifizierten Form nach Read
und Northcote (1981) durchgefiihrt. 950 ul Bradford-Féarbelosung wurden mit 40 pl Bradford-
Puffer und 10 pl Rohextrakt fiir eine halbe Stunde bei Raumtemperatur inkubiert. Am Photo-
meter wurde bei 595 nm (Coomassieblau) die Extinktionsdnderung gegen einen Leerwert, der
950 pl Farbelosung und 50 pl Puffer enthilt, gemessen. Die Eichkurve wurde mit einer Lo-

sung von Rinderserumalbumin in Bradford-Puffer hergestellt.

Protein E (280 nm) bei 1mg/ml
E.coli NusA 0,56

E.coli NusB 0,98

E.coli NusB/NusE 0,568

T. maritima NusB 0,71

E.coli NusB-StrepTAG 0,82

E.coli NusG 0,75

E.coli Rho 0,31

A—N-Protein 1,14

Tab. 2.6 Abschitzungen der Extinktion von Proteinldsungen bei einem Gehalt von 1 mg/ml.

Die Konzentration gereinigter Proteinlésungen wurde anhand der UV-Absorption bei 280 nm
bestimmt. Hierzu wurde die Extinktion der Proteinldsung fiir eine Konzentration von 1 mg
Protein pro Milliliter und eine Wellenlédnge von 280 nm mit dem Computerprogramm Omiga
(Mollecular Oxford, UK) abgeschitzt; dabei ging die Aminosduresequenz inkrementweise in
die Berechnung ein (Tabelle 2.6). Der Puffer ohne Protein diente als Nullwert; durch Ver-
wendung derselben Kiivette fiel die Schichtdicke als Einflussgrofle weg. Dann liel sich durch

Dreisatz die Konzentration der Probe berechnen.

2.10 Proteinreinigung

2.10.1 Aufschluss

Zur Gewinnung des l6slichen Anteils zelluldrer Proteine aus Expressionsklonen oder fiir die
Proteinreinigung wurden die Zellen mit Ultraschall aufgeschlossen. Die feuchte Bakterien-
zellen wurden im entsprechenden Puffer im Verhéltnis 1:5 (w/v) aufgetaut. Zur Inhibierung

von Proteasen wurde standardméfig Phenylmethylsulfonylfluorid (ImM) zugesetzt. In be-

48



Material und Methoden

sonderen Féllen wurde der wasserlosliche Inhibitor Pefabloc SC (Roche) in einer Gesamt-
konzentration von 1 mM verwendet. AnschlieBend wurden die Zellen auf Eis gekiihlt und
mittels Ultraschall aufgeschlossen. Zelltrimmer wurden durch Zentrifugation (Sorval SS34

Rotor, 14000 UpM, 20 Minuten) abgetrennt.

2.10.2 Anionenaustauscher-Chromatographie

Bei der Anionenaustauschchromatographie wurden Proteine, deren pl-Wert unter dem pH-
Wert des Auftragspuffer liegt, an das Sdulenmaterial gebunden. Als Sdulenmaterialien dienten
Q-Sepharose ff (Pharmacia, Freiburg) und Sourcel15Q (Pharmacia, Freiburg). Durch hochmo-
lare Salzlsungen kénnen die Proteine wieder von der Sdule verdriangt werden. Bei Anlegen
eines Salzgradienten konnen Proteine abhingig von ihrem pI-Wert nacheinander von der Séu-
le eluiert werden. Die Sdule (Sdulenvolumen zwischen 50 und 100 ml) wurde wie angegeben
mit Niedrigsalzpuffer eqillibriert. Die Proteinlosung wurde in Niedrigsalzpuffer auf die Sdule
aufgetragen und wie angegeben eluiert. Das Eluat wurde in 10 ml Fraktionen gesammelt. Die
Séule wurde anschlieBend mit 2 Sdulenvolumina Hochsalzpuffer regeneriert. Alle Puffer wur-
den vor Gebrauch filtriert und entgast. Die Absorption des Eluats bei 280 nm wurde aufge-

zeichnet und diente der Ermittlung der proteinhaltigen Fraktionen.

2.10.3 Gelfiltrations-Chromatographie

Die Gelfiltration dient der Entfernung von niedermoleklaren Bestandteilen und Salzen. Die
Fraktionen aus vorangegangenen Chromatographieschritten wurden durch Ultrafiltration
(2.9.7) konzentriert. Das Retentat wurde in Portionen von je 3 bis 5 ml auf eine HiL.oad 26/60
SuperdexG75 oder SuperdexG200 Séule (Vol.: 320 ml; 2,6 X 60 cm; Pharmacia, Freiburg)
aufgetragen, die zuvor mit 1-2 Sdulenvolumina des angegebenen Puffers dquilibriert wurde.
Der Auftrag wurde durch konstanten FluB3 von 3 ml/min Puffer eluiert; die Fraktionen wurden
in Aliquots von 3 ml gesammelt. Die Fraktionen wurden mit SDS-PAGE analysiert und
dieProtein enthaltenden Fraktionen vereinigt. Zur Lagerung wurde die Sdule unter 20 % E-

thanol aufbewabhrt.
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2.10.4 Proteinkonzentration durch Ultrafiltration

Die Ultrafiltration diente der Konzentration von Proteinen. Es wurden Riihrzellen der Firma
Amicon (Witten/Westfalen) mit einem Volumen von 10 ml bzw. 50 ml verwendet. Das Prin-
zip besteht darin, dass die proteinhaltige Losung unter Rithren mit 5 bar Stickstoffiiberdruck
durch eine Membran gepresst wird. Die Ausschlussgrenze der Membran betrug in diesem Fall
5 bis 10 kDa; sie war so gewdhlt, dass die Proteine zuriickgehalten wurden, Wasser, nieder-
molekulare Substanzen und kleinere Proteine als 5 bzw. 10 kDa aber ungehindert hindurchtre-

ten konnten.

2.11 Western-Blotting

Zum immunspezifischen Nachweis von NusB-Protein aus Zellextrakten wurden Immu-
noblots, sog. ,,Western-Blots*, durchgefiihrt. Dazu wurden die Zellextrakte gelelektrophore-
tisch aufgetrennt und dann im elektrischen Feld auf Polyvinylidendifluorid-Membranen
(PVDF-Membran) tibertragen, d.h. geblottet. Die Detektion erfolgte durch zwei hintereinan-
der geschaltete Antikdrperreaktionen. Polyklonales Antiserum, das meist aus einem Kanin-
chen gewonnen wird, und das gegen das entsprechende Antigen gerichtet ist, wurde als Pri-
madrantikdrper eingesetzt. Als Sekundédrantikdrper diente ein Antikorper, der aus der Ziege
stammt, gegen den konstanten Anteil des ersten Antikorpers gerichtet ist und kovalent mit
dem Enzym Alkalische Phosphatase konjugiert ist. Die so gebundenen Enzyme wurden durch
Umsetzung von 5-Brom-4-chlor-3-indolylphosphat (BCIP) unter Verwendung des Redoxme-
diators Nitrotetrazoliumchlorid (NBT) detektiert, die beide wasserunldsliche, blaue Farbstofte
liefern und auf der Membran haften.

Der Transfer von Proteingemischen aus SDS-Polyacrylamidgelen auf PVDF-Membranen
wurde mittels Elektroblotting in einem ,,Semi-Dry-Blotter” (Transblot SD, Biorad, Miinchen)
durchgefiihrt. Dazu wurden die Proteine zundchst in einer SDS-Polyacrylamidgelelektro-
phorese der Grofle nach aufgetrennt. Die Menge des pro Spur aufgetragenen Proteins wurde
dabei von 0,1 pg bis 5,0 pg variiert; dies entspricht nur ca. 0,1 bis 1 % dessen, was bei einer
normalen SDS-PAGE mit anschlieBender Coomassie-Blau-Farbung erforderlich ist. Nach
beendeter Elektrophorese wurden die aufgetrennten Proteine auf PVDF-Membranen (Immo-
bilonTM Folie Typ P, Millipore, Eschborn) iibertragen und damit immobilisiert. Dazu wurde

pro Gel je zwei Filterpapiere (Whatman, Maidstone, England) und eine Membran auf
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Gelgrosse zurecht geschnitten und Gel, Membran und Filterpapier 5 Minuten lang in Trans-
fer-Puffer dquilibriert. Danach wurde die Blot-Apparatur entsprechend der Bedienungsanlei-
tung zusammengesetzt. Wichtig ist, dass die Membran dabei zwischen Gel und Anode zu lie-
gen kommt, da die Proteine aufgrund ihrer negativen Ladung durch das SDS zur positiven
Anode wandern und dabei an der Membran haften bleiben. Die Stromstérke pro Gel wurde
auf einen konstanten Strom von 3 mA/cm? oder 105 mA/Gel eingestellt. Das Blotting dauerte
eine Stunde; in diesem Zeitraum stieg die Spannung von anfanglich 4 - 5 V auf 15 V an. Nach
Beendigung des Blot-Vorgangs wurde die Membran mit einer Pinzette sorgfaltig entnommen,
in Aluminiumfolie eingewickelt und bei 4 °C gelagert. Die Membranen konnten in diesem

Zustand mehrere Tage bis zur weiteren Verwendung aufbewahrt werden.

2.12 Stabile RNA/Protein-Proben fiir NMR-Spektroskopie

Fiir die Reinigung der NusB-Chargen gelten die nachfolgend beschriebenen Bedingungen,
wenn bei der Reinigung nichts anderes angegeben wird: Die Chomatographie-Sdulen wurden
an einer FPLC-Station der Firma Pharmacia betrieben. Die Anlage mit den beiden Kolben-
pumpen wurde vorher mit 0,5 M Natronlauge und mit DEPC-Wasser gespiilt. DEPC-Wasser
ist bidestilliertes Wasser mit 1 %o DEPC versetzt und nach 12 Stunden Lagerung bei 37°C fiir
20 Minuten bei 121°C und 1,2 bar autoklaviert. Das Material der Ionenaustauscher- und Gel-
filtrationssdulen wurde ebenfalls mit einem Siulenvolumen 0,5 M Natronlauge gespiilt und
mit DEPC-Wasser neutral gewaschen, bevor sie mit den entsprechenden Laufpuffern equi-
libriert wurden.

Die Puffer wurden mit bidestilliertem Wasser, das man als weitgehend RNase-frei betrachten
kann und unter Verwendung RNase-freier Salze angesetzt. Alle Puffer mit Ausnahme von
Tris-haltigen wurden mit 1 %o DEPC versetzt und wie oben beschrieben behandelt. Fiir die
Fraktionssammler wurden Glasrohrchen verwendet, die wie alle eingesetzten Glasgerite zu-
vor maschienengespiilt und fiir 6 Stunden bei 180°C sterilisiert wurden. Alle weiteren Gerét-
schaften wurden mit RNaseZAP® der Firma Ambion vorbehandelt und mit DEPC-Wasser ab-
gewaschen. NMR-Ro6hrchen von Shigemi wurden nach Verwendung zuerst mit Chrom-
schwefelsiure, RNaseZAP® und mit DEPC-Wasser gespiilt. Zum Pipettieren wurden RNase-
freie Spitzen mit Aerosolfilter von Sorenson BioScience, Inc. verwendet. Alle Arbeiten mit

RNA wurden mit Einweghandschuhen durchgefiihrt.
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2.13 NMR-Spektroskopie

Die 'H"’N-HSQC Spektren wurden an einem DMX-600 Spektrometer der Firma Bruker
Instruments, Karlsruhe, bei 600,39 MHz (‘H); 60,83 MHz ('°N) und 243,04 MHz (*'P) aufge-
nommen. Zur Bestimmung des pH-Werts von Proteinlosungen wurden Phosphorspektren auf-
genommen und die Verschiebung des Phosphatsignal mit dem pH-Wert der Losung korreliert.
'H,">N-HSQCs wurden mit dem Pulsprogram ,,t dhsgcse* aufgenommen. Zuvor wurde der
90°-Puls in einem 1D Experiment bestimmt. In der Regel wurden pro Transiente 8 FIDs ak-
kumuliert, was einer Gesamtdauer von 20 Minuten entspricht. Wenn nicht anders angegeben,
wurden ca. 0,5 mM "°N-markierte Proteinlosungen in 70 mM Phosphatpuffer pH 7,0 ge-
messen. Zur Auswertung der erhaltenen Daten wurden die Softwarpakete XWinNMR und
Aurelia (Bruker, Karlsruhe) verwendet.

Daneben wurden '"N-HSQC Experimente an einem Vierkanal Avance DRX 500 Spektro-
meter (Bruker Intruments, Karlsruhe Deutschland), ausgeriistet mit einem inversen Tripel-
resonanz-Probenkopf bei 500,13 MHz (‘H) bzw. 50,68 MHz (*°N) durchgefiihrt.

Die Spektren wurden bei 310 K in 90% H,0/10% D,0, 70 mM Kaliumphosphat bei pH 7,0 in
5 mm Shigemi NMR-Ro6hrchen gemessen. Die Daten wurden mit dem Pulsprogramm in-
viprtprif3 aufgenommen und mit der Bruker Standardsoftware WIN NMR Version 3.0
prozessiert. Die Datenanaylse erfolgte mit Bruker AURELIA Version 2.8.11. Die chemische
Verschiebung der Protonen wurde durch einen externen Natrium-3-trimethylsilylpropionat-

Standard geeicht.

2.14 Oberflichen-Plasmonresonanz-Spektroskopie

Wenn Oberflichen-Plasmon-Wellen an der Grenzschicht Fliissigkeit/Metall angeregt werden,
dann tritt das Phdnomen der Oberflichen-Plasmon-Resonanz auf. Dies kann durch Bestrah-
lung der fliissigkeitsabgewandten Metalloberfliche mit polarisiertem Licht erfolgen. Das
Licht wird dabei unter dem sog. Refraktdrwinkel in Abhéngigkeit vom Brechungsindex der
Oberfldche reflektiert. Durch die Anregung der Oberfldchen-Plasmon-Wellen im Metall wird
die Intensitét des eingestrahlten Lichts reduziert und seine Wellenldnge verschoben. Werden
auf der Seite der Grenzschicht Fliissigkeit/Metall Molekiile an die Oberfliche gebunden, so

fiihrt das zu einer geringen Anderung des Brechungsindex in unmittelbarer Niihe der Metall-
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oberflache. Eine verstirkte Plasmonresonanz und damit eine stirkere Reduzierung der Licht-
intensitdt sind die Folgen. Dadurch ergibt sich auch eine groBere Verschiebung der Wellen-
lainge des Reflexionsmaximums. Diese Verdnderungen werden messtechnisch erfasst und in
Form eines sog. Sensorgramms aufgezeichnet. Die verwendete Einheit zur Auftragung des
Resonanzsignals gegen die Zeit sind Response Units (RU), wobei einem RU die Bindung von

einem Nannogramm Substanz auf einem Quadratmillimeter der Sensoroberfldche entspricht.

Amin Ligand-Thiol Oberflachen-Thiol Aldehyd

ﬁ—NH—R ﬁ—NHV\SS—R ﬁ—NHV\SS—R ﬁ—NHH=CH—R
(0] (0] (o) (0]
\ 4
(@)

Kovalente Oberflachenderivatisierung

Abb.2.1 Variationsmoglichkeiten bei der Immobilisierung auf der CM-5-Chip-Oberfléache.

Fiir die Bestimmung von kinetischen Konstanten zwischen zwei Bindungspartner muss eine
Komponenten auf der Sensoroberfliche immobilisiert werden. Fiir die Untersuchungen im
Rahmen dieser Arbeit wurden Sensorchips vom Typ CMS5 research grade von Biacore
(Schweden) mit einer funktionalisierten Dextranoberfliche verwendet. Methoxy-Carbonyl-
Gruppen sind auf der Oberfliche verankert, an die auf chemischen Weg zahlreiche Kompo-
nenten gebunden werden konnen (Abbildung 2.1).

Die erforderlichen Schritte wurden iiber die BIACORE®2000 Messeinrichtung durchgefiihrt.
Der Sensor-Chip wird im Gerét an eine Flusszelle und die optische Einheit angedockt. Durch
die Flusszelle und die Chipoberfliche werden 4 kleine Kanidlchen ausgebildet, die iiber die
Systemsoftware ansteuerbar sind. Alle Komponenten zum Konditionieren, Waschen, Immobi-
lisieren oder zur Messung werden iiber eine Probenauftragseinheit auf die vorgewahlten Spu-

ren des Sensorchips geleitet.
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Zur Durchfithrung der Messungen wurden Ribonukleotidoligomere auf dem Sensorchip fi-
xiert. Zu diesem Zweck wurden RNA-Sequenzen verwendet, die am 5'-Ende iiber einen Lin-
ker (Abbildung 2.2) biotinyliert waren. Auf der Chipoberfliche wurde als Bindungspartner zu
Biotin Streptavidin chemisch immobilisiert. Dazu wurden mit 50 ul 0,1 M N-Hydro-
succinimid-Losung (NHS) und 50 pl 0,1 M N-Ethyl-N'-(3-dimethylaminopropyl)-carbo-
diimid-Losung (EDC) die auf dem Chip verankerten Carboxymethylgruppen aktiviert. An-
schlieend wurde Streptavidin iiber Amidbindungen an die Oberfliche kovalent gebunden
(Abbildung 2.1). Noch freie aktivierte Carboxylgruppen wurden anschliefend mit 1 M Etha-
nolamin-Losung blockiert. An die mit Streptavidin belegte Oberfliche konnten nun die bioti-
nylierten RNA-Oligonukleotide fixiert werden. Die Immobilisierng der Biopolymere sowie
die anschlieBenden Waschschritte wurden mit HBS-EP-Puffer, bestehend aus 10 mM HEPES
bei pH 7,4 mit 150 mM NaCl, 3 mM EDTA und 0,005 % Tween20 durchgefiihrt.

DMTN NH

i
S
O—CNEt

O

Abb. 2.2 Struktur des Biotin-Linkers am 5'-terminalen Ende der Ribonucleotidoligomere. DMT: Dimethoxytri-
tyl, CNEt: Cyanoethyl.
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3 Ergebnisse

3.1 Molekularbiologische und proteinchemische Vorarbeiten

3.1.1 Konstruktion eines nusB/nusk-K oexpressionssystemsin E. coli

Das ribosomale Protein S10, NusE, aus E.coli kann, soweit aus der Literatur bekannt, bisher
nur durch Reinigung aus dem Wildtyp gewonnen werden. Es ist bis zum gegenwartigen Zeit-
punkt noch nicht gelungen, dieses Protein in |8slicher, nativer Form Uberzuexpremieren und
somit ausreichende Mengen fir strukturelle Untersuchungen zur Verfigung zu stellen. Die
Uberexpression liefert ausschliellich NusE-Protein in Form von unléslichen Einschlusskor-
pern (Luttgen et al, 2002). Wie Mason et al. 1992 jedoch zeigen konnten, bindet das NusE-
mit sehr hoher Affinitét an das NusB-Protein. Aufgrund dieser Beobachtung konnte vermutet
werden, dass eine in vivo-Komplexierung der beiden Proteine dazu fihren kann, dass bei der
gleichzeitigen Uberexpression beider Proteine ein loslicher, bindrer Komplex entsteht. Zu
diesem Zweck musste zunéchst ein nusB/nusk-K oexpressionsystem aufgebaut werden. Dazu
war es notig ein Operon, das aus beiden Genen besteht, zu erstellen. Als Grundlage fur den
Aufbau des nusB/nuskE-Operons diente ein NusE-Expressionsklon, der das Expressionsplas-
mid pNCO113-nuskE enthielt (Abb. 3.1 A). Das Plasmid wurde mit der Restriktionsendo-
nuklease EcoRI restringiert und anschlief3end dephosphoryliert . In den linearisierten Vektor
konnte das nusB-Gen aus E. coli ligiert werden.

pNCO-nusk

3745 bp

pNCO-nusB
3853 bp

CAT CAT

(funktionslos durch frame shift) (funktionslos durch frame shift)

Abb. 3.1 (A) Das Expressionsplasmid pNCO-nusE ist die Grundlage fur den Aufbau des Operons. (B) Der
Vektor pNCO-nusB diente zur Amplifizierung des nusB-Gens.
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Die Amplifizierung des dafiir bendtigten nusB-Gens erfolgte mittels PCR aus dem Expressi-
onsplasmid pNCO113-nusB (Berglechner et a., 1997, Abb. 3.1 B), wobei die Oligonukleoti-
de kEcoRI und nusBEL1 a's Primer verwendet wurden. Durch den Einsatz des Primers nusBE1
(siehe 2.3), wurde hinter dem 3'-Ende des nusB-Gens eine zusdtzliche Munl-Schnittstelle ein-
gefuhrt. Nach der Restriktion des Amplifikates mit den Restriktionsendonukleasen EcoRI und
Munl konnte die Ligation durchgefiihrt werden. Das resultierende Plasmid pNCO-nusB/nusE
(Abb. 3.2) wurde zuné&chst in E.coli XL1-Zellen transformiert. Nach Selektion der positiven
Kolonien auf LB-Platten, die 180 mg/l Ampicillin enthielten, wurde das Plasmid isoliert und
nach der Sanger Didesoxynukleotid-Methode sequenziert. Die resultierende Sequenz (siehe
Anhang) wurde in der EMBL/GENBANK-Datenbank hinterlegt (ACC# AJ313516). Das
Plasmid wurde anschlief3end in den Expressionstamm E. coli M15-pREPA4 transformiert.

T5-Promotor

/7 EcoRl
nu

sB

amp’ nusk

PNCO-nusB/nusk

4228 bp

BamH |

CAT

(funktionslos dur ch frame shift)

Abb. 3.2 Genkarte des Vektors pNCO-nusB/nus

Ein Expressionstest mit transformierten M15-Zellen in LB-Medium, das 180 mg/l Ampicillin
und 20 mg/l Kanamycin enthielt, zeigte, dass nach der Induktion mit IPTG sowohl das
15 kDa grof3e NusB-Protein als auch das 12 kDa grof3e NusE-Protein in [6slicher Form ex-

primiert wurden.

3.1.2 Reinigung des NusB/NusE-Proteinkomplexes aus E. coli

Fir die Reinigung des NusB/Nusk-Proteinkomplexes wurden die M15-pNCO-nusB/nuskE
Zellen in LB-Ampicilin/Kanamycin Medium bis zu einer optischen Dichte von 0,7 angezogen
und anschliefiend mit 1 mM IPTG induziert. Nach weiteren 4 h Zellwachstum wurden die
Zellen durch Zentrifugation pelletiert und bel -70 °C gelagert.
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Unmittelbar vor der Reinigung wurden je 3 g dieser Zellen in 30 ml Aufschlusspuffer (25 mM
TrissHCI; pH 8,5, 1 mM EDTA) suspendiert und durch Ultraschall aufgeschlossen. Die
Gewinnung des Rohextraktes erfolgte durch Zentrifugation bei 17.000 UpM.

Der erhatene Rohextrakt wurde zundchst auf eine mit Puffer A (25 mM Tris-HCI, pH 8,5;
0,02 % NaN3) equilibrierte Q-Sepharose ff-Saule (Pharmacia) aufgetragen. Die Séule wurde
anschlief3end bei einer Flussrate von 4 ml/min mit einem Gradienten von 0-50 % Puffer B
(25 mM Tris-HCI, pH 8,5; 0,02 % NaN3; 500 mM NaCl) Gber 8 Saulenvolumina entwickelt.
Der NusB/NusE-Proteinkomplex eluierte unter diesen Bedingungen ab einer Salzkonzentra-
tion von 200 mM NaCl. Die Fraktionen, die den NusB/NusE-Proteinkomplex enthielten, wur-
den vereinigt und mittels Ultrafiltration aufkonzentriert.

In einem zweiten Reinigungsschritt wurden die konzentrierten Fraktionen auf eine Gelfiltra-
tionssaule, Superdex G75 (2.6 x 26, Pharmacia), aufgetragen. Die Saule wurde bel einer
Flussrate von 3 ml/min tber 3 Saulenvolumina mit Elutionspuffer (75 mM KH2POy, pH 7,0;
0,02% NaN3) entwickelt, die NusB/NusE-Proteinkomplex enthaltenden Fraktionen vereinigt
und mittels Ultrafiltration aufkonzentriert. Die Lagerung des Proteinkomplexes erfolgte bei
-70 °C im oben genannten Elutionspuffer.

Der Erfolg der Reinigung Uber beide Chromatographieschritte konnte durch SDS/Poly-
acrylamid-Gel el ektrophorese dokumentiert werden (Abb. 3.3).

66 kDa

45 kbDa
36 kDa
29 kbDa

24 kDa

14 kbDa -

Abb. 3.3: SDS/Polyacrylamid Gelelektrophorese der Proteinreinigung
des NusB/NusE-Proteinkomplexes aus einer M 15-pNCO-nusB/nusE-An-
zucht: (a) Molekulargewichtsmarker; (b) Rohextrakt nach Ultraschall-
aufschluss (c) Reinigung mittels Q-Sepharose; (d) Reinigung mittels
Superdex 75
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3.1.3 Invitro-Komplexierung von E.coli NusB- und NusE-Protein

Im Hinblick auf die partielle Markierungen eines der beiden am NusB/NusE-Proteinkomplex
beteiligten Proteine wurde eine in vitro-Komplexierung der beiden Proteine etabliert. Dazu
wurden die Zellpellets einer M15-pNCO-nusB bzw. einer M15-pNCO-nuskE Anzucht im Ver-
héaltnis 3:1 in Aufschlusspuffer (25 mM Tris-HCI; pH 8,5; 1 mM EDTA) suspendiert. Das
Zellgemisch wurde anschlief3end durch Ultraschall aufgeschlossen. Der Aufschluss musste
dabel unter sténdiger Eiskiihlung vorgenommen werden, da vor allem das NusE-Protein unter
der Wéarmeeinwirkung des Ultraschalls zur Denaturierung neigte.

Die Proteinausbeute an NusB/NusE-Proteinkomplex, der durch in vitro-Komplexierung ge-
wonnen werden konnte, war deutlich geringer als bei der unter 3.1.1 beschriebenen Uberex-
pression mittels Mini-Operon, bei der eine in vivo Komplexbildung vorliegt. Der grofite Tell
der eingesetzten Proteine NusB und NuskE verblieb unkomplexiert im Rohextrakt.

Die Reinigung des durch in vitro-Komplexierung entstanden NusB/NusE-Komplexes wurde
analog zu dem unter 3.1.2 beschriebenen Vorgehen durchgeftihrt und lieferte einen vergleich-
bar gereingten Proteinkomplex.

Mit Hilfe dieser Methode war es méglich unter Einsatz von *H, **N-markiertem NusB-Protein
und unmarkiertem NusE-Protein bzw. unmarkiertem NusB-Protein und *H, *N-markiertem
NusE-Protein die beiden partiell markierten Proteinkomplexe [*N]NusB/NusE bzw.
NusB/[**N]NusE zu erhalten und aufzureinigen.

3.1.4 Klonierung von NusB-StrepTAG

Die Klonierung eines Konstruktes aus dem E.coli nusB-Gen und einem StrepTAG (Schmidt
& Skerra, 1993) wurde ausgehend vom bereits existierenden Expressionssystem pNCO-nusB
(Berglechner et al., 1997) vorgenommen. Zunachst wurde das nusB-Gen aus diesem Vektor in
einer PCR-Reaktion unter Verwendung der beiden Primer KEcoRI bzw. NusB-Strepl (siehe
2.3) amplifiziert. Durch die Verwendung des NusB-Strepl-Primers wurde das TGA-
Stopcodon des nusB-Gens durch die Basen AGC ersetzt und die erste Hafte der StrepTAG-
Sequenz an das Gen angefigt. In einer zweiten PCR-Reaktion mit dem gereinigten Amplifi-
kat der ersten PCR as Matrize, konnten durch den Einsatz der Primer kEcoRI und NusB-
Strepl| die benttigte Gensequenz fur den StrepTAG vervollsténdigt und zusétzlich die Erken-
nungssequenz fur das Hindll1-Restriktionsenzym angefigt werden. Nach der Restriktion des
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Amplifikats dieser zweiten PCR-Reaktion mit den Restriktionsenzymen EcoRIl und Hindll|
erfolgte eine Ligation in einen anaog restringierten pNCO113-Vektor. Das resultierende
Plasmid, im folgenden als pNCO-nusB-Strep bezeichnet (Abb. 3.4; Sequenz siehe Anhang),
wurde zunéchst in E.coli XL1-Zellen und nach erneuter Isolierung daraus in den Expressions-

stamm E.coli M15 transformiert.

lac-Promotor

/7 EcoR1

—

nusB
r
amp /N otl
pNCO-nusB-Strep VY StrepTAG
3889 bp — Hindlll

ori

\

Abb. 3.4 Genkarte des Vektors pNCO-nusB-Strep

— CAT

(funktionslos durch frame shift)

Eine Probeanzucht des transformierten M15-Stammes zeigte nach der Induktion mit 1 mM

IPTG eine Expression von |6slichem NusB-StrepTAG-Protein.

3.1.5 Reinigungvon NusB-StrepTAG

Aufgrund des StrepTAGs am NusB-Protein sollte eine Affinitatsreinigung des getagten Prote-
ins mit Steptavidin-Affinitatsmateria (siehe 2.2) moglich sein. Eine derartige Reinigung er-
wies sich jedoch as nicht durchfihrbar, da das NusB-StrepTAG Protein zwar sehr gut und
schnell an derartiges Affinitdtsmaterial (Avidin Soft-Link; Promega) bindet, sich allerdings
auch mit hohen Konzentrationen (bis zu 10mM) an bindungskompetetiv wirkendem Biotin
nicht mehr eluieren lief3. Eine Freisetzung des Proteins aus einer Affinitdtssdule mit Strepta-
vidin-Affinitdtsmaterial war nur durch Denaturierung des Saulen- bzw. Probenmaterials mog-
lich.

Aufgrund dieses Problems bei der Affinitatsreinigung, wurde alternativ eine Reinigung mit-
tels Anionenaustauschchromatographie, gefolgt von einem Gelfiltrationsschritt vorgenom-
men. FUr die Anionenaustauschchromatographie wurde dabel eine Q-Sepharose ff-Saule
(Pharmacia) eingesetzt, die zunachst mit Puffer A (25 mM Tris-HCI, pH 8,5; 0,02% NaN3)
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equilibriert wurde. Nach dem Auftrag des Rohextraktes auf die Saule wurde diese mit einem
linearen Gradienten von 0 - 100 % Puffer B (25 mM Tris-HCI, pH 8,5; 0,02 % NaNs;
500 MM NaCl) tber zehn Saulenvolumen entwickelt. Die Fraktionen, die das gewlnschte
NusB-StrepTAG Protein enthielten, wurden gepoolt, vereinigt und mittels Ultrafiltration
(3kDa; Amicon) aufkonzentriert.

Die konzentrierten Fraktionen wurden anschlief3end auf eine Gelfiltrationssaule des Typs Su-
perdex G75 aufgetragen. Die Entwicklung der Saule erfolgte Uber 4 Saulenvolumen mit Elu-
tionspuffer (75 mM KH,PO,, pH 7,0; 0,02 % NaN3). Auch bel diesem Reinigungsschritt wur-
den die Fraktionen, die das jetzt saubere NusB-StrepTAG Protein enthielten, nach ihrer Ver-
einigung mittels Ultrafiltration (5 kDa; Amicon) aufkonzentriert. Die Lagerung des gereinig-
ten Proteins erfolgte bis zur weiteren Verwendung bei -70 °C. Die Verifizierung, dass es sich
bei dem expremierten und gereinigten Protein tatsachlich um NusB-StrepTAG handelte, wur-
de mittels SDS-Page und Westernblott mit einem Streptavidin/Alkalische Phosphatase-
Nachweissystem durchgeftihrt (Abb. 3.5)

‘!

'

Abb. 3.5 Links: Westernblott einer aufkonzentrierten
NusB-StrepTAG Proteinprobe mit einem Steptavidin /
Alkalische Phosphatase-Nachwei ssystem. Farbmarker

(von oben nach unten): 250; 148; 60; 42; 30; 22; 17; 6;
- 4 kDa.

.

Rechts : SDS-Page der selben Proteinprobe. Proteinmar-
ker: 26,6; 17; 14,4; 6 kDa

3.1.6 Klonierung von NusB-Protein aus Thermotoga maritima

Unter dem Gesichtspunkt, dass die Kristallisation von NusB-Protein aus E.coli bisher noch
nicht erfolgreich war, sollte das NusB-Protein aus dem thermophilen Organismus Thermotoga

maritima kloniert werden. Wie dasin Abb. 3.6 gezeigte Alignemnt der beiden Gensequenzen
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fur das NusB-Protein aus E.coli bzw. T.maritima zeigt, stimmen diese zu 34 % Uberein.

1. 0 . ... 20 .. 30 . 40
NusB aus E.coli VKPAAIRIRIRAIR ecavollvsw QLSQNDIADV EYQFLAEQDYV
NusBaus Tmaritma - MK T P/RIRIRMIR| LAV FKAElFoQH EFRRDEDLEQ ILEEILDETY

......... 5 . . . . . . . . .80 . . . . . . . . .7 . . .. . ... .8
NusB aus E.coli kpvovLiLYFRE LiLa@lvatll+a Yy LBlclvcerBl sr.-leellco
NusBausTmartma D K K AKE D AIRIR Y 1 RIGBl1 kENLS ™ i[BolEl srMIE ExkwsiEnNRrEs vV

......... 9 . . . . . . . . .10 . . . . . . . . . 110 . . . . . . . . . 120
NusB aus E.coli MecANMIBR A. PMEEs«crsBvE vy <M HEAE ARs-E-EB

NusB aus T.maritima .D R N... L.T .-L F E K. I. | E. T. D-.. I..R Y. T.N.

......... 0 . . . . . . . . . 40 . . . . . . . . .10 . . . . . . . . . 160
K

NusB aus E.coli H ..... \ .. A . PV IR . N K .
NusB aus T.maritima G..... | .. R | . K E H A. K E. FEL

Abb. 3.6 Alignment der NusB-Proteine aus E.coli und T.maritima

Als Grundlage fur die Klonierung des nusB-Gens aus T.maritima diente dessen chromosoma-
le DNA. Das betreffende Gen wurde durch eine PCR Reaktion mit dem forward-Primer TM-
nusB-vorne bzw. dem reverse-Primer TM-nusB-hinten (siehe 2.3) amplifizeirt. Der letztge-
nannte Primer fuhrte am 5 -Ende eine BamHI-Schnittstelle ein. In einer zweiten PCR-
Reaktion wurde unter Verwendung von kMfel als forward-Primer am 5 -Ende des nusB-Gens
noch eine Mfel-Schnittstelle eingefiigt. Der reverse-Primer dieser PCR war analog zur ersten
Reaktion, TM-nusB-hinten. Das durch diese beiden PCR-Schritte gewonnene Amplifiakt
wurde nach seiner sukzessiven Restriktion mit Mfel bzw. BamHI in einen EcoRI / BamHI
restringierten Expressionsvektor des Typs pNCO113 legiert. Das resultierende Plasmid,
PNCO-TM-nusB (Abb 3.7; Sequenz siehe Anhang), wurde in E.coli XL1-Zellen transfor-
miert. Die transformierten Zellen zeigten verhaltenes Wachstum, jedoch eine gute Expression
von loslichem Protein, das durch Sequenzierung mittels Edman-Abbau eindeutig als NusB-

Protein aus T.maitima identifiziert werden konnte.

T5-Promotor

=

TM -nusB

pNCO-TM-nusB | BemHI

3856 bp

on

\JQ CAT

(funktionslos durch frame shift)

Abb. 3.7 Genkarte des Vektors pNCO-TM-nusB
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Eine Ubertragung des Plasmids in E.coli M15-Zellen brachte keine Veranderung im Hinblick

auf Zellwachstum bzw. Expressionscharakteristik.

3.1.7 Reinigung von NusB-Protein aus Thermotoga maritima

Bei der Reinigung des, aus den oben beschriebenen E.coli XL1-Zellen gewonnenen, Uber-
expremierten NusB-Proteins aus T.maritima wurde von dessen Thermostabilitét Gebrauch
gemacht. Der Rohextrakt wurde nach seiner Gewinnung mittels Ultraschallaufschluss im
Wasserbad 30 min lang auf eine Temperatur von 85 °C erhitzt und anschlief3end auf RT ab-
gekuhlt. Ein Grossteil der im Rohextrakt enthaltenen Proteine fiel bei dieser Hitzebehandlung
aus und konnte durch Zentrifugieren abgetrennt werden. Das NusB-Protein blieb jedoch zum
grofdten Teil in Losung (Abb 3.8, Spur 2). Als zweiter Reinigungsschritt wurde eine Gelfiltra-
tion mittels Superdex G75-Saule (26 x 60, Pharmacia) eingesetzt. Die Saule wurde analog zu
der in der Literatur beschriebenen Reinigung von E.coli NusB-Protein (Berglechner et al.,
1997), Uber drei Saulenvolumen mit folgendem Laufpuffer entwickelt: 75 mM KH,PO,, pH
6,8; 0,02 % NaNj3 Die Fraktionen, die das NusB-Protein enthielten, wurden vereinigt und
mittels Ultafiltration aufkonzentriert (5 kDa; Amicon). Das Protein wurde bis zu seiner weite-
ren Verwendung bei -70 °C gelagert.

Der Erfolg der Reinigung, ausgehend vom Rohextrakt tber die beiden beschriebenen Reini-
gungsschritte bis zum sauberen Protein, wird durch das in Abb. 3.8 wiedergegebene SDS-

M 1
PE
'

Abb. 3.8 Ergebnis der SDS/Polyacrylamid Gelelektrophorese: (M) Molekular-
gewichtsmarker; (1) Rohextrakt des XL1-pNCO-TM-nusB Zellaufschlusses;
(2) TM-NusB-Protein nach der Hitzebehandlung des Rohextraktes bei 55°C;

(3) TM-NusB-Protein nach Reinigung mittels Superdex 75

Page Gel dokumentiert.
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3.2 Untersuchungen zum NusB/NusE-Proteinkomplex aus Escherichia

coli

3.2.1 Kiristallisation des NusB/NusE-Proteinkomplexes

Der gereinigte NusB/NusE-Proteinkomplex aus E.coli wurde in Zusammenarbeit mit der Ar-
beitsgruppe von Prof. Dr. R. Huber am Max-Plank-Institut fiir Biochemie nach der ,,sitting
drop vapor diffusion“-Methode auf einer Hampton Research-Kristallisationsplatte kristalli-
siert. Die besten Ergebnisse wurden dabei mit einer Losung aus 0,1 M MES/Tris, pH 8,0;
0,2 M Ammoniumsulfat und 10 % PEG als Reservoir-Puffer erzielt. Der Tropfen bestand da-
bei aus 2 pl NusB/NusE-Proteinkomplex der Konzentration 11 mg/ml in 10 mM Tris/HCI, pH
7,0 , dem 1 pl des Resovoirpuffers zugegeben wurden. Unter diesen Bedingungen traten so-
wohl bei Raumtemperatur als auch bei 4 °C nach drei Tagen erste Kristalle auf. Nach ca. 6
Tagen war das Kristallwachstum abgeschlossen. Die groBten Kristalle, die dabei entstanden,

wiesen eine Kantenldnge von 200 um auf. Sie bildeten extrem diinne Platten aus (Abb. 3.9).

Abb. 3.9 Kiristall des NusB/NusE-Proteinkomplexes aus E.coli (Kantenldnge ca. 200 um)

Die Beugungseigenschaften dieser Kristalle im Rontgen-Einkristalldefraktometer lieBen lei-
der nur eine Auflsung von max. 9 A zu. Diese Aufldsung war fiir eine kristallographische

Strukturbestimmung des NusB/NusE-Proteinkomplexes leider nicht ausreichend.
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3.2.2 NMR-Spektroskopische Untersuchung des NusB/NusE-Proteinkomplexes

Im Rahmen der Strukturaufkldrung des heterodimeren NusB/NusE-Proteinkomplexes aus
E.coli wurde versucht diesen NMR-spektroskopisch zu untersuchen. Dies erschien sinnvoll,
da die Strukturaufkldrung des Komplexbestandteils NusB unter Einsatz der gleichen Mess-
technik bereits in der Vergangenheit moglich war (Huenges et al., 1998., Altieri et al., 2000).
Zunichst wurde in Zusammenarbeit mit dem Lehrstuhl von Prof. Dr. Kessler versucht ein
1HISN-HSQC-NMR-Spektrum eines [°N]NusB/['°N]NusE stabilisotopmarkierten Protein-
komplexes aufzunechmen. Der dafiir benétigte vollstindig '*N-markierte Proteinkomplex wur-
de analog zu der unter 3.1.1 bzw. 3.1.2 beschriebenen Vorgehensweise expremiert und gerei-
nigt. Der NusB/NusE-Komplex wurde fiir die NMR-Messung bis zu einer Endkonzentration
von 27 mg/ml, entsprechend 1 mM, im Laufpuffer der Gelfiltrationschromatographie aufkon-
zentriert. 270 pl dieser Losung wurden unmittelbar vor der Messung mit der fiir die Einstel-

lung des NMR-Lock-Signals notwendigen Menge an D0, in diesem Fall 30 pl, versetzt.

a1 1 1 O S 8 7 S 5
Prrm

Abb. 3.10 'H""N-HSQC-Spektrum eines [°N]NusB/['°N]NusE-Komplexes

Das aus der NMR-Messung resultierende, in Abb. 3.10 dargestellte 'H'°N-HSQC-NMR-
Spektrum des ["N]NusB/ ["N]NusE-Proteinkomplexes zeigte aufgrund seiner hohen Linien-
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breite keine zufrieden stellende Auflésung. Eine Signalzuordnung war im Falle dieses Spekt-
rums nicht méglich.

Mit dem Ziel die Auflésung des NMR-Spektrums zu verbessern wurden zwei weitere Mes-
sungen mit den partiell *>N-markierten Heterodimeren [*°*N]NusB/NusE und NusB/[*°*N]NusE
durchgeftihrt. Die daflr benétigten Proteinkomplexe wurden, wie unter 3.1.3 beschrieben,
durch eine in vitro-Komplexierung der beiden wahlweise unmarkierten bzw. N-markierten
Komplexbestandteile NusB bzw. NusE-Protein hergestellt. Die HSQC-Spektren dieser beiden
Proben wiesen keinerlel Verbesserung im Bezug auf die Signalqualitét auf. Eine Strukturauf-
klérung des NusB/NusE-Proteinkomplexes mittels NMR-Spektroskopie scheint diesen Er-

gebnissen zufolge nicht moglich zu sein.

3.2.3 Cross-Linking des NusB/NusE-Proteinkomplexes

Da sowohl die Kristallisation als auch die NM R-spektroskopische Untersuchung nicht zu el-
ner Strukturaufklarung des E.coli NusB/NusE-Proteinkomplexes beitragen, wurde versucht
die Kontaktflachen zwischen den beiden am Komplex beteiligten Proteinen durch Protein-
Cross-Linking-Untersuchungen aufzukl&ren.

Zur chemischen Vernetzung zweier Proteine, dem sog. Cross-Linking kann eine Reihe von
chemischen Linkersubstanzen mit einem breiten Spektrum an chemisch reaktiven Gruppen
eingesetzt werden. In dem vorliegenden Fall des NusB/NusE-Proteinkomplexes, schien es am
geeignetsten sich auf primére Amine als Ziel fir die Vernetzung zu konzentrieren. Sowonhl
das Nusk- als auch das NusB-Protein weisen in Form von Lysin-Seitenketten ausreichend
primére Amine auf. Im Falle des NusB sind von den im Protein enthaltenen 11 Lysinen 8 auf
der Oberflache direkt zuganglich (Abb. 3.11 a). Im NusE-Protein, dessen dreidimensionale
Struktur in Abb. 3.11 b dargestellt ist, liegen alle im Protein enthaltenen 5 Lysine auf der
Oberflache. Unter der Annahme, dass das Protein in seinem natirlichen Umfeld, dem Ribo-
som, eingebunden am Antiterminationskomplex teilnimmt, stehen alerdings fir eine Wech-
selwirkung mit dem NusB-Protein nur die drei in Abb 3.11 b mit gelben Pfeilen markierten
Lysine zur Verfigung. Das E.coli Nust 3-D-Modell wurde durch Strukturrechnungen mit
der, aus der Literatur bekannten Tertidrstruktur des S10-Proteins aus Thermus thermophilus
(Wimberly et al., 2000) als Ausgangspunkt modelliert. Die Modell-Berechnungen wurden
dabel unter Verwendung der Molecular Modelling Software von SWISS-MODELL durchge-
fuhrt (Peitsch, 1996).
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Abb. 3.11 Lysine auf der Oberfléche von (A) NusB- und (B) NuskE-Protein. Die Lysine des Nusk-Proteins, die
zuganglich sind, wenn das Protein im Ribosom eingebunden ist, sind durch gelbe Pfeile hervorgehoben.

Als chemisch reaktive Gruppen seitens der Linkerreagenzien werden fir die Vernetzung von
zwel primdren Aminen haufig Succinimid-Derivate eingesetzt. Die Succinimid-Gruppe ist
meist an der 3'-Position mit einer Sulfogruppe versehen, um die Verbindung hydrophil zu
machen und damit einen problemlosen Einsatz in wéssrigen Systemen zu gewéhrleisten. Die

bei der Vernetzung von primaren Aminen ablaufende Reaktion ist schematisch in Abb. 3.12

wiedergegeben.
SO3Na
O o
0 0
R—NH; + NaO;S N A + R——NH,
o X o
n
o} o}
2h; 25°C
O O
R R
Ny X N
| "
H H
%(_J
Linkerlange

Abb. 3.12 Schematische Darstellung einer Vernetzung von zwei priméren Aminen durch einen Linker mit
Sulfo-aktivierten Succinimidgruppen.
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Dader Abstand zwischen dem NusB- und dem NusE-Protein im NusB/NusE-Protel nkomplex
nicht bekannt ist, musste die Vernetzung dieser beiden Proteine an ihren Kontaktflachen mit
mehreren Vernetzungssubstanzen, die unterschiedliche Linkerldngen aufwiesen, versucht
werden. Im vorliegenden Fall des NusB/NusE-Heterodimers wurden zu diesem Zweck die
drei in Abb. 3.13 gezeigten Cross-Linking-Substanzen eingesetzt.

Als Substanz mit der geringsten Linkerlénge wurde Bis-(sulfosuccinimidyl)-tatrat, kurz Sulfo-
DST, gewdhlt. Dieses Cross-Linking-Reagenz, das zwel primére Amine mit einem Abstand
von ca 5,8 A vernetzen kann, ist aufgrund der beiden im Molekiil enthaltenen Sulfogruppen
sehr gut wasserlddlich. Ein Einsatz fir die Vernetzung des vorliegenden Proteinkomplexes bot
sich an, da sich der, nach der Vernetzung zwischen den beiden Amidgruppen vorliegende
Linker durch eine hohe Stabilitét im pH-Bereich 5 - 8 auszeichnet. Eine weitere Prozessierung
des Cross-Linking-Produktes mit diversen Reinigungsmethoden innerhalb dieses pH-
Bereiches ist dadurch moglich. Der Linker bietet zudem die M6glichkeit, mit stark oxidieren-
den Reagenzien symmetrisch gespalten zu werden.

Neben dem Sulfo-DST wurden als Cross-Linking-Reagenzien Bis-(sulfosuccinimidyl)-
suberat und Bi g 2-(sulfosuccinimidyloxycarbonyloxy)ethyl]-sulfon eingesetzt. Sie weisen mit
11,4 bzw. 13 A eine im Vergleich zum Sulfo-DST deutlich gréRere Linkerlange auf. Beide
Substanzen sind adaquat wasserl6slich und pH-stabil. Die Option fir eine nachtrégliche Spal-
tung des Linkers ist jedoch im Falle des Bis-(sulfosuccinimidyl)-suberats nicht gegeben. Das
Big[ 2-(sulfosuccinimidyloxycarbonyloxy)ethyl]-sulfon kann durch den Einsatz von starken
Basen gespalten werden.

Als Ausgangssubstanz fir die durchgefihrten Cross-Linking Experimente diente eine Protein-
|6sung des gereinigten E.coli NusB/NusE-Proteinkomplexes, der wie unter 3.1.1 bzw. 3.1.2
Uberexpremiert und gereinigt wurde. Die eingesetzte Proteinkonzentration belief sich dabei
auf 5,6 mg/ml. Der Lésung wurden die jewelligen Cross-Linking-Reagenzien as Feststoff im
Verhaltnis 1/20 zugegeben. Eine Ubersicht tiber die Zusammensetzung der einzelnen Reakti-
onsansétze ist in Tabelle 3.1 angegeben. Die Ansétze wurden nach der Zugabe des Cross-
Linking Reagenzes 2 h bei Raumtemperatur inkubiert. Anschlief3end wurde je ein Volumen
einer 60 mM Tris-HCI; pH 7,5 Losung zugegeben. Nicht abreagierte Aquivalente des Cross-
Linking-Reagenzes wurden durch diesen Schritt gequencht.
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Abb. 3.13  Cross-Linking Substanzen, die fiir die Vernetzung des NusB/NusE-Proteinkomplexes eingesetzt

wurden.

Cross-Linking V (NusB/NusE-Komplex) M (NusB/NusE- M (Cross-Linking-Reagenz)
R [ml] Komplex) [mg]
eagenz
[mg]
Sulfo — DST 0,5 2,8 1,09
BS’ 0,5 2,8 1,14
Sulfo - BSOCOES 0,5 2,8 1,28

Tab. 3.1 Zusammensetzung der NusB/NusE Cross-Linking Reaktionsansitze

Durch die Cross-Linking Reaktion fiel bei jedem der drei Ansétze ein geringer Teil an Protein

aus. Dies ist mit der Ausbildung von groBeren Aggregaten, die durch die Vernetzung von

mehreren NusB/NusE-Untereinheiten entstehen konnen, zu begriinden. Diese unldslichen

Bestandteile konnten aus den Ansédtzen durch 15 miniitiges Zentrifugieren bei 14.000 UpM

entfernt werden. Der klare Uberstand wurde zur weiteren Trennung der entstandenen Cross-

Linking-Produkte in Aliquots zu 200 pl auf eine Gelfiltrationssdule des Typs Superose 12™
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(Pharmacia) aufgetragen. Die Saule wurde bei einer Flussrate von 0,7 ml/min Gber 6 Saulen-
volumen mit Laufpuffer (75 mM KH2POy, pH 7,0) entwickelt. Die Fraktionen mit einem Elu-
tionsvolumen zwischen 12 und 16 ml, entsprechend einer Proteingrof3e von 30 bis 20 kDa,
wurden gesammelt, vereinigt und mittels Ultrafiltration (10 kDa Membran; Amicon) aufkon-
zentriert. Die anschlief3ende Analyse der konzentrierten Fraktionen mittels SDS-Page Elektro-
phorese zeigte, dass nur beim Einsatz von Sulfo-DST al's Cross-linking Reagenz eine Protein-
bande bei der, dem gelinkten Proteinkomplex entsprechenden Masse von 27 kDa zu sehen
war (Abb 3.14). Durch Edman-Abbau konnte bestétigt werden, dass diese Proteinbande so-
wohl NusB- als auch NusE-Protein enthélt.

Die gesammelten und konzentrierten Fraktionen des Sulfo-DST Ansatzes enthielten zu ca.
50 % neben dem gelinkten auch ungelinkten NusB/NusE-Proteinkomplex. Dieser koeluierte
bei einer Trennung der Cross-Linking-Reaktionsmischung mittels Gelfiltration, deren Trenn-

kriterium die Proteingrof3e ist, beim gleichen Elutionsvolumen wie der vernetzte Komplex.

—
-‘-

Abb. 3.14 SDS-Page der Cross-Linking Reaktionsansétze von NusB/NusE-Proteinkomplex. (1) Proteinmarker:
26,6kDa; 17kDa; 14,4kDa; 6kDa ,Ansatz (2) mit Sulfo-DST , (3) mit BS® und (4) mit Sulfo - BSOCOES.

Die Trennung von gelinktem und ungelinktem NusB/NusE-Proteinkomplex war aufgrund der
gleichen Massen unter nicht denaturierenden Bedingungen nicht moglich. Aus diesem Grund
wurden diverse Versuche unternommen die Mischung aus gelinktem und ungelinktem Kom-
plex durch Zusatz von denaturierenden Agenzien, wie Harnstoff, Guanidin-HCI oder Aceto-
nitril, zunéchst zu denaturieren und dadurch den ungelinkten Komplex in seine Bestandteile,
das NusB und das NusE-Protein, zu spalten. Die Einzelproteine haben eine geniigend hohe
Massendifferenz zum vernetzten NusB/NusE-Komplex um evtl. von diesem abgetrennt zu
werden. Sdmtliche denaturiernden Reinigungsversuche der Proteinmischung, sowohl mittels

chromatogrphischen al's auch gelelektroporetischen Methoden schlugen aufgrund mangel nder
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Auflosung beim Einsatz der denaturierenden Agenzien in den Reinigungsmedien fehl. Aus
diesem Grund wurden gelinkter und ungelinkter Proteinkomplex fiir die weiteren Experimen-
te im Rahmen der Cross-Linking-Experimente als Mischung eingesetzt.

Im Folgenden sollte festgestellt werden, an welchen Stellen das NusB- und das NusE-Protein
miteinander vernetzt wurden. Zu diesem Zweck war es notig, die vorhandenen Proteine pro-
teolytisch in kleinere, gut zu analysierende Kompartimente zu spalten. Als Protease flir den
proteolytischen Verdau wurde Thermolysin, eine thermostabile Metalloendopeptidase, einge-
setzt, die bevorzugt hinter den Aminosduren Leucin, Isoleucin, Phenylalanin und Valin
schneidet (Heinrikson, 1977). Der Einsatz dieser Protease machte es ndtig, die Proteinlosung
aus gelinktem und ungelinktem Proteinkomplex, die nach der Gelfiltration in einem fiir den
proteolytischen Verdau ungeeigneten KH,POy4-Puffer vorlag, umzupuffern. Dafiir wurde die
Proteinlosung auf eine HighPrep™ Entsalzungssdule (Pharmacia) aufgetragen und diese bei
einer Flussrate von 1 ml/min tiber 3 Sdulenvolumen entwickelt. Der eingesetzte Laufpuffer
(25 mM Tris-HCI; pH 8,0; 4 mM CaCl,) stellte fiir den folgenden proteolytischen Verdau der
Proteinprobe mit Thermolysin sowohl hinsichtlich des pH-Wertes als auch der Ca*'-
Konzentartion ein optimales Milieu bereit. Neben der oben angefiihrten Proteinmischung aus
gelinktem und ungelinktem Komplex wurde zusitzlich eine Proteinprobe umgepuffert, die
gereinigten, aber nicht mit Cross-Linking-Reagenz behandelten NusB/NusE-Proteinkomplex
enthielt. Sie diente dazu, die durch den folgenden proteolytischen Verdau entstandenen Pep-
tidfragmente, die aus dem nicht gelinkten NusB/NusE-Komplex resultieren, zuordnen zu kon-
nen.

Fiir den Thermolysin-Verdau wurden die Proteinproben in einer Konzentration von 8,5 mg/ml
eingesetzt. Die Protease wurde bis zu einer Konzentration von 1 mg/ml in dem weiter oben
beschriebenen Laufpuffer der Entsalzungssdule aufgenommen. Von dieser Losung wurde den
Proteinproben soviel zugesetzt, dass die Protease im Verhiltnis 1/100 zum NusB/NusE-
Proteinkomplex vorlag. Die Proteolyse-Ansétze wurden anschlieend 6 h bei 37 °C inkubiert.
Die genaue Zusammensetzung der beiden Proteolyse-Ansétze kann Tab. 3.2 entnommen wer-

den.

M (NusB/NusE) M (Thermolysin) V (Thermolysin 1mg/ml)
[ug] [ug] [w]

NusB/NusE-Proteinkomplex, nicht

cross-gelinkt 850 8,5 8,5

Mischung aus cross-gelinktem und
nicht cross-gelinktem NusB/NusE- 850 8,5 8,5
Proteinkomplex

Tab. 3.2 Zusammensetzung der Reaktionsansétze fiir den proteolytsichen Verdau mit Thermolysin
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Die Analytik der durch den proteolytischen Verdau entstandenen Peptidfragmente wurde in
Kooperation mit Dr. P. Kohler vom Institut fur Lebensmittelchemie der TU-MUnchen
durchgefiihrt. Die Trennung und anschlief3ende Detektion der Peptidfragmente geschah dabei
mit Hilfe einer Massenspektroskopie-gekoppelten HPLC-Analge des Typs Spektra-Systems
AS 3000 (Thermo Separation Products). Als HPLC-Trennmartix diente ein stark hydrophobes
Material vom Typ RP-18 (Macherey Nagl), das mit Puffer B (99,9 % v/v Acetonitril; 0,1 %
v/v. TFA) equilibriert wurde. Die Elution erfolgte bel einer konstanten Flussrate von
0,5 ml/min Uber einen Zeitraum von 60 min durch einen linearen Gradienten von 100 % Puf-
fer B zu 100 % Puffer A (99,9 % v/v H,0O; 0,1 % v/v TFA). Die Massendetektion der eluie-
renden Peptidfragmente erfolgte durch ein direkt angekoppeltes Quattropol-
M assenspektrometer.

Ein Uberblick iiber ale Peptidfragmente des NusB/NusE-Proteinkomplexes, die theoretisch

durch den Einsatz von Thermolysin as Protease resultieren konnen, ist in Tabelle 3.3 wieder-

gegeben.
NusB NuskE
Aminosdurenim Pep-  Masse des Peptidfrag- Aminosdurenim Pep-  Masse des Peptidfrag-
tidfragment ments[Da] tidfragment ments Da]
1-16 K 1782,1 1-9 1214,5
17-21 695,8 10-12 K 3304
22-33 13944 13-16 573,6
34-34 165,2 17-41 K 2635,0
35-45 K 1230,3 42 - 48 K 899,1
46 — 47 294,3 49 -51 365,4
48 - 50 450,5 52-70 K 2292,5
51-51 131,2 71-72 287,4
52 -61 980,1 73 - 86 K 1528,7
62 — 64 303,3 87-89 418,5
65— 69 K 650,8 90-91 246,3
70-72 3744 92 -101 972,1
73-73 131,2 102 - 103 188,2
74-76 3894
77-84 K 843,0
85-88 471,6
89-91 4235
92-109 K 2032,3
110-113 K 4175
114-121 K 889,9
122-126 534,6
127-139 K 1449,7

Tab. 3.3 Theoretisch mdgliche Peptidfragmente, die aus einer Proteolyse des NusB/NusE-Proteinkomplexes
mit der Protease Thermolysin resultieren kénnen. Die durch LC-M S tatséchlich nachgewiesenen Fragmente sind
durch Fettdruck hervorgehoben. Peptidfragemnte die die Aminoséure Lysin enthalten, sind zudem mit dem
Buchstaben K gekennzeichnet.
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Die Analytik der Thermolysin behandelten Mischung aus gelinktem und ungelinktem
NusB/NusE-Proteinkomplex fuhrte zur Identifikation der gleichen Fragmenten, wie die im
Falle des ungelinkten Komplexes. Neben diesen konnten jedoch drei zusétzliche Signale aus
der LC-MS-Analytik zugeordnet werden. Es handelt sich dabei um Signale mit den Massen
862.0 , 883.0 und 1076.1 Da. Die letztgenannte Masse, 1076.1 Da, entspricht dem NusB-
Peptidfragment, das die Aminosauren 65-69 umfasst, addiert zur Masse des mit Tris ge-
guenchten Cross-Linking-Reagenzes Sulfo-DST, das mit einer seiner reaktiven Succinimi-
dylgruppen an das primére Amin des Lysins 67 gebunden hat. Analog dazu kann die Masse
883.0 dem NusB-Peptidfragment mit den Aminséuren 77-84 zugeordnet werden, das am Ly-
sin 82 mit einem gequechenten Sulfo-DST verbunden ist. Der Massenwert 862.0 entspricht
einer der 40 moglichen Massenpermutationen, die durch das Summieren der Einzelmassen
von einem der 8 Lysin-enthaltenden NusB-Peptidfragemnte, einem der 5 Lysin-enthaltenden
NusE-Peptidfragmente und dem Tatrat-Linker zwischen den beiden Lysinen mdglich sind.
Die Fragmente, die durch eine Vernetzung mit dem 114,056 g/Mol schweren C4H4O, - Linker
zu einer Gesamtmasse von 862.0 Da fuhren, kénnen eindeutig zugeordnet werden. Es handelt
sich dabel im Falle des NusB-Proteins um das Peptidfragment mit den Aminosauren 110-113.
In diesem Fragment aus Leucin - Alanin - Lysin - Serin, stellt das Lysin 112 den Angriffs-
punkt fur das Cross-Linking-Reagenz dar. Das Peptidfragment aus dem NusE-Protein, das
Uber den Linker mit diesem NusB-Fragment verbunden ist, enthdt die Aminosduren 10-12,
Leucin - Lysin - Alanin. Das Lysin 11 ist in diesem Fall, die an der Vernetzungsreaktion be-

teilligte Aminoséure.

A B

Abb. 3.15 Die beiden an der Cross-Linking-Reaktion mit Sulfo-DST beteiligten Lysine: (A) Das Lysin 112 des
NusB-Proteins und (B) das Lysin 11 des NusE-Proteins
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Die beiden Lysine liegen, wie aus Abb. 3.15 deutlich wird, sowohl beim NusB als auch beim

NusE an gut zugénglichen oberflachenexponierten Positionen der beiden Proteine.

3.3 Strukturuntersuchungen des NusB / boxA-Komplexes mit Hilfe der
NM R-Spektroskopie

3.3.1 Darstellung von stabilisotopmarkiertem NusB-Protein im Fedbatch-Fermenter -
system

In friheren Arbeiten zum NusB-Protein (Berglechner et al., 1998) wurde die Anzucht von
NusB-exprimierenden Zellen ausschliefdlich im Schittelkolben durchgefiihrt. Die Zellausbeu-
ten waren bei dieser Methode der Zellgewinnung auf ca. 3 g pro Liter Anzuchtvolumen be-
schrankt. Um fir die NM R-Spektroskopie das NusB-Protein in grof3er Menge zur Verfiigung
stellen zu konnen, bot sich eine Ubertragung der Zellanzucht von der Schittelkultur auf ein
Fedbatch-Fermentersystem an. Dieses liefert neben der Kontrolle tber diverse Wachstumspa-
rameter der Zellkultur auch die Moglichkeit, die, bei der Stabilisotopmarkierung von Protei-
nen verwendeten, kostenintensiven Stickstoff- bzw. Kohlenstoffquellen *NH,Cl und U*C-
Glucose in optimal an das Zellwachstum angepasster Weise zu dosieren. Die prozessgesteuer-
te Fermentation fiihrt unter Uberwachung und Regulation wichtiger Prozessparameter wie
pH-Wert und Sauerstoffsattigung zu deutlich htheren Zellausbeuten als der Schiittel kol ben.

Neben dem optimal dosierten Einsatz der Kohlenstoffquelle ist fur die Produktion von Zell-
masse mit rekombinantem Protein im Bioreaktor die Wachstumsrate der Zellen ein sehr wich-
tiges Kriterium. Beide Faktoren haben einen nachhaltigen Einfluss auf die Ausbeute an Zell-
masse und auch an exprimiertem Protein (Lee, 1996). Wird die Wachstumsrate der Zellkultur
zuné&chst zu hoch angesetzt und daher zuviel Glucose ins Medium eingebracht, so kann diese
Uberdosierung der Kohlenstoffquelle auch unter aeroben Bedingungen zu einer erheblichen
Uberproduktion an Acetat filhren. Das Wachstum der Zellen wird durch das Uberméssige
Acetat gehemmt. Eine verminderte Zellausbeute und vor allem eine signifikante Inhibierung
der Expression des rekombinanten Proteins sind die Folgen (Jensen und Carlsen, 1990). Um
dem entgegen zu wirken, kann durch eine im Fermenter kiinstlich herbeigefiihrte Mangelver-

sorgung mit Glucose die Wachstumsrate bewusst niedrig gehalten werden. Die unerwiinschte
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Acetatbildung kann somit zurtickgedrangt werden. Die Umsetzung einer derartigen Mangel-
versorgung der Zellen wurde in der Praxis durch eine PC-gesteuerte exponentiell ansteigende
Dosierung der Kohlenstoffquelle mittels einer Pumpe realisiert. Die Stickstoffversorgung
wurde manuell bewerkstelligt. Fir die Fermentation zur Darstellung stabilisotopmarkierten
NusB-Proteins wurde das Minnimalmedium M9 (Maniétis et a., 1982) in einem Kulturvolu-
men von 1 bzw. 2 Litern eingesetzt. Als Fermenter diente das Modell BIOFLO3000
(NewBrunswick Scientific, Nurtingen). Die Durchfiihrung der Fermentation geschah analog
dem unter 2.8 beschriebenen Vorgehen.

Durch zahlreiche Vorversuche unter Einsatz des Bioreaktors fur die Anzucht von E.coli M15-
PNCO-nusB Zellmasse, wurde sichergestellt, dass durch die aufgezeigte PC-gesteuerte Fed-
batch-Fermentation eine ausreichende Menge an Zellen generiert werden konnte, deren Uber-
expression an NusB-Protein den Anforderungen der NM R-Spektroskopie geniigten. Es zeigte
sich zudem, dass durch ein Absenken der Kulturtemperatur von 37 auf 30 °C nach der Induk-
tion der Zellen eine deutliche Steigerung der Proteinléslichkeit erzielt werden konnte. An-
zuchten von [°N]NusB sowie [*°N]/[**C]NusB im 1 bzw. 2 Liter-Maf3stab wurden mit der
aufgezeigten Fermentation im Bioreaktor mehrfach durchgefihrt. Tabelle 3.4 zeigt die wich-
tigsten Parameter der durchgefiihrten Anzuchten im Bezug auf eingesetzte Stickstoff- bzw.
Kohlenstoffquelle und Zellausbeute.

Markierung Kultur- Glucose NH,ClI  ODgy bei IPTG ODgypbel Zellmasse, Protein

NusB volumen [I] [g] [g] Induktion [mM] Ernte  feucht [g] [mg]
=\ 2 2c:18  BN:5 10 5 16,8 35 113,9
BN/ BC 1 Bc:45 BN:1,6 1,4 3 2,7 7,5 30

Tab. 3.4 Ubersicht tlber wichtige Fermentationsparameter zur Darstellung von rekombinantem stabilisotop-
markiertem NusB-Protein.

Das °N-markierte NusB-Protein wurde sowohl fiir die Strukturaufklarung des NusB-Proteins
im Komplex mit rrn boxA-RNA (siehe 3.3.3) as auch fur Affinitéts-Studien mit boxA-
analogen RNA-Oligonuklecotiden (siehe 3.5 verwendet. Die doppemarkierten
[*°*N]/[**C]NusB Proben dienten ausschlieRlich der Strukturuntersuchung des NusB / boxA-
Komplexes mittels NM R-Spektroskopie.
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3.3.2 Darstelung Ribonuklease-freier NusB-Proteinproben

Im Rahmen der NMR-basierenden Strukturaufkl&rung von NusB-Protein sind Messzeiten von
mehreren Tagen n6tig, um die jeweiligen NMR-Spektren aufnehmen zu konnen. Aus friheren
Messungen war jedoch bekannt, dass die rrn boxA-RNA nach ihrer Zugabe zur NusB-
Proteinprobe innerhalb weniger Stunden abgebaut wird, was mit hoher Wahrscheinlichkeit
auf Ribonuklease-V erunreinigungen zurtickzuftihren ist. Beim Versuch eine derartige Protein/
RNA Mischung tber eine langere Zeit im NMR-HSQC-Experiment zu beobachten, kam es
deshalb zur Ausbhildung von doppelten Signalsdtzen, resultierend aus teils mit boxA-RNA
komplexiertem und teils unkomplexiertem NusB-Protein. In der Vergangenheit begegnete
man diesem Problem durch eine denaturierende HPL C-Reinigung des NusB-Proteins (Huen-
geset al., 1999). Der im Rahmen dieser Reinigungsmethode bendtigte Rickfaltungsschritt des
HPLC-gereinigten lyophilisierten Proteins fuhrte jedoch zu hohen Verlusten. Aus diesem
Grund ist eine derartige Reinigungsstrategie gerade im Hinblick auf den Kostenfaktor bel der
Erstellung von mehrfach markierten Proteinproben nicht tragbar.
Da andere Ribonukleinsdure-hydrolysierende Faktoren, wie z.B. akalische pH-Werte oder
hohe Temperaturen sowohl im Rahmen der Reinigung als auch der NMR-Messung ausge-
schlossen werden konnten, kam als Ursache fUr den Abbau der RNA einzig eine Verunreini-
gung mit Ribonuklease in Betracht. Die Entfernung dieses ubiquitéren, jedoch selbst in ge-
ringsten Spuren hochaktiven Enzyms mit dem Ziel langzeitstabile NusB/boxA-Proben zu er-
halten, gestaltete sich unter nicht denaturierenden Bedingungen aufierst schwierig.
Zunachst musste eine Methode entwickelt werden, mit der sich der Grad der RNase-
Kontamination von NusB-Protein bestimmen lief3. Dazu wurde in Zusammenarbeit mit Herrn
Dr. R. Muhlberger ein Detektionssystem mittels HPLC zur Quantifizierung der, nach einer
bestimmten Zeit in einer NusB-Probe noch vorhandenen RNA etabliert. Der RNA-Verlust pro
Zeiteinheit in einer Mischung mit Protein war dadurch zuganglich und vermittelte fur die
vermessen Proben eine Vorstellung von deren RNA-schadigendem Potential. Die Erkenntnis-
se aus diesen Experimenten dienten im Weiteren auch dazu, eine Bewertung der Haltbarkeit
von NMR-Proben vornehmen zu kénnen. Dartiber hinaus konnten mit Hilfe dieses HPLC-
Assaysim Rahmen der Prozessierung des NusB-Proteins die einzelnen Reinigungsschritte auf
ihre Stabilitatsforderung hin untersucht werden.
Die Analysen wurden mit einer Gradienten-HPL C-Anlage und einem Anionenaustauscher des
Typs NUCLEOGEL SAX 1000-8/46 (Knaur) durchgeftihrt. Als Puffersystem wurde 20 mM
Kaliumphosphat bei pH 6,5 mit 5 M Harnstoff verwendet. NusB-Protein sowie eventuell vor-
handene Ribonukleasen wurden durch den Harnstoff denaturiert und storten daher im Assay
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nicht. Die Sdule wurde bei einer konstanten Flussrate von 1 ml/min mit einen Gradienten von
0 bis 1 M NaCl iiber 30 ml entwickelt. Die Detektion der RNA erfolgte bei einer Wellenlédnge
von 254 nm. Das aufgetragene Probevolumen betrug jeweils 10 ul.

Zunichst mussten folgende Vorarbeiten durchgefiihrt werden, um Informationen {iber das
Verhalten des NusB-Proteins bzw. der NusB/boxA-Mischung im HPLC-Assay gewinnen zu
konnen:

Als erstes wurde das fiir den letzten Reinigungsschritt des NusB-Proteins sowie fiir die NMR-
Messung eingesetzte Puffersystem aus 70 mM Kaliumphosphat, pH 7,0 und 0,02 % Natrium-
azid, das durch Vorbehandlung mit Diethylpyrocarbonat RNase-frei gemacht wurde, auf die
HPLC-Séaule aufgetragen. Das resultierende UV-Spektrum dieser Messung zeigte, dass das
Puffersystem keinerlei Absorbtion im Wellenldngenbereich von 254 nm aufwies. In einem
zweiten Lauf wurde NusB-Protein im oben beschriebenen Puffer analysiert, um Aufschluss
iiber seine, beim HPLC-Lauf entstehenden Proteinfragmente zu erhalten. Der dritte Schritt der
Vorarbeiten umfasste den Einsatz einer nur 77n boxA enthaltenden Probe fiir den Assay. Das
von der Firma XERAGON (Ziirich) synthetisierte, dodecamere Oligonukleotid wurde in
70 mM Kaliumphosphat bei pH 7,0 und 0,02 % Natriumazid als Protein/RNA-Probenpuffer
(NMR-Puffer) aufgenommen. Die Konzentration wurde mit UV-Photometrie bei einer Wel-
lenldnge von 260 nm zu 14 mM bestimmt. Fiir alle durchgefiihrten Messungen im Rahmen
des Assays wurde das Oligonukleotid in einer Verdiinnung von 1:50 eingesetzt. Bei 490 mM
NaCl wurde die boxA-RNA in einer Fraktion von der Sdule verdriangt. Diese Messung lieferte
den Wert, der fiir alle weiteren Untersuchungen im Rahmen der RNA-Stabilitdt von NusB-
Proben als 100 %, also hochste erreichbare RNA-Stabilitdt, angenommen wurde. Der Zu-
sammenhang zwischen der Hohe bzw. dem mittels der HPLC-Software (Knaur) bestimmten
Integral des RNA-Signals in Abhéngigkeit von der Konzentration unbeschéidigter box4A-RNA
in der Losung wurde anhand einer Verdiinnungsreihe des RNA-Oligonukleotids untersucht.

Die Werte dieses Eichexperiments sind in Tabelle 3.5 gezeigt.

Verdiinnung des boxA - ¢ (boxA-RNA) Integral des Anteil der vorhandenen box4A-RNA
Oligonukleotids [HM] RNA-Peaks experimentell theoretisch
1:50 280 13346981 100 % 100 %
1:75 210 10448505 78,3 % 75 %
1:100 140 6989393 52,4 % 50 %
1:200 70 4166214 31,2 % 25 %
1:250 56 2978809 22,32 % 20 %

Tab. 3.5 Daten der Verdiinnungsreihe von r7n boxA-RNA beim Einsatz im RNA-Stabilitits-Assay. Die Detek-
tion erfolgte bei einer Wellenlédnge von 254 nm.
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Der oben geschilderte HPLC-Assay wurde mit diversen, bereits vorhandenen NusB-Protein-
proben durchgefiihrt. Dabei zeigte sich deutlich, dass sich der RNA-Abbau in diesen Proben
so rasch vollzog, dass nach ca. 2 Tagen fast die gesamte Menge an eingesetztem Oligonukleo-
tid hydrolysiert war. Eine mehrtigige NMR-Messung war mit diesen NusB-Proben folglich
nicht durchfiihrbar.

Modifizierung der NusB-Proteinreinigung

Die Kontamination der NusB-Proben mit Ribonuklease musste vor allem im Hinblick auf den
kostspieligen Einsatz von mehrfach markiertem Protein fiir die NMR-Spektroskopie stark
gesenkt werden. Zu diesem Zweck war es notig, die bereits etablierte Reinigung des NusB-
Proteins aus E.coli (Berglechner et al., 1997) in einigen Schritten zu modifizieren.

Zunéchst wurden alle im Rahmen der Reinigungsschritte eingesetzten Puffer durch Behand-
lung mit 1 %o Diethylpyrocarbonat, DEPC, (sieche 2.12) von Ribonuklease befreit. Im Falle
des Tris/HCI-Puffersystems, das fiir den ersten Reinigungsschritt, die Anionenaustauschch-
romatographie mittels Q-Sepharose ff (Pharamacia), verwendet wurde, war eine derartige
DEPC-Behandlung nicht unmittelbar moglich. Das im Tris vorhandene Amin wiirde mit dem
Pyrocarbonat reagieren. Deshalb wurde zur Vermeidung von RNase Kontamination in diesem
Puffer nur DEPC-vorbehandeltes H,Op;iqest. Verwendet. Die anderen Pufferzutaten wurden un-
behandelt eingesetzt. Die Reinigung mittels Q-Sepharose ff. wurde analog zur Literaturvor-
schrift (Berglechner et al., 1997) durchgefiihrt. Die Saulenmatrix wurde vor ihrer Verwen-
dung jedoch durch zweimaliges Spiilen mit 0,5 M NaOH von Ribonuklease befreit. Die NusB
enthaltenden Proteinfraktionen, die vom Anionentauscher eluiert werden konnten, wurden
durch Ultrafiltration konzentriert. Ein 10 pl-Aliquot dieses Konzentrats sowie des Rohextrak-
tes wurde im Konzentartionsverhéltnis 1:1 mit boxA-RNA gemischt und mit dem oben be-
schriecbenen HPLC-Assay vermessen (Tab. 3.6). Der Einsatz des Anionentauschers Q-
Sepharose ff (Pharmacia) fiihrte dieser Messung zufolge nur zu einer sehr geringen Erniedri-
gung der RNase Kontamination der Proteinprobe. Aus diesem Grund wurde das Proteinkon-
zentrat auf einen weiteren starken Anionentauscher des Typs Sorce-Q (Pharmacia) aufgetra-
gen. Diese Sdulenmatrix besitzt eine deutlich hohere Trennwirkung als das Q-Sepharose Ma-
terial. Als Puffer wurde 25 mM Natriumborat bei pH 8,5 mit 0,02 % Natriumazid verwendet.
Diesen Puffer konnte man im Gegensatz zum Tris-System problemlos mit DEPC behandeln.
Die Séule wurde bei einer konstanten Flussrate von 2 ml/min in 14 Sdulenvolumen mit einem
Gradienten von 0 bis 750 mM Natriumchlorid entwickelt. Ab einer Natriumchloridkonzentra-
tion von 80 mM eluierte das NusB-Protein vom von der Sdule. Das insgesamt 20 ml umfas-

sende NusB-haltige Eluat wurde mittels Ultrafiltration auf ein Volumen von 5 ml eingeengt.
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Der Reinigungseffekt dieses Chromatogrphieschrittes im Bezug auf die RNA-Stabilitét einer
1:1 Mischung des NusB-Proteins mit boxA-RNA war, wie die Werte in Tab. 3.6 zeigen, gra-

vierend.
Antell an unversehrter boxA-RNA in einer 1:1 Mischung mit der NusB-Probe

Probe oh oh 24h 48h 72h
NusB - Rohextrakt 100% n.d.
NusB nach Q-Sepharose 100% 7,1% n.d.
NusB nach Q-Sepharose 100% 77,6% 42,1% 19,4% <10%
und Sorce-Q
NusB nach Q-Sepharose, o o o
Sorce-Q und Superdex75 100% 80,5% 50% 21,3% <10%

Tab. 3.6 HPLC-Assay der NusB-Proben nach den einzelnen Reinigungsschritten. Die Abkurzung n.d. gibt an,
dass die Menge an unversehrter boxA-RNA zu gering ist, um noch sinnvoll detektiert zu werden.

In einem dritten und letzten Reinigungsschritt wurde das Protein auf die Gelfiltrationssaule
Superdex G75 (Pharmacia) aufgetragen. Die Elution erfolgte bei einer Flussrate von 3 ml/min
Uber ein Volumen von 33 ml. Die Elutionsfraktionen, die in Abb. 3.16 dargestellt wurden,
zeigten neben der erwarteten NusB-Proteinbande bei 15 kDa noch eine weitere, allerdings nur
sehr schwach ausgebildete Bande bei ca. 30 kDa. Die Identitét dieser Bande konnte durch
Edman-Abbau eindeutig bestétigt werden. Es handelt sich dabel, ebenso wie bei der 15 kDa
Bande, um NusB-Protein. Dajedoch die Koelution von Proteinen mit 15 und 30 kDa unwahr-
scheinlich erscheint, auch wenn fur das Prinzip der Gelfitration neben dem Molekulargewicht
auch die Morphologie der zu trennenden Substanzen von Bedeutung ist, kann davon ausge-

gangen werden, dass es sich bei der 30 kDa Bande um einen Gelartefakt handeln muss.

M M

Abb. 3.16 SDS-PAGE: Gdfiltration von NusB PRoetin mittels SuperdexG75. Die zwel Banden im Bereich
von 30kDa wurden beide durch Edman-Abbau als NusB-Protein identifiziert.
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Das Protein wurde nach der Gelfiltration durch Ultrafiltration bis zu einer Konzentration von
2 mM aufkonzentriert und bis zu seinem welteren Einsatz fur die NMR-Spektroskopie in flus-
sigem Stickstoff gelagert. Ein Aliquot des NusB-Proteins wurde nach Abschluss der Reini-
gung und des finalen Aufkonzentrierens auf NMR-Konzentration mit Hilfe des HPL C-Assays
auf noch vorhandene RNase-K ontamination geprift. Die in Tab. 3.6 dargestellten Werte wei-
sen darauf hin, dass der Einsatz der Gelfiltration im Vergleich zu der Probe, die nach dem
Chromatographieschritt mit der Sorce-Q Sdule vorlag, keinen nennenswerten Einfluss mehr
auf die Verringerung an RNase hatte. Eine, fir die Aufnahme von mehrdimensionalen NMR-
Spektren notwendige, mehrtégige Stabilitét von Mischungen derartigen NusB-Proteins mit
boxA-RNA konnte auch nach diesem aufwendigen Reinigungsprotokoll nicht gewdahrleistet
werden. Auch der Einsatz diverser anderer Reinigungsmatrices, wie z.B. starke Kationentau-
scher, oder Affinitatsmaterialien brachten in punkto RNA-Stabilitét keine Verbesserung.

Eine deutliche Verbesserung bel der Stabiliserung von RNA im Gemisch mit den NusB-
Proteinproben brachte erst der Einsatz von RNase-inhibierenden Additiven. Zur Auswahl
standen EDTA, DTT und RNasin®, ein Ribonuclease-Inhibitor fiir eukaroytische RNase A.
Um ihren Einfluss auf die RNA-Stabilitéat zu testen, wurden Aliquots eines, nach der oben
beschriebenen Methode gereinigten NusB-Proteins mit je einem bzw. mit Mischungen der
stabilisierenden Reagenzien versetzt. Diese Proben wurden anschlief3end mit boxA-RNA ge-
mischt und im HPLC-Assay vermessen. Es zeigte sich, dass jedes der eingesetzten Reagen-
zien einen fur sich alleine gesehen geringen RNA-stabilisierenden Effekt aufwies. In den Mi-
schungen der Reagenzien, vor allem in derjenigen, die alle drel Stabilisatoren, also DTT, ED-
TA und RNAsin® gemeinsam, enthielten, schien durch eine Art synergistischen Effekt eine
hohe Stabilisierung der boxA-RNA aufzutreten. Tabelle 3.7 spiegelt die Stabilitét einer 1:1
Mischung aus 1 mM NusB und boxA-RNA, die mit DTT, EDTA und RNAsin® versetzt wur-
de, wieder. Nach 72 h, einer fir die mehrdimensionale NMR-Spektroskopie annehmbaren
Messzeit, sind noch ca. 80 % des urspriinglich eingesetzten Oligonukleotids in unhydrolysier-

tem Zustand vorhanden.

M esszeit Retentionszeit der RNA Integral desRNA-  Anteil an unhydroly-
[h] [min] Peaks sierter RNA
0 10.3 22935522 100 %
24 101 20636871 92.4 %
48 10.2 18839592 82.1%
72 101 18301641 79.8 %

Tab. 3.7 HPLC-Assay einer Mischung aus NusB-Protein (ImM) mit 1mM boxA-RNA
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Zusitzlich zur Stabilisierung der NusB/boxA-Mischungen durch die Zugabe der aufgefiihrten
Reagenzien, wurde versucht, die RNA selbst durch eine Verdnderung an ihren Enden als Sub-
strat fiir Ribonukleasen unzugénglicher zu machen. Zu diesem Zweck wurde die box4A-RNA
als RNA-DNA-Hybrid synthetisiert. Am 5'- und 3'-Ende wurden je zwei Desoxy-
ribonkleotide entsprechend der rrn-Operonsequenz eingefiigt. Diese ,,desoxy-begrenzte™
boxA-Sequenz zeigte gegeniiber der ungeschiitzen RNA eine etwas erhohte Haltbarkeit beim
Kontakt mit RNase kontaminierten NusB-Proben.

Fiir die Zusammenstellung einer ausreichend stabilisierten NusB/boxA-NMR-Probe wurden
nun alle verfiigbaren und sinnvollen Additive nach der in Tabelle 3.8 gezeigten Rezeptur
kombiniert. Dadurch sollte ein ausreichender Zeitrahmen fiir mehrdimensionale heteronuclea-
re NMR-Pulsprogramme zur Verfiigung stehen. Das Protein selbst wurde in einer Konzentra-
tion von 1,3 mM vorgelegt, ein Wert der aus Erfahrung einen verniinftigen Kompromiss zwi-
schen erwiinschter Auflosung der Spektren und Stabilitdt des Proteins gegen Denaturierung
darstellte. Die RNA wurde als RNA-DNA-Hybrid im Verhiltnis zum Protein in drei- bis vier-
fachem Uberschuss zugegeben, um aufwendige mehrdimensionale NMR-Experimente mit
Messzeiten liber mehrere Tage zu ermoglichen. Zudem wurde 1 % des Ansatzvolumens an
RNase-Inhibitor RNasin® sowie millimolare Konzentrationenen an EDTA und DTT verwen-

det, um die Synergieeffekte aller Maflnahmen nutzen zu konnen.

Stocklésung Bezeichnung Endkonzentration Volumen
2,08 mM NusB-Protein (°N) 1,33 mM 250 ul
30 mM boxA-RNA (deoxy) 5,43 mM 67 ul
200 mM DTT 5 mM 10 ul
100 mM EDTA 1.6 mM 6 ul
99,9 % D,O 10 % 33 ul
100 % RNasin® 1% 4ul
Gesamtvolumen 370

Tab. 3.8 Zusammensetzung einer NMR-Probe am Beispiel von '"N-markiertem NusB-Protein.

Von dieser Probenzusammenstellung wurde ebenfalls ein Aliquot mittels HPLC-Assay analy-
siert. Nach drei Tagen waren noch iiber 85 % der RNA vorhanden. Beim Einsatz eines vierfa-
chen RNA-Uberschusses im Vergleich zur NusB-Konzentration, ist jedoch erst beim Unter-
schreiten von 25 % unhydrolysierter RNA eine 1:1 Komplexierung zwischen dem Protein und

der RNA nicht mehr méglich.
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Die derartig hergestellten NusB/boxA-Proben hielten iiber einen Zeitraum von zwei Wochen
diversen 3D-NMR-Messungen stand und zeigten keine Verdnderungen des Signalsatzes in

kontrollweise gemessen 'H,'"N-HSQC-Spektren.

3.3.3 Struktur des Komplexes aus E.coli NusB-Protein und rrn boxA-RNA

Fir die Strukturaufklirung groBer Proteine werden unter anderem “N- und "C-
isotopenmarkierte Proteine verwendet. Diese Kerne, die einen Spin von m = 2 aufweisen,
werden tiber die Fiitterung von Bakterien mit entsprechend markierten Stickstoff- und Koh-
lenstoffquellen ins Protein eingefiihrt. Fiir die NMR-Spektroskopie eréffnet sich dadurch ein
weiter Bereich an heteronuklearen Kopplungsexperimenten. Mit den heteronuklearen 'J-Kop-
plungen stehen zusdtzlich wesentlich grofere Kopplungskonstanten als die homonuclearen
Konstanten zwischen Wasserstoffatomen zur Verfligung. Aus dem deutlich effizienteren
Magnetisierungstransfer ergeben sich fiir °N- und '*C-markierte Proteine viel geringere Zeit-
spannen T = '/; fiir einen vollstindigen Kohirenztransfer. Heteroatome relaxieren zudem deut-
lich langsamer als Protonen. Wahrend der Dauer der Pulssequenz lasst sich so viel mehr Ko-
hirenz bis zur Detektion erhalten. Durch die Méglichkeit der Aufspaltung in einer der Hete-
roatom-Dimensionen konnen Signaliiberlagerungen deutlich reduziert werden.

Fiir die Zuordnung des NusB/rrn boxA-Komplexes wurden in Zusammenarbeit mit Herrn
Dipl. Chem. A. Dehner am Lehrstuhl von Prof. Dr. Kessler zahlreiche 2D- und 3D-
Experimente an verschiedenen schwerisotop-markierten NusB-Proben im Komplex mit un-
markierter r7n boxA-RNA aufgenommen. Die eingesetzten Proben wurden alle nach dem un-
ter 3.3.2 beschriebenen Verfahren von Ribonuklease befreit bzw. durch Additive stabilisiert.
Eine Ubersicht iiber die verwendeten Markierungen des NusB-Proteins ist in Tabelle 3.9 wie-

dergegeben.

Stabilisotop-Markierung Anzahl der eingesetzten Gesamtmenge an Protein
Proben [mg]
PN 4 60
PC/N 4 60

Tab. 3.9 Stabilisotopmarkierungen von NusB-Protein zur Strukturaufklarung mittels NMR-Spektroskopie.
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Eines der N-HSQC-Spektren, die im Rahmen der Strukturaufklarung des NusB/boxA-
Komplexes als Kontrollexperimente fur die Vollsténdigkeit der 1:1 Komplexierung zwischen
Protein und RNA dienten ist in Abb. 3.17 dargestellt.
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Abb. 3.17 *N-HSQC von NusB (grau) und NusB/rrn boxA (schwarz) mit Zuordnung der Amidresonanzen. Die
Messung und Zuordnung der chemischen V erschiebungen wurden am Lehrstuhl von Prof. Kessler durchgefihrt.

Der °N-HSQC-Datensatz des komplexierten E.coli NusB-Proteins, der in Abbildung 3.17 in
schwarz dargestellt ist, zeigte deutliche Unterschiede zum Spektrum des freien NusB-Proteins
(Altieri et al., 2000; in Abbildung 3.17 eingefarbt). Aus diesem Grund musste fur das
komplexierte Protein eine vollstandig neue Signalzuordnung der Amidresonanzen ausgearbei -
tet werden. Wie aus friheren NMR-Messungen bekannt ist, weist die Struktur von freiem
NusB-Protein sieben a-Helices auf. Durch den Einsatz der ,,Chemical Shift Index“ Methode
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konnten in Zusammenarbeit mit Herrn. Dipl. Chem. A. Dehner aus den NMR-Spektren erste
Modelle der entsprechenden Sekundér- bzw. Tertiarstrukturelemente des NusB-Proteins im
Komplex mit boxA-RNA berechnet werden. Dabei zeigte sich, dass das an boxA-RNA gebun-
dene genauso wie das unkomplexierte NusB-Protein eine helikale Gesamtstruktur aufweist,
die in sieben Einzelhelices aufgegliedert werden kann. Eine Veranderung der Sekundéarstruk-
tur des NusB-Proteins durch die Komplexierung mit rrn boxA-RNA ist nicht erkennbar. Die
einzige strukturelle Veranderung zwischen den beiden Formen des NusB-Proteins zeigt sich
im Bereich der Helix al. Diese ist im komplexierten Protein zwischen den Resten 5 bis 10 im
Vergleich zur unkomplexierten Form etwas erweitert.

Obwonhl sich in der Sekundérstruktur nur sehr geringe Veranderungen ergeben, wies das in
Abb. 3.17 dargestellte ®N-HSQC Spektrum des RNA-gebundenen NusB-Proteins zahlreiche
Verénderungen im Vergleich zur ungebundenen Proteinform auf. Die intensivsten Unter-
schiede liegen dabei im Bereich der C-terminalen Doméane. In Abbildung 3.18 sind die Ab-
weichungen der Signalintensitaten des *°N-HSQC-Spekturm zwischen freiem und komple-

xiertem NusB-Protein detailliert dargestellt.
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Abb. 3.18 Graphische Darstellung der Unterschiede der °N-HSQC Intensitaten im NusB/boxA Komplex ver-
glichen mit unkomplexierten NusB-Protein.
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3.4 Bestimmung von Bindungsaffinititen durch den Einsatz von Oberfli-

chen-Plasmonresonanz-Spektroskopie

3.4.1 Theoretische Grundlagen der Oberflichen-Plasmonresonanz

Die Methode der Oberflachen-Plasmonresoanz-Spektroskopie, kurz SPR, wurde im Rahmen
der vorliegenden Arbeit eingesetzt. Bei dieser Spektroskopie wird die Intensitét des reflektier-
ten Lichtes in der Abhdngigkeit vom Einfallswinkel gemessen. Der Verlust an reflektiertem
Licht durch Anregung eines Oberfldchenplasmons an einem System aus Glas / Gold / Dielek-
trikum gibt Aufschluss iliber die Bindung von Molekiilen an der Goldoberflache.

Bei einem bestimmten Einfallswinkel koppelt das eingestrahlte Licht mit einem Plasmon. Die
Intensitdt des von der Goldoberflache reflektierten Lichtes wird in Abhédngigkeit vom Ein-
fallswinkel gemessen. Dabei kann ein Intensitdtsminimum beobachtet werden (Abb. 3.19).
Dieses Minimum entsteht, weil bei diesem konkreten Einfallswinkelwinkel das Licht mit
maximaler Effizienz seine Energie in ein Oberflichenplasmon iibertrdgt. Adsorbieren
Molekiile an der Oberflidche, so dndert sich deren Brechungsindex. Als Folge kommt es zu

einer Winkelverschiebung des Reflexionsminimums.

»

R [RU]]

0[]

Abb. 3.19 Die Reflektivitit der resonanten Anregung von Oberfldchenplasmonen. R beschreibt das Verhéltnis
von eingestrahlter zu reflektierter Lichtintensitdt. 6 gibt den Winkel des einfallenden Lichtes an. 8, ist der kriti-
sche Winkel der Totalreflexion an der Oberfliche. Das Intensitdtsminimum beim Resonanzwinkel 0, resultiert
aus der Existenz eines Oberflachenplasmons an der Grenzfliche Metall / Dielektrikum. Die Verschiebung des
Resonanzwinkels nach 6; wird durch eine zusitzliche dielektrische Deckschicht, die mit der Goldoberfliche in
Verbindung steht, verursacht.
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Oberflachenplasmone sind elektomagnetische Wellen, die entlang einer Metall / Dieletri-
kumsgrenzfldche propagieren und deren Felder von der Grenzfliche aus in beide Medien ex-
ponentiell abfallen. Ein Plasmon wird an einer Metalloberfliche angeregt, wenn eine planare
elektomagnetische Welle (Licht) in diese Grenzflache einkoppelt. Solche Wellen kénnen in
eine p- bzw. s-polarisierte Komponente zerlegt werden. Bei der s-Polarisation steht der Vek-
tor des Feldes senkrecht zur Einfallsebene, so dass kein Oberflichenplasmon angeregt werden
kann. Bei der p-Polarisation ist die Richtung des elektrischen Feldes parallel zur Einfallsebe-
ne des Lichtes. Eine Plasmonanregung ist mit dieser Wellenkomponente moglich. Fiir eine
Anregung miissen zudem die Energie und der Impuls der Lichtwellen mit denen des Plasmons
iibereinstimmen. Folgende geometrische Uberlegungen zeigen die Bedingungen, die erfiillt
sein miissen, um ein Plasmon anregen zu kénnen:

In Ausbreitungsrichtung, parallel zur Oberflache, verhilt sich das Oberflachenplasmon wie
eine Lichtwelle, mit sinusformigem Verlauf des elektromagnetischen Feldes. Die oszillieren-

de Energie E des Feldes wird durch folgende Beziehung beschrieben:

E=E, sin(zxj
p

Der Term 2 wird als sog. Wellenvektor k bezeichnet. Bei einem bestimmten Einfallswinkel
p

ist der k - Vektor so geartet, dass das eingestrahlte Licht mit einem Oberflichenplasmon
koppeln kann. Dabei wird die Energie des Lichtes an das Plasmon iibertragen, was in einem

Intensitatsminimum des reflektierten Lichtes resultiert. Der Winkel, bei dem dieses Minimum
auftritt, hiingt vom k - Vektor des Plasmons ab. Die Projektion des Wellenvektors des einfal-

lenden Lichtes (f(o) muss mit der des Wellenvektors ((f(masmon) des Plasmons libereinstim-

men. Andert sich (E Plasmon) aufgrund einer Verschiebung der Brechungsindices an der Grenz-
fliche, wie dies z.B. durch Adsorption von Molekiilen an der Goldoberfliche der Fall ist, so
verschiebt sich das Minimum des reflektierten Lichtes. Die Abbildungen 3.20 und 3.21 zei-

gen, dass die Bedingung fiir die Anregung eines Plasmons an Luft nicht erfiillt werden kann.

Die Projektion des Wellenvektors (EO) ist zu kurz im Vergleich zum Wellenvektor des Plas-

mons (kplasmon). In Abb. 3.21 wird gezeigt, dass die entsprechende Dispersionsrelation des

Lichtes in Luft diejenige des Plasmons nicht schneidet. Eine Kopplung kann nicht erfolgen.
Wird jedoch Licht durch ein Dielektrikum mit hoherem Brechungsindex auf die Goldoberfli-
che gelenkt, so vergrofert sich der Wellenvektor des Lichtes und erreicht die Lange des

Plasmonwellenvektors bzw. die Dispersionsrelation des Lichtes in Glas iiberschneidet die des
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Plasmons. Ist die Goldschicht ausreichend diinn (ca. 50 nm), so setzt sich das elektromagneti-
sche Feld des Plasmons durch das Metall hindurch, auf der riickseitigen Grenzfliche fort.
Dort kann das Oberflichenplasmon zur Detektion von molekularen Adsorptionsvorgingen

benutzt werden.

d) Dielektrikum mit
niedrigem n

Cele Oberfldchenplasmon

b) Dielektrikum mit
niedrigem n

1

Plasmon

Gold Oberflachenplasmon

Abb. 3.20 Im Falle von (a) erfolgt keine Kopplung des Lichtwellenvektors mit dem Plasmon, da seine Projek-
tion auf die Oberfldche immer kleiner ist als der Plasmonwellenvektor. (b) zeigt eine Moglichkeit, Licht in ein
Oberflachenplasmon zu koppeln: Die Verstirkung des Wellenvektors der einfallenden Strahlung durch Verwen-

dung eines hochbrechenden Mediums fiihrt dazu, dass die k -Komponente des Lichtwellenvektors in ihren

energetischen Eigenschaften an k angeglichen werden kann.

Plasmon

A A
/
Dispersionsrelation fur Dispersionsrelation fur
Licht in Luft Licht im Glasprisma
g c
So — %o -
g t g L Oberflachenplasmonen-
= Oberfléchenplasmonen- & dispersion Metall / Luft
0 dispersion Metall / Luft 0
A4 X
0 > 0, 0’
Wellenvektor k, Wellenvektor k,
Einfallswinkel 6 Einfallswinkel ©

Abb. 3.21 Dispersionsdiagramme: links fiir die Dispersionsrelation von Oberflichenplasmonen und Licht in
Luft; rechts fiir die Dispersionsrelationen von Oberfldchenplasmonen und Licht in einem hochbrechenden Glas-

prisma
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Um die oben genannten Bedingungen fiir die Anregung eines Oberflichen-Plasmons erfiillen
zu konnen, bedarf es einer speziellen Messanordnung, der sog. Kretschmer-Konfiguration
(Kurihara, et al. 2002). Dabei wird ein Glasprisma von oben auf einen mit Gold bedampften
Glastrager aufgesetzt. Auf diese Weise steht die Oberseite des Goldes mit einem Medium
hohen Brechungsindexes und die Unterseite mit dem fiir die Molekiiladsorption passenden
Dielektrikum in Kontakt. Im Falle der in dieser Arbeit durchgefiihrten SPR-Messungen wurde
ein Spektrometer des Typs BIACORE® 2000 (Biacore, Uppsala) eingesetzt, das die Kretsch-
mer-Konfiguration in Form einer Einheit aus Sensorchip (Goldbedampfter Glastrager), Pris-

ma und Flusszelle zur Verfiigung stellt (Abb. 3.22).

Licht-

quelle optische Intensitét

Detektions-

einheit

Polarisiertes
Licht

A Resonanz-Signal

Sensor-Chip
mit Gold-Film

Sensorgramm

Abb. 3.22  Schematische Darstellung des Biacore® 2000 — SPR-Detektionssystems (Biacore-Werbematerial,
Biacore, Uppsala). Der Sensorchip mit der optischen Einheit (Lichtquelle, Prisma, Detektor) wird auf der Unter-
seite der Goldfliche von einer FluBzelle abgedeckt. Uber ein System von 4 kleinen Kanilen kénnen Stoffe, sym-
bolisiert als Y, an die Goldoberfldche transportiert, dort adsorbiert und mit potentiellen Bindungspartner ~ in
Kontakt gebracht werden. Die Anderungen des Minimums der Reflektivitit der Goldoberfliche wird detektiert
und in Form eines Sensorgramms wiedergegeben.

Durch die Beobachtung von Adsorptionsvorgdngen an der Goldoberfldche eines Sensorchips
besteht die Moglichkeit mit der oben beschriebenen Messanordnung kinetische Daten von
einer groflen Zahl von Protein / Protein-, Protein / Peptid- sowie Protein / Nukleinsdure-
Wechselwirkungen zu analysieren, ohne dabei Markierungen in die jeweiligen Wechselwir-
kungspartner einfiihren zu miissen. Der besondere Vorteil des BIACORE®-Spektrometers
liegt dabei in der Flusszelle, die an die Goldoberfliche angekoppelt werden kann. Sie bietet
die Moglichkeit auf einem einzigen Sensorchip drei einzelne Spuren mit unterschiedlichen
Substanzen, in unserem Fall z.B. RNA-Oligonukleotide zu versehen und diese dann parallel

auf thre Wechselwirkung mit einem Protein zu analysieren. Eine vierte Spur, die ebenfalls
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durch die Flusszelle auf dem Sensorchip zur Verfligung gestellt wird, diente in unserem Fall
bei jeder Messung als Referenzspur. Auf ihr fand bei der Konditionierung des Sensorchips
keine Immobilisierung von irgendwelchen Substraten statt. Dadurch war es moglich, von die-
ser Spur im Laufe der Messungen das SPR-Signal von unspezifischen Wechselwirkungen
zwischen der Chipoberfliche und den einzelnen Analyten zu ermitteln. Die unspezifischen
Wechselwirkungen konnten im Rahmen der weiter unten beschriebenen quantitativen Aus-
wertungen der einzelnen Wechselwirkungskinetiken zur Korrektur der Signale eingesetzt
werden.

Die quantitative Auswertung der als sog. Sensogramme bezeichneten Bindungskurven der
Wechselwirkungen mit dem Ziel Affinitdtskonstanten zu erhalten, wurde mit Hilfe der von
Biacore (Uppsla,Schweden) erhiltlichen Auswerte-Software BIA-EVALUATION 3.0 durch-
gefiihrt. Die Software ermoglicht nur die Auswertung von Langmuir-Kinetiken, bezieht sich
als nur auf eine 1:1 Wechselwirkung zwischen zwei Komponenten. Diese Einschriankung
stellte jedoch bei den in dieser Arbeit untersuchten Bindungsvorgingen kein Problem dar, da
bei diesen, wie aus der Literatur bekannt, keine hoheren Bindungsordnungen zu erwarten wa-
ren.

Die Ermittlung der kinetischen Konstanten, wie die Assoziationsphase k, und die Dissoziati-
onsphase kg konnen aus dem Sensogramm durch Analyse der Assoziations- bzw. Dissoziati-

onsphase ermittelt werden (O’Shannessy et al., 1993).

Assoziationsphase

Wenn man eine 1:1-Wechselwirkung zwischen einer auf der Oberfliche immobilisierten
Komponente [A], konkret einer Nukleinsdure, und einem in der mobilen Phase befindlichen
Wechselwirkungspartner [B], z.B. einem RNA-bindendem Protein beobachtet, so gilt folgen-
der Zusammenhang fiir das Gleichgewicht zwischen Assozation und Dissozation:
Ka
[A]l+[B] = [AB]

kq

Gehorcht die Wechselwirkung einer Kinetik erster Ordnung (Langmuir-Kinetik), so kann fol-

gendes Ratengesetz formuliert werden:

%:kam [B]- k,[AB]

Ubertragen auf die Anderung des Resonanzsignals des Oberflichen-Plasmons lautet dieser

Zusammenhang:
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‘il—lj =k,CR,.—(k,C+k,)R
oder in logarithmischer Form:
1n‘:1—1: =In(k,CR,, )—(k,C+k )t
Dabei ist:
dR/dt Rate der Anderung des Oberflichen-Plasmon-Resonanzsignals;
C Konzentration des mobilen Bindungspartners, der Proteine.
Rinax maximales Signal der Oberfldchen-Plasmon-Resonanz in Response
Units (RU) bei der Messung
R Signal der Oberfldchen-Plasmon-Resonanz zum Zeitpunkt t

Diesem kinetischen Modell zufolge liefert eine Auftragung von dR/dt gegen R bzw. von
In(dR/dt) gegen t im Bereich der Assozationsphase des Sensorgramms eine Gerade mit der

Steigung —(k, C + ky).

Dissoziationsphase

Um die Assoziationsrate k, nach dem obigen Modell ermitteln zu kénnen, ist jedoch zunéchst
die Bestimmung der Dissoziationsrate kg erforderlich. Sie kann aus dem Sensorgramm nach

folgendem Zusammenhang ermittelt werden:

dR

L kR
dt ¢

In integrierter, logarithmischer Schreibweise lautet dieser Zusammenhang;:

R

In—2=k,(t-t,)
Rt

Dabei entspricht Ry dem Signal der Oberflichen-Plasmon-Resonanz bei Messbeginn und R
dem zum Zeitpunkt t. Durch Auftragung von In(Ry/Ry) gegen to-t wird eine Gerade erhalten,
aus deren Steigung die Dissoziationskonstante —k4 ermittelt werden kann.
SchlieBlich kann nach der Beziehung:
k
K, = k—d
die Gleichgewichtsdissoziationskonstante fiir die jeweilige Wechselwirkung berechnet wer-

den.
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Zur Ermittlung der kinetischen Konstanten k, und k4 aus den verschiedenen Messungen zwi-
schen den box-RNA Elementen und den Antiterminationsproteinen wurde jeweils die Assozi-
ations- und Dissoziationsphase in den einzelnen Sensogrammen analysiert. Abb. 3.23 zeigt
den Verlauf eines Sensogramms fur die Wechselwirkung des NusB/NusE-Proteinkomplexes
mit rrn boxA-RNA aus E.coli..

RU
120007

Assoziations- Dissoziations-
100007 phase phase

®
o
S
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6000
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40007
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O uﬁ
-2000 " f " f " 1 T 1 " f
500 1000 1500 2000 2500 3000
Time sec

Abb. 3.23 Typisches Aussehen eines SPR-Sensogramms am Beispiel der Wechselwirkung des NusB/NusE-
Proteinkomplexes mit rrn boxA-RNA. Die fur die kinetische Auswertung herangezogenen Kurvenbereiche fir
die Assoziationsphase bzw. fur die Dissoziationsphase sind farblich hervorgehoben.

Zu Beginn der Messung liegt eine modifizierte Oberflache vor. Sie besteht im Fall der in der
Arbeit aufgezeigten SPR-Messungen aus biotinylierten RNA-Oligomeren, z.B. rrn boxA-
RNA, die auf der Goldflache des Sensorchips an Steptavidinankergruppen (siehe 2.14) im-
mobilisiert werden. Die Assoziationsphase wird durch die Auftragung des Bindungspartners,
hier des NusB/NusE-Proteinkomplexes, eingeleitet. Die Kurve steigt in Abhangigkeit von der
Bindungsgeschwindigkeit der beiden Bindungspartner an (roter Bereich in Abb. 3.23) und
geht schliefdich in ein Sattigungsplateau Uber. Die Hohe des Messsignals ist abhangig von der
Grofe und Konzentration der bindenden Molekile der mobilen Phase. Wenn die Zugabe be-
endet ist, erfolgt der Ubergang in die Dissoziationsphase (griiner Bereich in Abb. 3.23); das
Signal fallt ab. Die Geschwindigkeit des Abfalls hangt dabei von der Starke der Wechselwir-
kung zwischen den Bindungspartnern ab. Um fir weitere Messrethen die RNA-Oberfléche
erneut verwenden zu konnen, ist bei hohen Affinitéen, wie z.B. beim Einsatiz des
NusB/NusE-Proteinkomplexes, ein Regenerationsschritt mit 0,05 % SDS obligat. Der Protein-
Bindungspartner wird dadurch denaturiert und auf diese Art von der Oberflache entfernt. Die
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auf der Oberfliche verbleibende RNA-Schicht schirmt ihre Biotin / Streptavidin-
Ankergruppen stark genug ab, dass diese von der SDS-Behandlung unberiihrt bleiben. Ein
Verlust an RNA-Oligonukleotid an der Oberfldche ist nicht zu beobachten.

3.4.2 Bestimmung der Wechselwirkung von N- bzw. Nus-Proteinen mit den unter-

schiedlichen box-Motiven aus E.coli und Bakteriophage A

Der Antiterminationskomplex der E.coli rRNA-Operons, wie auch der des Bakteriophagen A
ist ein Multiproteinsystem. Er ist daher duBerst vielschichtig im Hinblick auf die Beziehungen
der einzelnen Bestandteile untereinander. Ein zentraler Bereich des Komplexes ist sicher die
RNA-Polymerase, die durch die als Mediatoren fungierenden Antiterminationsproteine aus
E.coli bzw. das N-Protein aus dem A Phagen terminatorresistent werden kann. Das N-Protein
kann seinerseits Wechselwirkungen mit dem boxB-RNA-Motiv der A nut-site eingehen. Ein
weiteres Antiterminationsprotein, das NusB-Protein, zeigt einerseits eine Protein-Protein-
Wechselwirkung mit NusE, dem ribosomalen S10-Protein, zum anderen eine Protein-RNA-
Interaktion mit der hoxA-RNA. Um quantitative Aussagen iiber die Bindungsstirke der unter-
schiedlichen Interaktionen zu gewinnen und wichtige Verkniipfungsstellen innerhalb des An-
titerminationskomplexes lokalisieren zu konnen, wurden die verschiedenen Nus-Proteine aus
E. coli zusammen mit dem A N-Protein in SPR-Messungen mit unterschiedlichen RNA box-
Elementen untersucht.

Auf einem CMS5-Sensorchip (Biacore, Uppsala) wurden zu diesem Zweck die RNA-
Oligonukleotide rrn boxA aus E.coli sowie A boxA und A boxB aus der nutL-site des Bakteri-
ophagen A iiber ein Biotin-Streptavidin-Ankerystem immobilisiert. Exemplarisch ist in Abb.
3.24 das Sensogramm der Immobilsierung von rrn hox4-RNA an die mit Streptavidin belegte
Chipoberfliche dargestellt. Wie zu erwarten, war zunidchst ein sprunghafter Anstieg mit
schnellem Ubergang in die Sittigungsphase zu beobachten. Die Bindung von Biotin an Strep-
tavidin gehort mit einer Dissoziationskonstante von etwa 10> M zu einer der festesten, die
zwischen Protein und Substrat bekannt ist. Der geringe Signalabfall in der Dissoziationsphase
ist auf die RNA-Oligonukleotide zurlickzufiihren, die nicht auf der Oberfliche gebunden ha-
ben und mit Waschpuffer entfernt werden konnten. Eine Desorption der einmal auf der Ober-
fliche immobilisierten Oligonukleotide konnte, wie am horizontalen Kurvenverlauf in der

rechten Hailfte des Sensogramms in Abb. 3.24 ersichtlich, nicht beobachtet werden.
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Abb. 3.24 Sensogramm der Immobilisierung von E.coli rrn boxA-RNA auf einem mit Streptavidin belegten

CMS5-Sensorchip (Biacore; Uppsala)

Uber die Flusszelle wurden die verschiedenen Antiterminationsproteine NusA, NusB,

NusB/NusE, NusG und Rho-Protein aus E. coli sowie N-Protein aus dem A Phagen mit der

fixierten RNA in Kontakt gebracht. Die Proteinproben von NusA, NusG, Rho sowie N wur-

den von Herrn Dr. R. Miihlberger bzw. Frau Dr. V. Illarianova zur Verfiigung gestellt. Um

aus den Sensogrammen der einzelnen Messungen verldssliche kinetische Daten bestimmen zu

konnen, wurde fiir jedes Protein bzw. fiir jede Proteinmischung eine absteigende Konzentrati-

onsreihe mit den Schritten 10 uM, 5 uM, 2,5 uM vermessen. Zwei der durchgefiihrten Mes-

sungen sind in den Abb. 3.25 A bzw. B gezeigt. Es handelt sich dabei um die Interaktionen

von E.coli NusB-Protein sowie des NusB/NusE-Proteinkomplexes mit der r7n boxA-RNA-

Sequenz.
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Abb. 3.25 Vergleich der Interaktionen von (A) NusB-Protein und (B) NusB/NusE-Heterodimer mit der r7n

boxA-RNA-Sequenz.
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Bereits eine visuelle Analyse der beiden Sensogramme macht deutlich, dass das NusB-Protein
eine wesentlich schwichere Interaktion mit der box4-RNA eingeht als dies fiir den heterodi-
meren NusB/NusE-Proteinkomplex der Fall ist. Vor allem die Dissoziationsphase weist im
Falle des Proteinkomplexes auf eine starke Bindung mit hoher Affinitdt der Interaktionspart-

ner hin. Neben der rein visuellen Analyse wurde jede Messung auch numerisch durch die

t

R . : :
Auftragung von ln(i—ljj gegent und ln(R—J gegen t—t ausgewertet. Die auf diese Weise

0
erhaltenen Ergebnisse von k,, kg und Kp sind fiir alle durchgefiihrten Messungen in Tabelle

3.10 aufgelistet.

E.coli rrn boxA Lambda nutL boxA Lambda nutL boxB
K, Kq Kp K, Kq Kp K, Kq Kp
a1 [f1 [MI (o1 [+] (wM] a1 [:1 (M
NusB 2,010 5810 20 2,910 1,810 13 n.d. n.d. n.d.
NusB/E 3,9-10°  9,1-10° 0,2 4,410 1,410 0,4 n.d. n.d. n.d.
N-Protein  3,4.10° 3,0.10° 12 1,6:10°  6,4-107 27 8,2:10° 84-10° 0,1
N+NusG 5510 3.2:10" 45 1,510 1,0-107 71 1,1-10°  4,0-10° 90
N+NusB  53.10° 1,810% 3.4 2,1:10°  9,3-107 4,9 2,7.10°  3,3-10° 0,5
N+NusB/E  4510° 6,3-10° 04 42.10° 1,6:10° 0,4 3,9-10° 7,310 05
N + NusA n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. 6,1-10° 6,010 0,1
N+NusA  1,1.10° 2,1-10° 2,0 6,1:10>°  1,9-107 3,1 2,010 1,510% 0,7
(N-t. Dom.)
N + NusA b.s. b.s. b.s. b.s. b.s. b.s. 43.10° 7,510% 0,1
(C-t. Dom.)

Tab. 3.10 Vergleich der kinetischen Konstanten k,, ky und Kp der Interaktionen von einzelnen Nus Proteinen
bzw. deren Mischungen mit den unterschiedlichen box-Motiven aus E.coli und Bakteriophage A. Die Abkiirzung
n.d. weist darauf hin, dass die Werte unterhalb der Messgrenze des BIACORE®-SPR Geriits liegen. Die Abkiir-
zung b.s. steht fiir Werte, die aufgrund der schlechten Signalqualitét nicht zuverldssig ausgewertet werden konn-
ten.

Die kinetischen Konstanten zeigen im Falle von NusB und NusB/NusE analog ausgeprigte
Wechselwirkungen mit den boxA-Motiven von E.coli und A-Phage. Mit dem nutl boxB-
Motiv ist jedoch weder fiir das einzelne noch fiir das mit NusE-komplexierte NusB-Protein
eine Interaktion festzustellen. NusA- und NusG-Protein wechselwirken als Einzelproteine mit
keinem der drei eingesetzten box4A-RNA Motive. Das N-Protein, dem als Mediator in der A-
N-vermittelten Antitermination eine zentrale Rolle zukommt, zeigt neben einer starken Bin-
dungsaffinitit zum boxB-Motiv (Kp = 0,1 uM) auch Affinititen zu den beiden boxA—
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Sequenzen (Kp = 12 uM bzw. 27 uM). Dies ist darauf zuriickzufiihren, dass das N-Protein,
wenn es einzeln in Losung vorliegt, relativ unstrukturiert ist (Van Gilst & von Hippel, 1997).
Erst durch den Kontakt mit seinem Bindungspartner im Antiterminationskomplex, dem
NusA-Protein, nimmt das N-Protein eine definierte rdumliche Struktur an. Dies spiegelt sich
deutlich in den SPR-Messungen wieder, in denen zundchst NusA- und N-Protein im Verhilt-
nis 1:1 gemischt und dann gemeinsam zur den immobilisierten RNA-Oligonukleotiden gege-
ben wurden. Die Bindungsaffinitit des mit NusA komplexierten N-Proteins ist im Falle der
boxB-Sequenz mit einem Kp von 0,1 UM ebenso stark wie im Falle des unkomplexierten N-
Proteins. Die Affinitdten zu den boxA-RNA-Motiven sinken jedoch bis unter die Nachweis-
grenze des BIACORE®-Gerites ab. Die Spezifitit der Wechselwirkung des N-Proteins fiir das
boxB—Motiv wird also durch die Komplexierung mit NusA deutlich gesteigert.

Um die Steigerung der Spezifitit des N- durch das NusA-Protein nidher zu untersuchen, wur-
den neben dem gesamten NusA auch dessen C- bzw. N-terminale Proteindoméne im Rahmen
der SPR-Messungen eingesetzt. Die beiden Doménen konnten in Zusammenarbeit mit Herrn
Dr. R. Miihlberger durch Uberexpression gewonnen und gereinigt werden (Miihlberger,
2002). Die Sensogramme der SPR-Messungen der einzelnen Mischungen von NusA bzw.
dessen Doménen mit N-Protein fiir die Wechselwirkung mit A nutR boxA- bzw. nutR boxB-
RNA sind in Abb. 3.26 vergleichend gegeniibergestellt. Es zeigt sich dabei deutlich, dass so-
wohl die N- als auch die C-terminale Doméne des NusA-Proteins die Spezifitit des N-
Proteins fiir die nutR boxB gegeniiber der rrn boxA deutlich erhohen. Die Wechselwirkung
mit dem boxA-Motiv kann jedoch bei beiden Doménen nicht vollstindig unterdriickt werden.
Auch der Einsatz einer Mischung aus beiden Einzel-Doménen zusammen mit N-Protein, fiihrt
nicht zum gleichen Effekt, wie dies flir das kompletten NusA-Protein der Fall ist.

Eine Mischung des N-Proteins mit NusG vor dem Auftrag auf den RNA-belegten Sensorchip
fihrt zu einer Absenkung der N/boxB-Interaktion auf des Niveau der N/boxA-
Bindungsaffinititen. Die Spezifitit von N-Protein wird im Hinblick auf die boxB-Erkennung
durch den Kontakt mit NusG vermindert.

In weiteren Messungen wurden Mischungen von N-Protein mit NusB oder dem NusB/NusE-
Proteinkomplex hergestellt und mit den verschiedenen hox-Motiven kontaktiert. Die erhalte-
nen kinetischen Daten liegen im Wertebereich der jeweiligen Einzelbeziehungen von N-
Protein, NusB und dem NusB/NusE-Heterodimer. So wurde bei den boxA-Motiven aus E. coli
und A fiir die N/NusB Mischung eine Kp im Bereich von 10 uM erhalten, die Affinitdt von

N/NusB/NusE lag mit 0,3 uM wiederum um zwei Grofenordnungen dariiber. Analog wurde
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bei der A boxB die Dissoziationskonstante von N-Protein im Bereich von 0,7 uM fiir N/NusB
und 0,1 uM fiir N/NusB/NusE wieder gefunden.
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Abb. 3.26 SPR-Sensogramme fiir die Interaktionen von Mischungen aus N-und NusA-Protein bzw. dessen N-
sowie C-terminaler Doméne mit A nutR boxA bzw. boxB.
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Abb. 3.27 Grafischer Vergleich von den Kp Werten der Interaktionen zwischen den einzelnen Antiterminati-
onsproteinen bzw. deren Mischungen mit den box-Motiven aus E.coli und Bakteriophage A.
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In Abb. 3.27 ist ein graphischer Vergleich der Dissoziationskonstanten Kp wiedergegeben.
Um eine bessere Ubersichtlichkeit der Darstellung zu erreichen wurde die Hochwertachse in
logarithmischer Form aufgetragen. Die Kp Werte der unterschiedlichen Einzelproteine bzw.

Proteinmischungen mit den drei box-Motiven werden durch farbige Sdulen symbolisiert.

3.4.3 Interaktionen des NusB-Proteins bzw. des NusB/NusE-Proteinheterodimers mit

rrn boxA-Mutanten

3.4.3.1 Mutationen der Basen des rrn box4 Motivs

Das dodecamere boxA-Element, das an das E.coli NusB-Protein bindet, ist 40 Basen strom-
abwirts der Promotorregion in jedem der sieben rrn-Operons lokalisiert. Diese Operons ver-
teilen sich tiber das zirkuldre Chromosom von E. coli bei 5.1 min (rrnH), 56.1 min (rrnG),
72.1 min (rrnD) und zwischen 84.5 und 90.5 min (r7nC, -4, -B, -E). Die boxA-Motive des
Bakteriophagen A, die stromabwirts der rechten und linken Promotoren, P bzw. Pp , ange-
ordnet sind, unterscheiden sich in einer bzw. drei Basen von der r7n boxA-RNA (Olson et al.,
1982).

Der Einfluss von Basenmutationen im 12 Basen langen boxA-RNA Motiv auf die Affinitét
zum NusB/NusE-Proteinkomplex wurde von Nodwell und Greenblatt bereits 1993 untersucht.
Durch den Einsatz von Gelmobilitits-Assays konnten sie mit wenigen Ausnahmen zeigen,
dass einzelne Nukleotid-Austausche in der boxA-RNA Sequenz die Affinitit zum
NusB/NusE-Heterodimer bis unter die Nachweisgrenze der eingesetzten Methode erniedri-
gen.

Mit Hilfe der Oberflichen-Plasmonresonanz konnten im Rahmen dieser Arbeit kinetische und
thermodynamische Daten zur Wechselwirkung zwischen hox4-RNA, die durch Basentausche
verandert wurde, und NusB-Protein sowie dem NusB/NusE-Komplex gewonnen werden.

Zu diesem Zweck wurden die in Tab. 3.11 zusammengefassten biotinylierten RNA Oligo-
nukleotide wie unter 2.14 beschrieben, nicht-kovalent auf der Streptavidin-beschichtete Ober-
fliche des optischen Sensors (CM5-Sensorchip) fixiert. Der Biotin-Tag ist am 5'-Ende der
boxA-Sequenz liber einen 5 Ribonucleotide umfassenden Linker kovalent gebunden. Der Lin-
ker dient dazu, die sterische Hinderung zwischen dem NusB-Protein bzw. dem NusB/NusE-

Komplex und der Streptavidin-Beschichtung der Sensoroberfliche zu minimieren. Der Auf-
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bau des Linkers wurde dabei so gewihlt, dass er genau der Basenabfolge entspricht, die auch
in den E.coli rrn-Operons vor dem boxA-Motiv liegt. Die Bindung des Biotin-Tags erfolgte

am 5’-terminalen Adenosinrest.

RNA-
Basensequenz

Oligonukleotid

rrn boxA-Biotin 5. XAGCG GCACUGC CUCUUUAATC A 30
nufR boxA-Biotn  5- X AGCG GCACCGCUCUUATCATCA 3
nutL boxA-Biotin 5 X A GC G G C A CC GCUCUUAAAAA 3
nufR boxB-Biotn - X A GCG GCACGOCCCUGAAAAAGGC -3
hoxA-C5G-Biotin - X AGC G G C A CUGGC CUGUUUAATC A 3
boxd-UBGAIOC- o, v \ G c 6 GCACUGCUGUUGATCC A 3

Biotin

Tab. 3.11 Basensequenzen der fiir die Oberflichen-Plasmonresonanz Spektroskopie eingesetzten boxA-Motive

Die Adsorption und Bindung der biotinylierten RNA Oligomere auf die Streptavidin-
beschichtete Chipoberflache konnte direkt durch das Plasmonresonanzsignal beobachtet wer-
den. Die Sensoroberfliche wurde anschliefend mit einer Losung des jeweiligeN-Proteins (2,5
bis 10 uM) gespiilt und die Interaktion zwischen RNA und Protein bzw. Proteinkomplex in
Form eines Sensogramms aufgezeichnet. AnschlieBend wurde die Oberflache mit proteinfrei-
em Puffer gespiilt. Wahrend dieser Waschphase konnte die Dissoziation des Proteins von der
RNA beobachtet werden. Um unspezifische Wechselwirkungen des NusB-Proteins bzw.
NusB/NusE-Proteinkomplexes mit der Chipmatrix liberpriifen und das aufgezeichnete Signal
der spezifischen Wechselwirkung damit im Anschluss berichtigen zu kdnnen, wurde jede
Messung im direkten Vergleich mit einer Referenzspur ohne immobilisierte RNA durchge-
fithrt.

Die Ergebnisse der durchgefiihrten Messungen sind in der folgenden Tabelle 3.12

zusammengefasst.
NusB NusBE
RNA
kilys] kalt]  Kp[uM] kilysl  kalt]  Kp[uM]
rrn boxA ™ 2:10* 510" 20 4-10* 9.10° 0,2
rrn boxA C5G® 4-10? 4102 100 2:10° 6-10° 3
rrn box4 USGA10C ¥ 2.10* 3.10™! 13 5.10° 3.10° 0,6
nutR boxA"® 3-10* 2:10" 10 4.10* 1-107 0,4
nutR boxB"® nd. nd. >1000 nd. nd. >1000

Tab. 3.12 Sequenz-Spezifitit der RNA-Protein Wechselwirkung. a) von rrn RNA Operons aus E.coli, b) von A
Phage . Die Abkiirzung n.d. steht fiir nicht nachweisbare Werte.

97



Ergebnisse

Die Messungen zeigten, analog zu den unter 3.4.2 beschriebenen, eine hohe Affinitdt des
NusB/NusE-Heterodimers zur rrn boxA-RNA von E.coli. Die Bindungsphase der Interaktion
wurde dabei durch eine hyperbolische Sattigungskurve charakterisiert (Abb. 3.27 B), die sich
iiber eine Zeitspanne von 3 Sekunden erstreckte. Die Dissoziation des Proteinkomplexes von
der boxA-RNA belegten Chipoberfliche dauerte hingegen mehrer Minuten. Sie zeigte eben-
falls eine hyperbolische Charakteristik, erreichte allerdings wéhrend der Messzeit die Basisli-
nie nicht mehr. Diese Situation ist typisch fiir SPR-Experimente mit hochaffinen Interaktions-
partnern. Die Ratenkonstanten fiir die Bindung und die Dissozation betragen k, = 4-10* M's™!
und kg = 9-10° s, Das Verhiltnis der Ratenkonstanten (Tabelle 3.12) ergibt eine Dissozati-
onskonstante Kp von 0,2 uM.

Um den Einfluss von Sequenzmodifikationen des boxA-Motivs auf die Bindungsaffinitét zu
untersuchen, wurden drei unterschiedliche RNA-Oligomere verwendet. Sie weichen von der
konservierten boxA-RNA durch Unterschiede in bis zu drei Basen ab: die Punktmutation
C5G, die Doppelmutation U8G/A10C und das nutR-Motiv des Bakteriophagen A, welches
sich von der E.coli boxA durch die Substitutionen U1C, U8G und C11A unterscheidet. Das
doppel-mutierte RNA-Oligonukleotid USG A10C war bereits in den oben erwéhnten Unter-
suchungen mittels Gelmobilitdts-Assays eingesetzt worden und zeigte dabei ein positives Er-
gebnis im Hinblick auf eine Wechselwirkung mit dem NusB/NusE-Proteinkomplex (Nodwell
& Greenblatt, 1993). In den SPR-Messungen zeigte sich, dass die Assoziationsrate fiir dieses
Oligonukleotid um den Faktor 9 im Vergleich zur hoxA-RNA reduziert ist. Da die Dissoziati-
onsgeschwindigkeit ebenfalls bis zu einem gewissen Grad verringert wurde, erhohte sich die
Dissoziationskonstante nur um einen Faktor 3 im Vergleich zur hox4-RNA.

Das zu boxA analoge Motiv der nutR-Sequenz des Bakteriophagen A verhilt sich gegeniiber
dem NusB/NusE-Heterodimer vergleichbar zur E.coli boxA-RNA. Die entsprechenden ther-
modynamischen und kinetischen Daten aus den Bindungsexperimenten belegen dies eindeu-
tig. In fritheren Gel-Mobilidtsassays hingegen zeigte die A nutR boxA-RNA keine Affinitéit
zum NusB/NusE-Proteinkomplex (Nodwell und Greenblatt, 1993).

Die C5G Mutation, die nahezu mittig in der boxA4-Sequenz liegt, wurde durch die Gelshift-
Assays als nichtbindend charakterisiert. Die SPR-Messungen liefern im Kontrast dazu eine
15-fach hohere Dissozationskonstante kqy fiir die NusB/NusE-Wechselwirkung im Vergleich
zur Konsensus-boxA-RNA von E. coli. Die Erh6hung von Kp um den Faktor 5 ist demzufolge
iiberwiegend auf die Verringerung des k,-Wertes zurilickzufiihren.

Die geschilderten Bindungsuntersuchungen wurden mit NusB-Protein wiederholt (Tab. 3.12).

Die Ergebnisse entsprachen dabei im wesentlichen den fiir den NusB/NusE-Proteinkomplex
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genannten. Die Dissozationskonstante fiir die hox4A-RNA respektive die Konstanten der mu-
tierten Homologen iiberstiegen allerdings die fiir den NusB/NusE-Komplex beobachteten
Werte um den Faktor 25 im Falle der A nutR boxA und der rrn boxA U8G A10C. Fiir die ein-
fach mutierte rrn boxA mit dem C5G-Austausch liegt der Faktor bei 33, flir die r#n boxA4 so-
gar bei 100. Erhohte k,-Konstanten sowie erniedrigte kg-Raten fithren zu den allgemein nied-
rigeren Werten flir die Dissoziationskontante Kp im Vergleich zum NusB/NusE-Komplex.
Die aufgezeigten Daten stehen in guter Ubereinstimmung mit dem Fehlerbereich der Gelmo-
bilitdts-Assays mit NusB-Protein aus fritheren Arbeiten (Nodwell und Greenblatt, 1993).

Aus dem erhaltenen Datenpool kann derzeit noch nicht entschieden werden, ob die stirkere
Bindung des NusB/NusE-Heterodimers im Vergleich zum NusB-Protein auf zusitzliche
RNA-Kontakte durch das NusE-Protein oder auf eine Konformationsédnderung des NusB-

Proteins bei der Komplexierung mit NusE zuriickzufiihren ist.

3.4.3.2 Mutationen der 2’-Hydroxylgruppe der boxA-RNA Oligonukleotide

Nach der Untersuchung der Affinitit von NusB-Protein bzw. dem NusB/NusE-
Proteinkomplex fiir das mit einzelnen bzw. mehrfachen Mutationen der Nukleobasen verse-
henen boxA-Motiv, wurde in den folgenden Messungen die Diskriminierung zwischen DNA
und RNA nidher untersucht. Es erscheint plausibel, dass NusB-Protein zwischen RNA und
DNA unterscheiden kann, um im Antiterminationskomplex gezielt auf die nascierenden RNA
zu fokusieren. Mit kinetischen und thermodynamischen Analysen unter Verwendung von
SPR sowie der weiter unten beschriebenen NMR-Spektroskopie (siehe 3.5.2) wurde versucht
diese Hypothese zu bestdtigen.

Die Oberflichen-Plasmonresonanz-Messungen wurden nach dem oben angefiihrten experi-
mentellen Vorgehen mit oberflichenimmobilisierten RNA-Oligonukleotiden und dem NusB-
Protein bzw. dem NusB/NusE-Heterodimer in der mobilen Phase durchgefiihrt. Als Oligo-
nukleotide wurden analog zu Kapitel 3.4.3.1 konstruierte biotinylierte Hexadecamere einge-
setzt, in deren RNA-Sequenzen an einzelnen Positionen ein bzw. mehrere Desoxyribonu-
kleotide anstatt Ribonukleotiden in das boxA4-Motiv insertiert wurden. Auf diese Weise konte
eine Bibliothek von 12 hox4A-RNA Motiven kreiert werden, die jeweils ein reduziertes Nukle-
otid ohne 2'-Hydroxylgruppe an der Ribose aufwiesen. Zusitzlich wurden zwei boxA-RNA
Motive eingesetzt, bei denen zum einen die geraden (RD), zum anderen die ungeraden Basen-

positionen (DR), also jeweils sechs Ribonukleotide durch entsprechende Deoxyribonukleotide
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ausgetauscht wurden. Durch den Einsatz von zwei komplett aus Deoxyribonukleotidstrdngen
bestehenden boxA4-Oligonukleotiden, eines davon mit Uracil-Substitutionen der Thyminposi-
tionen, konnten zudem Informationen iiber etwaige Affinititen des NusB-Proteins bzw. des
NusB/NusE-Proteinkomplexes zu reinen DNA Sequenzen erhalten werden. Eine Ubersicht
der eingesetzten RNA/DNA Sequenzen ist, aufgrund der Analogie zum Einsatz bei der NMR-
Spektroskopie, in Tabelle 3.17 in Kapitel 3.5.2 dargestellt.

Die kinetischen und thermodynamischen Daten, die aus den SPR-Messungen bestimmt wer-

den konnten, sind in Tabelle 3.13 zusammengefasst.

NusB NusB/NusE
RNA / DNA-
Kk, Kq Kp Kk, kq Kp
Oligonukleotid . | . )

[+ ] [5] [uM] (5] [] [uM]

boxA-RNA 4,710° 6,210 13 1,610* 1,8107 0,11

boxA-DNAdU n.d. n.d. n.d. 1,210° 46102 40
boxA-DNA n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
C3dC 6,6'10° 1,910 18 1,610* 2,8107 0,17
U4dU 7,1'10° 9,710 14 1,1'10* 3,3107 0,29
U6dU 6,310° 1,210 19 9,310° 2,6107 0,28
A9dA 3,610 2,210 6,1 8,810° 2,3107 0,26
A10dA 1,1'10* 1,510 14 8,510° 1,9107 0,22
C11dC 4,610° 1,210 27 9,410° 3,4107 0,36
RD 4,3610° 1,110 25 2,710* 5,210° 0,19

DR 2,110 9,510 452 1,810* 8,110 4,5

Tab. 3.13 Kinetische und thermodynamische Konstanten aus den SPR-Messungen von NusB-Protein bzw.
NusB/NusE-Proteinkomplex mit diversen Desoxy-enthaltenden box4-RNA-Sequenzen. Die Abkiirzung n.d.
weist darauf hin, dass die Werte unterhalb der Messgrenze des BIACORE"-SPR Geriits liegen.

Die Messung von boxA-DNA ldsst keinerlei Affinitét des NusB-Protein oder des Proteinkom-
plex NusB/NusE mit diesem Oligonukleotid erkennen. Unter Beriicksichtigung der Nach-
weisgrenze des eingesetzten BIACORE®2000 SPR-Gerits kann davon ausgegangen werden,
dass die Dissoziationskonstanten fiir beide Proteine grofler als 1 mM sein miissen.

Wie unter 3.4.3.1 beschrieben, fiihrte die Anderung von Uracil in 5-Methyl-Uracil an der Po-
sition 4 des boxA-RNA Motivs zu einer Abnahme der Affinitit zu NusB sowie des
NusB/NusE-Komplexes. Um einen Einfluss der Methylgruppe des Thymins bei der Diskrimi-
nierung der Bindung von DNA bzw. RNA an NusB-Protein ndher zu erfassen, wurde in ei-

nem Fall eine hoxA-DNA vermessen, die statt Thymin Desoxy-Uracil enthielt. Der Messan-
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satz mit NusB-Protein zeigte keine detektierbare Bindung zu diesem Oligonukleotid, woge-
gen der NusB/NusE-Proteinkomplex eine Dissoziationskonstante von 40 uM aufwies (Abb.
3.28). Die Methylgruppe nimmt offensichtlich in geringem Umfang an einer Differenzierung
zwischen RNA und DNA teil. Einen entscheidenden Einfluss hat sie jedoch nicht. Einen sehr
viel grofBeren Effekt auf die Diskriminierung zwischen RNA und DNA hat demzufolge die 2'-
OH-Funktion der RNA.

A B
RU NusB RU NusB/NusE
1800- 450-
boxA
1600 > 4000 boxA
1400- 3500
rd-boxA } rd-boxA
o 1200- o 3000
n (0]
& 1000- & 2500-
) &
8 800- &,zooof
600- 1500 -
400- 1000 -
200 d-boxA(U) 0 '/ d-boxA(U) |
0 0-
2200 ‘ i ‘ i ‘ : ‘ | 200 | | | |
m0 15 10 180 130 00 0 1200 1501300
Time s Time 5

Abb. 3.28 Sensogramme der SPR-Messungen von (A) E.coli NusB-Protein und (B) NusB/NusE-Heterodimer
mit rrn boxA-RNA, RD-boxA-RNA sowie DNA(dU).

Bei den singuldren Austauschen eines Ribo- gegen ein Desoxynukleotid in der boxA-Sequenz
war beim Einsatz des Proteinkomplexes aus NusB und NusE eine um zwei Grof3enordnungen
hohere Affinitit als beim NusB-Protein zu verzeichnen. Durchschnittlich lag der Wert fiir Kp
im Falle von NusB-Protein um 16,4 uM. Fiir den NusB/NusE-Komplex wurde eine Dissozia-
tionskonstante um 0,25 uM ermittelt. Damit liegen die Werte in den jeweiligen Grofenord-
nungen zu den Komplexen mit der Wildtyp hoxA-RNA. Innerhalb der Reihe fiir NusB bzw.
NusB/NusE waren die Schwankungen der kinetischen Konstanten im Bereich der Messgenau-
igkeit der SPR-Spektroskopie. Die Grenzwerte lieferten im Fall von NusB-Protein die A9dA
boxA-RNA mit einem Kp von 6,1 uM sowie die C3dC boxA4-Sequenz mit einer Dissoziati-

onskonstanten von 27 UM. Die Affinititen von NusB/NusE zu den beschriebenen boxA-
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Mutationen liegen enger um den Mittelwert, weisen aber die gleichen Tendenzen wie die
NusB-Messungen auf.

Zu einem anderen Resultat flihrte die Untersuchung der alternierednen RNA/DNA-
Oligonukleotide RD- und DR-boxA. RD liegt mit Dissoziationskonstanten von 25 uM fiir die
Bindung zu NusB-Protein und 0,19 pM fiir die zum NusB/NusE-Heterodimer im gleichen
Wertebereich wie die Ergebnisse der Einzelaustausche. Die DR-boxA hingegen weist zu
NusB-Protein eine um den Faktor 10 niedrigere Affinitit auf. Analoges gilt fiir die Wechsel-
wirkung mit dem NusB/NusE-Komplex. Die betreffenden Dissoziationskonstanten Kp heben
sich mit 452 uM fiir NusB und 4,5 uM fiir den NusB/NusE-Komplex stark von den anderen
Werten ab. Die betreffenden Sensorgramme von RD in Abbildung 3.28 zeigen aber keine

atypischen Verldufe oder Artefakte im Bereich der Assoziations- oder Dissoziationsphasen.

3.4.3.3 Absicherung der durchgefiihrten Messungen

Im Rahmen einiger Kontrollexperiment sollte die Richtigkeit und Verldsslichkeit der oben

beschriebenen SPR-Messungen bestétigt werden.

Reduktion der Oberfliachenbelegung mit rrn boxA-RNA

Der Theorie nach sollten die mittels Oberflaichen-Plasmonresonanz bestimmten thermodyna-
mischen Dissoziationskonstanten Kp von der Amplitude des Messsignals unabhidngig sein.
Dies bedeutet, dass die Menge der eingesetzten Interaktionspartner keinen Einfluss auf die
Messergebnisse haben sollte. Im Falle der eingesetzten Proteine wurde dies bereits durch die
Aufzeichnung von Konzentrationsreihen fiir jede SPR-Messung bewerkstelligt. Um jedoch
auch die Unabhédngigkeit der Kp-Werte von der Oberflichenbelegung des optischen Sensors
mit dem zu vermessenden RNA-Oligonukleotid zu bestitigen, wurde im Rahmen zweier
Messreihen die Menge an boxA-RNA bei der Belegung der Oberflidche durch Mischungen mit
biotinylierter ployT-DNA verringert. Die polyT-DNA, die nachweislich keine Wechselwir-
kung mit NusB-Protein bzw. NusB/NusE-Proteinkomplex (Abb. 3.29) zeigte, wurde dabei im
Verhiltnis 1 zu 1 bzw. 1 zu 2 zur rrn boxA eingesetzt. Analog zu den oben beschriebenen
Messungen, wurden im Anschluss an die Immobilisierung der verringerten Menge an boxA—
RNA die Bindungsaffinitdten zu NusB-Protein sowie dem NusB/NusE-Heterodimer durch
Auswertung der in Abb. 3.29 dargestellten Sensogramme bestimmt. Die numerischen Werte

der beiden Messreihen sind in Tabelle 3.14 zusammengefasst.
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rrn boxA rrn boxA + polyT DNA (2:1) rrn boxA + polyT DNA (1:1)
K, kq Kp K, Kp Kk, kq Kp
[wz] [f] [WM] [+ ] [uM] [ws]  [f] M)
NusB 210 510" 20 9-10° 10 4-10° 3-107 9
NusB/NusE 410 9-10° 0.2 1-10* 0,2 9.10° 3107 0,3

Tab. 3.14 Kinetische und thermodynamische Konstanten aus SPR-Messungen mit unterschiedlichen Oberfla-
chenbelegungen des Sensorchips mit rrn boxA-RNA.

RU
1800

1600 |
1400
1200 |
1000

(o]

(=)

o
|

Response

A

=

o
|

N

(e}

]
|

-

boxA
boxA + poly T
2 1

boxA + poly T
1 1

poly T

1300

1350

Time

1400

1450
S

Abb. 3.29 Sensogramm der Wechselwirkung des NusB/NusE-Proteinkomplexes mit unterschiedlichen Mengen

an oberflachenimmobilisierter rrn boxA-RNA.

Die Sensogramme der Interaktionen von NusB-Protein bzw. NusB/NusE-Proteinkomplex mit

rrn boxA-Sequenz zeigen mit sinkender Menge an, auf der Oberfliche immobilisierter RNA,

eine abnehmende Signalamplitude. Dies ist darauf zurlickzufiihren, dass durch die Reduktion

der Oberflachenbelegung der Goldschicht mit boxA-RNA eine geringere Zahl an potentiellen

Kontaktstellen fiir die Wechselwirkung mit dem eingesetzten Protein bzw. Proteinkomplex

zur Verfiigung steht. Die Gesamtmenge der gleichzeitig mit der RNA-belegten Oberfldche

interagierenden Substratmolekiile ist daher geringer. Die Verschiebung des Intensiditsmini-
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mums der Reflektivitdtskurve der Goldoberfldche, die von der Gesamtmasse der adsorbieren-
den Substanzen abhéngt, féllt geringer aus. Ein niedrigeres Signal der Oberflichenplasmonre-
sonanz ist die Folge.

Die Kp Werte der Tabelle 3.14 werden durch diese Verringerung der Signalamplitude jedoch
nicht beeinflusst. Da im Rahmen der weiter oben beschriebenen Messungen der Interaktionen
von Antiterminationsproteinen mit box4-RNA bzw. boxA-Mutanten allenfalls eine geringe
Schwankung (max. 15 %) der Oberflichenbelegung mit dem jeweiligen RNA-Oligonukleotid
vorlag, kann eine Verfilschung der aufgezeigten kinetischen bzw. thermodynamischen Werte

ausgeschlossen werden.

Immobilisierung von NusB-StrepTAG auf der Oberfliche des optischen Sensors

Eine zweite Serie an Kontrollexperimenten sollte zeigen, dass durch die gewéhlte Messanord-
nung — das RNA-Oligonukleotid auf der Sensoroberfldche zu fixieren und die Antiterminati-
onsproteine in der mobilen Phase damit zu kontaktieren — keine Beeinflussung der gemesse-
nen Bindungskonstanten stattfindet.

Zur Realisierung einer alternativen Messanordnung, bei der nicht das Oligonukleotid, sondern
das Antiterminationsprotein auf der Goldoberfliche des optischen Sensors fixiert werden
kann, war es ndtig das Protein, im hier aufgezeigten Fall, das NusB-Protein aus E.coli mit
einem Affinitits-Tag zu versehen. Zu diesem Zweck wurde, wie unter 3.1.4 bzw. 3.1.5 be-
schrieben, ein rekombinantes NusB-StepTAG Protein kloniert, iiberexpremiert und gereinigt.
Der C-terminale StrepTAG, der eine hohe Affinitit zu Streptavidin aufweist, konnte als An-
kergruppe verwendet werden, mit deren Hilfe eine Fixierung des NusB-Proteins an der Ober-
flaiche moglich war.

Zu diesem Zweck wurden die eingesetzten CM5-Sensorchips (Biacore, Uppsala) analog zur
Immobilisierung von biotinylierten RNA-Oligonukleotiden (siehe 2.13) mit Streptavidin be-
legt. Die derartige vorkonditionierte Oberfliche wurde anschlieBend mit einer Losung aus
100 uM NusB-StrepTAG in HBS-EP Puffer (0,01 M HEPES, pH 7,4; 0,15 M NaCl; 3 mM
EDTA; 0,005 % Tween20) gespiilt. Die Adsorbtion des NusB-StrepTAG Proteins ist an dem
in Abb. 3.30 A gezeigten Sensogramm zu erkennen. Die Affinitdt des StrepTAG ist hoch ge-
nug, um nach einer mehrminiitigen Waschperiode mit proteinfreiem Puffer eine iiber die
Messzeit nahezu konstanten Menge an oberflichenfixiertem NusB-Protein zu Verfligung zu
stellen.

In diversen Vorversuchen wurde festgestellt, dass der Interaktionspartner des NusB-Proteins,

das boxA-RNA-Oligonukleotid, sofern es in freier Form in der mobilen Phase eingesetzt wur-
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de, zu einer extrem starken unspezifischen Wechselwirkung mit dem Gold der Chipoberfldche
neigte. Eine verniinftige Messauswertung wére bei derartig ausgeprdgten unspezifischen
Wechselwirkungen nicht mehr méglich gewesen. Aus diesem Grund musste eine Moglichkeit
erarbeitet werden, um das RNA-Oligonukleotid, das in freier Form nur eine sehr geringe Vo-
lumenausdehnung aufweist und daher leicht durch die Chipmatrix hindurch bis zur Goldober-
flache vordringen kann, derartig zu modifizieren, dass es aufgrund sterischer Effekte an einer
unspezifischen Adsorbtion gehindert wird. Eine Modifikation der Basen oder des Zuckerriick-
rates am Oligonukleotid konnte nicht vorgenommen werden, da sonst kein Vergleich zu den
oben beschrieben Messungen mit inverser Messanordnung moglich gewesen wére. Eine Ab-
hilfe bot der Einsatz von den 5’-biotinylierten Oligonukleotiden, die auch schon fiir die Im-
mobilisierung der RNA auf der Oberfliche verwendet wurden. Diese boten die Moglichkeit
iiber die Biotin-Ankergruppe am 5’-Ende eine sterische sehr anspruchsvolle Komponente,
Streptavidin, an die RNA anzukoppeln, ohne dabei die eigentliche Basensequenz in irgend
einer Art zu verdndern. Die Herstellung dieser Streptavidin-beschwerten RNA-Sequenzen
wurde durch eine Mischung von Streptavidin mit 5’-biotinylierter boxA-RNA bzw. deren Mu-
tationen in HBS-EP Puffer durchgefiihrt. Die Mischungen wurde anschliefend tiber die mit
NusB-StrepTAG belegte Chipoberfliche gepumpt. Abb. 3.30 B zeigt ein Sensogramm von
einer SPR-Messungen mit immobilisiertem E.coli NusB-Protein und Streptavidin-beschwerter

boxA-RNA.
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Abb. 3.30 SPR-Sensogramme: (A) Immobilisierung von NusB-StrepTAG Protein auf der Chipoberfliche eines
Streptavidin-belegten CMS5 Sensorchips. Die rote Kurve zeigt dabei die kaum vorhandene unspezifische Wech-
selwirkung bei der Immobilisierung. (B) Interaktion zwischen NusB-StrepTAG und Streptavidin-beschwerter
boxA-RNA. Die Korrektur des Messsignals mit der unspezifischen Wechselwirkung fiihrt zu nicht auswertbaren
Bereichen zu Beginn der Assoziations- und Dissoziationsphase.
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Das Sensogramm der Interaktion des immobilisierten NusB-Proteins mit der beschwerten
boxA-RNA zeigt sowohl zu Beginn der Assoziations- als auch der Dissoziationsphase nicht
auswertbare Signalbereiche. Diese resultieren aus der Korrektur des spezifischen SPR-Signals
der Protein / RNA-Wechselwirkung mit dem unspezifischen Signal der RNA / Gold Interakti-
on. Die Bestimmung der kinetischen und thermodynamischen Daten der Messung wird durch
diese nicht auswertbaren Signalbereiche zwar erschwert, ist aber dennoch mdoglich. Es muss
jedoch beachtet werden, dass die Auswertungen der SPR-Experimente mit der oben geschil-
derten Messanordnung, bei der das Antitermiantionsprotein immobilisiert und die zu untersu-
chenden RNA-Oligonukleotide in der mobilen Phase vorlagen, durch das erhohte unspezifi-
sche Wechselwirkungssignal mit gro3eren Fehlern behaftet sein kann.

Die Ergebnisse der Kontrollmessungen, die mit dem beschriebenen ,,inversen Messsystem*
durchgefiihrt wurden, sind in Tabelle 3.15 zusammengefasst. Sie sind, trotz der angesproche-
nen Auswerteprobleme, im wesentlichen analog zu den Werten, die mit Hilfe der Messungen

an immobilisierter RNA und freiem Antiterminationsprotein (Tab. 3.12 ) gewonnen werden

konnten.
NusB-StrepTAG
K[ 35 ] K [1] Kp [uM]
boxA-Biotin (Streptavidin-beschwert) 0,6-10° 2,0-102 30
boxA-C5G-Biotin (Streptavidin-beschwert) 0,1-10° 1,1-102 110
boxA-U8GA10C-Biotin (Streptavidin-beschwert) 0,8-10° 2,6-102 33

Tab. 3.15 Kinetische und thermodynamische Daten aus den SPR-Messungen mit immobilisiertem NusB-
StrepTAG Protein und Streptavidin-beschwerten RNA-Oligonukleotiden.
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3.5 NMR-spektroskopische Untersuchungen von boxA-RNA Mutanten

im Komplex mit NusB-Protein

3.5.1 Mutationen der Basen in der rrn boxA-RNA Sequenz

Um die Wechselwirkung von Antiterminationsproteinen mit verschiedenen RNA-Sequenzen
mit einer zur SPR alternativen Methode detailliert zu studieren, wurden die 'H™N-
Amidresonanzen von entsprechenden Protein/RNA-Komplexen mittels NMR-Spektroskopie
untersucht.

Aufgrund der schlechten Spektrenqualitét der HSQC-Experimente mit vollstandig bzw. par-
tiell N-markiertem NusB/NusE-Proteinkomplex (siehe. 3.2.2) erstreckten sich die beschrie-
benen NMR-Untersuchungen nur auf das E.coli NusB-Protein. Dieses zeigte sehr gut aufge-
|6ste *H,"*N-K orrel ationsspektren (Huenges et al., 1998; Altieri et al., 2000) und konnte daher
problemlos fir die systematischen Untersuchungen mit boxA-RNA Squenzvariationen heran-
gezogen werden.

Zur Durchfiihrung derartiger Untersuchungen wurden unter Verwendung von *>N-markiertem
NusB-Protein in einem 2D-HSQC-Experiment jeweils die chemischen Verschiebungen der
'H- und **N-Atome der Amidgruppen des Proteins bei 295 K gemessen. Die Proben enthiel-
ten: 0,5mM "N-markiertes NusB-Protein und 0,7 bis 1 mM RNA in 70 mM Kaliumphos-
phat-Puffer bei pH 7,0. Um die experimentellen Bedingungen so reproduzierbar wie méglich
zu gestalten, wurde routinemaRig das pH-abhangige *'P-NMR Signal des Phosphatpuffers
detektiert. Durch Voruntersuchungen konnte zudem ausgeschlossen werden, dass die Werte
der chemischen Verschiebungen des NusB-Proteins im Komplex mit RNA durch etwaige
Temperaturschwankungen beeinflusst werden (L Gttgen, 2000).

Frilhere Experimente haben gezeigt, dass die *H und °N-Verschiebungen der Amidsignale
durch die Komplexierung des NusB-Antiterminationsproteins mit boxA-RNA eine erhebliche
Verschiebung erfahren. Auf diesem Sachverhalt basierend, wurde eine Rethe von HSQC-
Spektren mit unterschiedlichen boxA-Motiven aufgenommen, die eine bzw. mehrere Basen-
mutationen in ihrer Sequenz aufwiesen (Tabelle 3.16). Alle verwendeten RNA-Oligo-
nukleotide wurden, ungeachtet der enthaltenen Basenmutationen bzw. Sequenzverschiebun-
gen, Uber die Randbereiche des boxA-Motivs hinaus, als Dodecamere eingesetzt, um stru-

kutrelle Anderungen zu minimieren.
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Tab. 3.16 RNA-Oligonukleotide, die fiir die '"H'’N-HSQC-Messungen mit NusB-Protein verwendet wurden.
Die oberste Tabellenzeile, zeigt das boxA-Motiv sowie daran angrenzenden Randbereiche, wie sie in den sieben
rrn-Operons von E.coli vorkommen. Die dodecamere boxA-Sequenz selbst ist durch Fettdruck hervorgeheoben.

Die verwendeten Oligonukleotide wurden unter dem Gesichtspunkt ausgewihlt, ausgehend
von einer hohen strukturellen Vergleichbarkeit bis hin zu einer deutlichen Abweichung der
Basensequenz von dem urspriinglichen E.coli boxA-RNA-Motiv ein reprédsentatives Feld an
Basenmutationen bzw. -deletionen bereitzustellen. Das Design der Oligonukleotide unterlag

dabei folgenden vier Kriterien:

(I) Durch den Austausch diverser Uracil- durch 5-Methyluracil-Reste sollte der Einfluss
kleiner struktureller Verdnderungen auf die Wechselwirkung zu NusB-Protein unter-

sucht werden.

(I) GroBere strukturelle Anderungen wurden durch Austausch einzelner Basen wie T gegen

C, A gegen C, U gegen G oder C gegen G, eingefiihrt.

(IIT) Die Auswahl der Oligonukleotide mit 2 bzw. 3 ausgetauschten Basen wurde auf die
Kombinationen beschrinkt, von denen eine Wechselwirkung mit NusB-Protein in vivo
und / oder in vitro bereits bekannt war. Zu den ausgewdihlten Sequenzen gehorten die
boxA-Motive der nutR- und nutL-sites des Bakteriophagen A sowie die doppelmutierte
RNA USG A10C, fiir die eine Bindung mit dem NusB/NusE-Heterodimer durch Gel-
mobilitits-Assays bereits gezeigt werden konnte (Nodwell und Greenblatt, 1993).
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(V) Um die Relevanz von peripheren Bereichen des rrn boxA-Motivs zu untersuchen, wur-
den Oligonukleotide mit partiellen Deletionen am 3'- bzw. am 5-Ende synthetisiert. Um
dabel die Gesamtlénge konstant zu halten, wurden die fehlenden Basen am gegentber-
liegenden Ende erganzt, wobel jewells die in den sieben rrn-Operons hochkonservierten

Basen stromauf- bzw. stromabwaérts der boxA-Sequenz verwendet wurden.

Zum Vergleich der *H*N-HSQC-Spektren, die von den Mischungen aus **N-markiertem
NusB-Protein und jewells einem der in Tabelle 3.16 zusammengefassten Oligonukleotide
aufgenommen wurden, kam eine visuelle Spektrentberlagerung zum Einsatz. Die Signale der
zu vergleichenden Spektren wurden dafir in zwei unterschiedlichen, zueinander komplemen-
taren Farben koloriert. Die Signale, die bei einer Uberlagerung der beiden HSQC-Spektren
die gleiche chemische Verschiebung in beiden Dimensionen aufwiesen, kamen Ubereinander
zu liegen. Eine Farbaddition der beiden Signale zur Farbe Well3ist die Folge (Abb. 3.31).
Jedes der Protein / RNA-NMR-Spektren die in Abb. 3.31 miteinander verglichen wurden,
weild wenigstens ein paar Unterschiede in der chemischen Verschiebung der Amidgruppen
im Vergleich zu unkomplexiertem NusB-Protein auf. Das bedeutet, dass alle der untersuchten
Oligonukleotide mit dem Antiterminationsprotein eine, wenn auch eventuell nur schwache
und kurzlebige, Wechselwirkung eingehen. Ein interessantes Ergebnis lieferten auch Spekt-
ren, bei denen die RNA / Protein-Mischungen tber einen langeren Messzeitraum aufbewahrt
wurden. Sie lieferten im Falle einer Mischung aus rrn boxA-RNA und *°N-NusB-Protein mit
zunehmender Messzeit eine Verdnderung des HSQC-Spektrums vom Signalsatz des gebun-
denem zu dem des freien NusB-Proteins. Dies ist auf die Degradierung der RNA durch spon-
tane Hydrolyse bzw. durch Spuren an Ribonuklease in der eingesetzten Proteinprobe
zurlckzufihren. Durch eine erneute Zugabe von RNA konnte der Signalsatz des boxA-
komplexierten NusB-Proteins wieder hergestellt werden, wodurch der Bewels erbracht wurde,
dass das Protein weiterhin intakt ist. Die beschriebenen Erkenntnisse flossen in die Prapérati-
on langzeitstabiler Protein / RNA-Proben (siehe 3.3.2) fur die NMR-Spektroskopie ein.

Wenn man eine Titration von NusB-Protein mit rrn boxA-RNA im HSQC-Spektrum verfolgt,
kann ein stufenweises Verschwinden bestimmter Signale des unkomplexierten Proteins und
ihr Ersatz durch Signale des neu formierten NusB/boxA -Komplexes beobachtet werden. Da-
bei tritt weder eine zwischenzeitliche Linienverbreiterung noch eine Signalwanderung wah-
rend der Titration ein. In Ubereinstimmung mit den kinetischen Daten aus Tabelle 3.11 legen

diese Beobachtungen nahe, dass die Dissoziation des Komplexes aus RNA und Protein fir die
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NMR Zeitskala zu langsam ist. Eine Signalzuordnung des Komplexes durch Titrationsexpe-

rimente war aus den aufgezeigten Griinden daher nicht maglich.

LR R 8000 T.00) Gl B0 T.00 o [

Abb. 331  Uberlagerung von *H**N HSQC-Spektren von (A) NusB/rrn boxA mit NusB/C11A, (B) NusB/rrn
boxA mit NusB/U4m>U, (C) NusB/rrn boxA mit NusB/U4G und (D) NusB mit NusB/U4G.

Der Austausch von Basen in der unmittelbaren Umgebung der rrn boxA-Sequenz oder der
Ersatz von Uracil durch 5-Methyluracil beeinflusste nur eine begrenzte Zahl der chemischen
Verschiebungen der Amidprotonen. In Abbildung 3.31 A ist beispielsweise ein Vergleich
zwischen einem Ausschnitt aus dem *H™N-HSQC einer Mischung von NusB-Protein mit
boxA (grin) und mit der C11A Mutation (rot) gezeigt. Es erscheinen sehr viele Signale der

Uberlagerung in weif3, was anzeigt, dass durch den Austausch des Cytosin an der 11. Stelle
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der boxA-Sequenz gegen ein Adenin nur wenige Korrelationspeaks im 'H'*’N-HSQC verscho-
ben wurden. Die Zahl der verschobenen Signale ist beim Vergleich zwischen NusB-Protein
komplexiert mit 77n box4d zum Komplex mit der U4m’U-RNA etwas groBer (Abb 3.31 B).
Die mutierte RNA unterscheidet sich von der boxA durch eine einzelne Methylgruppe in der
5-Position am Uracilrest 4. Der groBte Teil der Signale bleibt bei der Uberlagerung jedoch
weil}; ein deutlicher Einfluss dieser hoxA-Basenmutation auf die Wechselwirkung zwischen
NusB-Protein und der RNA ist demzufolge nicht zu verzeichnen.

Der Austausch des Uracil 4 durch Guanin hat hingegen einen grof8en Einfluss. Nur eine kleine
Zahl der HSQC-Amidresonanzen (weniger als 20 %) verbleiben im wesentlichen unveréndert
(Abb. 3.31 C). Das Spektrum der U4G Mutation zeigt mehr Ahnlichkeit mit dem von freiem
NusB-Protein. So wird in der Abbildung 3.31 D, die eine Uberlagerung des Spektrums von
NusB-Protein ohne RNA (griin) mit dem Spektrum vom NusB komplexiert mit der U4G-
Mutation von box4 (rot) zeigt, ca. 80 % Uberlappung der Signale gefunden.

Um eine detailiertere, quantitative Analyse der erhaltenen Daten durchfiihren zu koénnen,
wurde ein allgemeiner Algorithmus fiir den Vergleich der HSQC-Spektren von NusB-Protein
im Komplex mit unterschiedlichen Oligonukleotiden entwickelt (Liittgen, 2000). Mit Hilfe
des Algorithmus konnte nach folgender Vorgehensweise eine Ahnlichkeitsmatrix aller be-

trachteten Spektren erstellt werden:

e Ausden 2D - 'H"’ N-HSQC-Spektren wurden zunichst Peaklisten generiert.

e Die im Vergleich zum Refferenzspektrum fehlenden Signale wurden durch sog. ,,Lo6-
cher* aufgefiillt.

e Alle Verschiebungsdifferenzen jedes "H'°N-HSQC-Siganls zu allen anderen Signalen
wurden zu einer Ergebnismatrix zusammengefasst.

e Aus dieser Matrix wurde fiir jedes Signal die minimalste Verschiebungsdifferenz zu
einem rdumlich benachbarten Signal nach der ,best matching pair“ Methode be-
stimmt.

e Mit Hilfe der so bestimmten ,,best matching pair* - Spektrenpaare wurden die mittle-

ren quadratischen Abweichungen zwischen zwei verglichenen Spektren bestimmt.

Die Zusammenfassungen aller mittleren quadratischen Signalabweichungen ergibt schlie8lich
die oben erwihnte Ahnlichkeitsmatrix der HSQC-Spektren. Aus der Matrix wurde anschlie-
end nach der ,,unweighted pair-group method with arithmetic mean* - Methode (UPGMA)
ein Ahnlichkeitsdendrogramm erstellt (Sokal & Michener, 1957). Dieses in Abb. 3.32 darge-

stellte Dendrogramm korreliert die Spektren der 16 verschiedenen box4A-RNA-Oligomere im
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Komplex mit dem E.coli NusB-Protein in enger Ubereinstimmung mit den obigen Ausfiih-

rungen.

r— U8G AIOC

" nutR boxA
nutL boxA

A10-12

Al-3
—A7-12
—C5G

u4G Abb. 3.32 Dendrogramm, das ausgehend von den Daten der 'H'"’N-

HSQC-Spektren eine Ahnlichkeitskorrelation der 16 in Tab. 3.16
keine RNA | aufgefiihrten hoxA-RNA Oligonukleotide wiedergibt.

Aus dem Dendrogramm kann entnommen werden, dass der Austausch des Uracils 1, 4, 6, 7
bzw. 8 in der hoxA-RNA-Sequenz gegen ein 5-Methyl-Uracil nur zu leichten Verédnderungen
im Signalsatz des jeweiligen HSQC-Spektrums fiihrte. Ebenso zeigt der Ersatz des Cytidins
an der Position 11 durch ein Adenosin nur einen geringen Einfluss auf die Verschiebung der
N-NusB Amidsignale.

Ein deutliche Verdnderung im Signalmuster der verglichenen HSQC-Spektren konnte im Fal-
le der mehrfachen Basentausche bei den Oligonukleotide USG A10C, nutR boxA und nutL
boxA beobachtet werden. Auch die 5’-Verschiebung des boxA-Motivs um 3 Basen entlang
der, in E.coli rrn-Operons vorliegenden hoxA—Randbereiche (A10-12), zeigt ausgepriagte Un-
terschiede der chemischen Verschiebungen im Vergleich zum HSQC-Spektrum eines boxA4-
komplexierten NusB-Proteins. Die Ahnlichkeit zum NusB/boxA-Spektrum ist jedoch noch

deutlich erkennbar.
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Der Ersatz des Uracils 4 bzw. des Cytosin 5 gegen das Purin-Nukleotid Guanin verursacht
sehr groBe Unterschiede im Ensemble der chemischen Verschiebungen im HSQC-Spektrum.
Das gleiche trifft fiir die Oligonukleotide Al-3 und A7-12 zu. Die Spektren dieser Oligo-
nukleotide haben eine deutlich héhere Ahnlichkeit mit denen von ungebundenem wie mit dem

von boxA—komplexiertem NusB-Proteins.

3.5.2 Mutationen der 2°-OH Position einzelner Basen des rrn boxA-RNA Motivs

Parallel zu den SPR-Messungen mit den boxA-RNA/DNA-Hybridsequenzen wurden auch
NMR-spektroskopischen Untersuchungen durchgefiihrt. Das Vorgehen erfolgte dabei analog
zu dem mit modifizierten boxA—Elementen komplexierten NusB-Protein durch den Vergleich
von 'H'°N-HSQC-Spektren (siche 3.5.1). Die verwendeten, teils aus RNA-, teils aus DNA-
Nukleotiden bestehenden boxA-Sequenzen, von denen einige auch im Rahmen der SPR-

Untersuchungen (siehe 3.4.3.2) eingesetzt wurden, sind in Tabelle 3.17 zusammengefasst.

U G C U C U U U A A C A rrn boxA
dUu g c u c u u u a a a a UldU

u dG g u c u u u a a c a G2dG

u g dC u c u u u a a c a C3dC SPR
u g c dU c u u u a a c a U4dUu

u g c u dC u u u a a c a C5dC

u g c u c dU u u a a c a ue6du SPR
u g c u c u dU u a a c a U7du SPR
u g c u c u u dG a c c a G8dG

c g c u c u u a dA a a a A9dA SPR
c g c u c u u a c dA c a Al10dA SPR
u g c u c u u a dcC a Cl1dC SPR
u g c u c u u u c dA Al2dA

u dG c dUu c dU u dU dA c dA RD boxA SPR
dU g dC u dC u dU u dA a dC a DR boxA SPR
dU dG dC dU dC dU dU dU dA dA dC dA DNA dU boxA SPR
dT  dG dC dT dC dT dT dT dA dA dC dA DNA boxA SPR

Tab. 3.17 RNA/DNA Hybride die sowohl fiir die NMR als auch fiir die SPR-Messungen eingesetzt wurden.
dN symbolisiert den Ersatz von ribo-N durch das entsprechende desoxy-N. Die Oligonukleotide, die zusitzlich
zur NMR- auch fiir SPR-Messungen (siche 3.4.3.2) eingesetzt wurden, sind durch SPR hinter der Oligonukleo-
tidbezeichnung hervorgehoben.

Die "H'’N-HSQC-Signalsitze der Messungen mit den beiden Oligonukleotiden DNA (dU)

boxA und DNA boxA weisen darauf hin, dass mit diesen beiden boxA-Mutanten keine Kom-
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plexierung mit E.coli NusB-Protein moglich ist. Deutlich wird dies auch durch die in Abbil-
dung 3.33 B gezeigte Uberlagerung des Spektrums von NusB/boxA-DNA (rot) mit dem von
frelem NusB-Protein (grin). Der hohe Anteil an deckungsgleichen, weilfen Signale dieser
Spektrentiberlagerung zeigt, dass die beiden HSQC-Signalsétze nahezu identisch sind. Das
NusB-Protein verhélt sich in Gegenwart von boxA-DNA aso analog zu seiner unkomplexier-

tem Form. Es zeigt keine Wechselwirkung zum desoxy-boxA-Motiv.

11%00

— 120L1M)

k4
th
=
=

&yfppm

.00 Dy ppm

11500

t— 1200.0H)

12500

Gy ppm

.10 8.0 700 Gppm @) i) 7.00 fiyfppm

Abb. 3.33 Uberlagerung von >N HSQC-Spektren von (A) NusB (frei) mit NusB/rrn boxA-RNA, (B) NusB
(frei) mit NusB/rrn boxA-DNA, (C) NusB/RD-boxA-RNA mit NusB/rrn boxA-RNA. und (D) NusB/G2dG-
boxA-RNA mit NusB/rrn boxA-RNA.
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Der in Abb. 3.33 C gezeigte Vergleich der Sechsfachmutation RD-boxA im Komplex mit
NusB (rot) mit dem HSQC-Spektrum NusB / boxA-RNA (griin) zeigt einen deutlich hoheren
WeilRanteil als der Spektrenvergleich im Abbildungstell A. Die Signal ibereinstimmungen
sind jedoch geringer alsim Falle desin B dargestellten Vergleichs. Diese Feststellungen fuhrt
zu der Folgerung, dass der Austausch von 6 der 12 Ribonukleotide in der boxA-Sequenz ge-
gen Desoxynukleotide zu einer sichtbaren Abschwéchung der Wechsaelwirkung zum NusB-
Protein fuhrt. Die Sechfachmutation reicht jedoch nicht aus, um die Interaktion, wie im Falle
der boxA-DNA vdllig zu unterbinden.

Eine Einzelmutation, wie sie in Abb. 3.33 D am Beispiel der Uberlagerung des NusB/G2dG-
boxA-RNA Spektrums (rot) mit dem von NusB/rrn boxA-RNA (grin) gezeigt ist, weist auf
sehr geringe Unterschiede in den beiden HSQC-Spektren hin. Dennoch gibt es einige Signale
in den Uberlagerungen der Einzelmutationen die im Vergleich zum NusB/boxA-RNA Spekt-
rum eine deutliche Anderung in der chemischen Verschiebung aufweisen. Drei dieser Signale

wurden einer detaillierteren Untersuchung unterzogen.

UldU
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Abb. 3.34 Ausgewahite Signalgruppen aus einer *H'°N-HSQC-Spektreniiberlagerung (rechts) von NusB/rrn
boxA mit NusB/C3dC. Bel den Signalen handelt es sich um (A) Lysin101, (B) Vain102, und (C) Lysin110. Im
linken Bild sind diese drei Signale aus allen Spektreniiberlagerungen gegeniibergestellt.
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In Abb. 3.34 ist rechts ein Ausschnitt aus der Uberlagerung von NusB/rrn boxA-RNA (griin)
mit NusB/C3dC gezeigt. Die drei umrandeten Signalgruppen wurden Uber alle HSQC-
Uberlagerungen hinweg beobachtet. Die linke Halfte der Abb. 3.34 zeigt die Anderung der
chemischen Verschiebungen und damit der Ahnlichkeit der Signale in einer fortlaufenden
Reihe der Desoxy-Insertionen. Das griine Signal zeigt jewells die chemische Verschiebung
des Signals im NusB/boxA Spektrum, das rote Signal resultiert aus den Spektren der Desoxy-
Insertionen.

In den ersten sechs Positionen sind teilweise deutliche Differenzen in den Amidresonanzen
erkennbar. Dagegen treten in der zweiten Hafte der Sequenz keine wesentlichen Unterschie-
de in der chemischen Verschiebung der drel exemplarisch ausgewdahlten Signalgruppen auf.
Anhand einer vorlaufigen, NMR-basierenden RUckgratzuordnung des NusB/rrn boxA-
Komplexes, die im Rahmen einer Kooperation mit dem Lehrstuhl von Prof. Dr. Kessler
durchgeftihrt wurde (Dehner et a., 2001), konnten die drei Gruppen den Aminosduren Lysin
101 (A), Vain 102 (B) und Lysin110 (C) zugeordnet werden. Sie liegen damit in raumlicher
N&he zueinander, was fur die simultane Verdnderung der betreffenden Amidresonanzen des
NusB-Proteins durch den Bindungspartner RNA spricht. Die beiden DNA-Varianten zeigen
fUr die drei Signalgruppen naturgeméal? eine starke Abweichung, da sie keine Wechselwirkung

mit dem NusB-Protein unterhalten.

3.6 Synthesevon volldeuterierter Bernsteinsiure

Im Hinblick auf die Erstellung deuterierter Proteinproben, muss die Anzucht von Biomasse
unter Verwendung einer deuterierten Kohlenstoffquelle durchgefihrt werden. Eine Susbstanz,
die fur volldeuterierte Anzuchten von E.coli-Zellen als Kohlenstoffquelle eingesetzt werden
kann, ist die Dg-Bernsteinsaure. Die Gewinnung einer derartigen volldeuterierten Bernstein-
saure soll im Folgenden beschrieben werden:

Reinigung des Eduktes:

Die Synthese der De-Bernsteinsaure soll ausgehen vom Mono-Kaliumsalz der Acetylendicar-
bonsaure nach der in Abb. 3.35 dargestellten Deuterierungsreaktion am Pt-K ontakt erfolgen.
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Abb. 3.35 Deuterierung des Mono-Kaliumsalzes der Acetylendicarbonsdure am Pt-Kontakt.

Das Mono-Kaliumsalz der Acetylendicarbonsédure ist kduflich erwerbbar (Merk KG), aller-
dings ist die Reinheit fiir den Einsatz als Edukt in der beschriebenen Deuterierungsreaktion
nicht ausreichend. Aus diesem Grund muss zunichst eine Reinigung des Eduktes mittels
Umkristallistation durchgefiihrt werden. Das Mono-Kaliumsalz der Acetylendicarbonsdure ist
in Wasser sehr schwer 16slich. Deshalb muss es zundchst in das 16sliche Di-Kaliumsalz iiber-
fithrt werden. Zu diesem Zweck werden 30 g des Mono-Kaliumsalzes eingewogen und in
150 ml H,O aufsuspendiert. Der Suspension werden 100 mg Aktivkohle zugesetzt. Der pH-
Wert der Suspension wird anschlieBend durch Zugabe von frisch bereiteter konzentrierter
Kalilauge von 1,8 auf 10 gesteigert. Das in Wasser schwerldsliche Mono-Kaliumsalz der Ace-
tylendicarbonséure geht dabei in die 16sliche Di-Kaliumform tiber (Abb. 3.36). Die Losung, in
der jetzt als einziger unldslicher Bestandteil die Aktivkohle verbleibt, wird fiir ca. 30 min bei
Raumtemperatur geriihrt. Die Aktivkohle wird anschlieBend durch Abfiltrieren iiber eine Fil-

ternutsche (Porengrofle 0,2 um) vom der klaren Losung abgetrennt.

COOH COOH Coo@ K@
‘ ‘ KOH ‘ ‘ KOH
[E— [E—
HCI1 HC1 ‘ ‘
© ©®

COOH COO K 800 S K ®©
<pH 1,0 pH 1.8 >pH 6
16slich schwer 16slich 16slich

Abb. 3.36 Deprotonierungsgleichgewicht von Acetylendicarbonséure
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Dem Filtrat wird jetzt solange konzentrierte Sal zsaure zugegeben, bis der pH-Wert wieder auf
seinen ursprunglichen Wert von 1,8 abgesunken ist. Dabei geht das Di-Kalium- wieder in das
Mono-Kaliumsalz tiber, welches aufgrund seiner Schwerldslichkeit in Wasser als weil3er Nie-
derschlag aus der Losung ausfallt. Der Niederschlag kann durch Filtration tber einen Cellulo-
sefilter abgetrennt werden. Das Filtrat wird im Rotationsverdampfer bis auf %2 seines Volu-
mens eingeengt, wodurch ein Grofieil des darin noch befindlichen umkristallisierten Kaliu-
macetylendicarboxylat ausfallt. Nach seiner Abtrennung durch Filtration kann es zu der vor-
her bereits isolierten Hauptmenge an Niederschlag hinzu gegeben werden. Die vereinigten
Niederschlége werden ca. 90 min gefriergetrocknet.

Nach dem Umkristallisieren verbleiben 27,5 g des gereinigten Mono-Kaliumsalzes der Acety-
lendicarbonsdure. Dies entspricht einer Ausbeute von 92 % fir die Umkristallisation. Das
Mono-Kaliumsalz wird unmittelbar nach seiner Reinigung durch Umkristallisation fur die

Deuterierung eingesetzt.

Deuterierungsreaktion:

Die Deuterierungsreaktion wird in einer eigens angefertigten Reaktionsapperatur (Abb. 3.37)
durchgefthrt. Um eine optimale Deuterierung des Eduktes zu erreichen, muss der Katalysator
der Reaktion, das Pt(1V)-Oxid zunéchst vorhydriert werden, bevor das umkristallisierte Kali-
umacetylendicarboxylat zur Reaktionsmischung gegeben wird. Da es allerdings nicht moglich
ist, nach der Vordeuterierung des Katalysators die Reaktionsapparatur zu 6ffnen, da sonst
Sauerstoff ins Innere gelangt und die Deuterierung unterbindet, muss sich das Edukt bereits
beim Vordeuterieren inner halb der Reaktionsapparatur befinden, ohne alerdings mit dem Pt-
Katalysator in Kontakt zu kommen. Um dies zu bewerkstelligen, wird das umkristallisierte
Kaliumacetylendicarboxylat in einen rechtwinklig abgebogenen Zylinder mit Rundboden ge-
geben, der Uber eine NS29-Schliffverbinding derart mit der Deuterierungsapparatur verbun-
den ist, dass das Edukt nicht in den Hauptreaktionsraum gelangt (Abb. 3.37 A).

In den Hauptreaktionsraum werden 1 g PtO,-Katalysator und 200 ml D,O gegeben. Der Kata-
lysator wird durch méafdiges Rihren sténdig in Suspension gehalten. Nachdem die Apparatur
mit einem Hydrieraufsatz oben bzw. dem Rundbodenzylinder auf der Seite verschlossen wird,
kann sie durch dreimaliges Evakuieren und Befillen mit Stickstoff vollig von Sauerstoff be-
freit werden. Nach dem dritten Evakuierungsschritt wird die Apparatur vorsichtig mit Deute-
riumgas (Cambridge Isotope Laboratories) befillt. Anschlief3end lésst man den Katalysator
ca. 90 min unter dieser Do-Atmosphére rihren. Dabel findet eine Vordeuterierung des PtO,

statt, wodurch dieses aktiviert wird und somit die folgende Deuterierung besser katalysiert.
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Abb. 3.37 Reaktionsapparatur fur die Synthese von Dg-Bernsteinsiure aus Kaliumacetylendicarboxylat

Nach der Vordeuterierung wird nun das Kaliumacetylendicarboxylat zugegeben, indem der
Rundbodenzylinder um 180° nach oben geschwenkt wird (Abb. 3.37 B). Die Deuterierung
setzt sofort nach der Zugabe des Kaliumacetylendicarboxylates ein. Die Rektion kann durch
das Volumen an benétigtem Deuterium mittels eines Blasenzahlers in der D,-Gaszuleitung
verfolgt werden. Die Deuterierung der eingesetzten 20 g Kaliumacetylendicarboxylat ist nach

ca. 10 h abgeschlossen.

Aufarbeitung der Dg-Bernsteinsaure:
Der in der Reaktionsmischung enthaltene PtO,-Katalysator wird zunéchst durch Filtration

abgetrennt und getrocknet. Er kann fir weitere Deuteriungen eingesetzt werden. Das Filtrat
wird im Rotationsverdampfer bis auf %, des Ursprungsvolumens eingeengt. Das Produkt, das
Mono-Kaliumsalz der De-Bersteinsaure, fallt dabei groftenteils aus der Reaktionslésung aus
und kann durch anschlief3ende Filtration isoliert werden. Das Produkt wird im Anschluss an
die Filtration Uber einen Zeitraum von 12 h komplett getrocknet. Die fir die weiter unten be-
schriebene Fermentation als Kohlensoffquelle eingesetzte Dg-Bersteinsure wird aus dem

Mono-Kaliumsalz durch Ansauern mit konz. D>SO, erhalten.
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Analytik der D¢-Bernsteinsdure:

Um den Erfolg der Synthese bewerten zu konnen wurde die synthetisierte D¢-Bersteinsdure
einer GC-MS-Analytik unterzogen. Um zu verhindern, dass bei einer derartigen Analytik das
Trennmaterial der Gaschromatographie mit den Carboxylgruppen der Bernsteinsdure reagiert,
muss diese zunichst sillyliert werden. Zu diesem Zweck werden 100 mg der zu analysieren-
den D¢-Bernsteinsdure mit 40 nl N-Methyl-N-trimethylsillyl-trifluoroacetamid versetzt und
60 min bei 40 °C unter leichtem Schiitteln inkubiert und anschlieBend durch Zugabe von

90 ul Essigsdureethylester abgestoppt. Die ablaufende Sillylierungsreaktion ist in Abb. 3.38

dargestellt.
0
D D
Q CHa D COOD D Si(CHs)3
F | _cH, o ~
Fe | si”” + 40 ©
D D
¢ N “cH,
| | D COOD D O\Si(CH)
F CHj 373
o)

Abb. 3.38 Sillylierung von D¢-Bernsteinsdure

Zur Analytik werden 100 ul des Sillylierungsansatzes ohne weitere Reinigung direkt auf die,
auf 100 °C vortemperierte GC-Sdule des GC-MS-Analysengerites aufgegeben. Die Trennung
erfolgt unter einer konstanten Flussrate von 51,5 ml/min Argongas durch einen Temperatur-
gradienten von 100 bis 180 °C bei einer Heizrate von 3 °C/min. Die aufgetrennten Substanzen
werden im MS-Komartiment der Apparatur durch ein Quatrupol-Massenspektrometer aufge-
trennt.

Die GC-MS-Analytik liefert das unter Abb. 3.39 A wiedergebende Gaschromatogramm. Das
Massenspektrum des Peaks mit der Retentionszeit 9.138 — 9.225 min aus dem Gaschroma-
togramm ist in Abb. 3.39 B dargestellt. Das Gaschromatogramm zeigt deutlich, dass die auf-
getragene Probe nur eine Substanz enthilt. Diese kann aufgrund ihrer charakteristischen Mas-
senfragmente im Massenspektrum eindeutig als sillylierte Dg-Bernsteinsdure identifiziert

werden.
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Abb. 3.39 Analytik der sillylierten Dg-Bersteinsdure: (A) Gaschromatogramm und (B) Massenspektrum des
Peaks mit der Retentionszeit 9.138 — 9.225 min aus dem Gaschromatogramm. Den Hauptmassen im Spektrum
sind die jeweiligen Substanzfragmente der sillylierten Dg-Bernsteinsdure zugeordnet.
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36.1 Anzucht von volldeuteriertem, *N-stabilisotopmarkierten  NusB/NusE-

Proteinkomplex mit De-Bernsteinsaur e als Kohlenstoffquelle

Die Verwendung von Dg-Bersteinsaure zur Darstellung von deuterierter Biomasse ist bereits
seit einiger Zeit bekannt (Vanatalu et a, 1993). Das Verfahren hat sich alerdings gerade im
Hinblick auf die Herstellung von NMR-Proben nicht durchgesetzt. Statt dessen wurde als
Kohlenstoffquelle haufig Ds-Glycerin eingesetzt, das allerdings wesentlich teurer ist, bel der
Anzucht von Biomasse im Schiittelkolben aber zu deutlich besseren Zellausbeuten fuhrt. Mit
Batchfermentationen unter Verwendung von Bernsteinsaure als Kohlenstoffquelle ist es nicht
moglich, befriedigende Zellausbeuten zu erhalten, weil die Bersteinsdure nicht pH-neutra
verstoffwechselt wird. Bei ihrer Verstoffwechslung zu CO, werden Saureequivalente vernich-
tet; der pH-Wert steigt demzufolge an. Bei normaler Pufferkapazitét des Mediums (150-
200 mM Phosphat, pH 7,0) driftet der pH-Wert sehr schnell aus dem fir E.coli optimalen Be-
reich. Die Pufferkapazitét limitiert also in der Batchfermentation die Menge der eingesetzten
Kohlenstoffquelle. In einer pH-regulierten Batchfermentation ist es jedoch mdglich, wenn
Bernsteinsdure als pH-Regulator eingesetzt wird, die Menge an im Medium vorhandener
Kohlenstoffquelle konstant zu halten und gleichzeitig den fir E.coli optimalen pH-
Wachstumsbereich nicht zu verlassen. Eine derartige Fermentation wurde unter anderem zur
Gewinnung von volldeuteriertem, *°N-stabilisotopmarkiertem NusB/NusE-Proteinkomplex
durchgefiihrt. Die Vorgehensweise bei dieser Fermentation ist dabel analog zu der unter 2.8.3
beschriebenen. Um allerdings eine vollstandige Deuterierung der aus dieser Anzucht hervor-
gehenden Proteinproben zu gewahrleisten, mussten folgende Anderungen vorgenommen wer-
den:

Fur die Herstellung aller Bestandteile des fir die Anzucht verwendeten MO9-
Minnimamediums wird anstelle von H,O D,O (99,8 %) eingesetzt. Die Phosphatsalze wer-
den vor ihrem Einsatz als Puffersubstanzen zweimal in D,O umkristallisiert, so dass ein Grof3-
teil der Protonen der HPO,* bzw. H,PO4 lonen durch Deuteriumatome ausgetauscht wird.
Anstelle der unter 2.8.3 beschriebenen Fitterlosung aus Gluscose in H,O wird eine kombi-
nierte Losung aus 20 g De-Bersteinsaure, 4 g *>NH4Cl und 0,4 g MgSO, in 100 ml D,O
verwendet (LeMaster & Richards, 1988). Durch ihren Einsatz ist gewahrleistet, dass wahrend
der Fermentation nicht nur der Anteil der Kohlenstoffquelle im Medium sondern auch der der
Stickstoffquelle im dem fur das Wachstum von E.coli Zellen optimalen Bereich gehaten
wird. Eine explizite Uberwachung des Stickstoffgehaltes des Mediums sowie eine manuelle
Zufuhr von *NH4Cl wahrend der Fermentation ist daher nicht mehr nétig.
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Nach der Inokulation der Hauptkultur durch eine ebenfalls in D,O angezogene E.coli M15-
PNCO-nusB/E Vorkultur im Verhdlitnis 1/10, ist zun&chst ein sehr langsames Wachstum der
Zéellen zu beobachten. Die starke Reduktion der Wachstumsrate der Zellen ist auf den Isoto-
peneffekt von Deuterium zurtickzufiihren. Wie in Abb. 3.40 dargestellt, zeigen die Zellen
nach einer langen Lag-Phase von tber 3500 min ein stetes Wachstum, was durch die Abnah-
me der O,-Séttigung des Mediums verfolgt werden kann. Im gleichen Mal3e in dem die O,-
Séttigung sinkt, ist eine durch die Pumpe F1 gesteuerte Zufitterung des Dg-Bersteinsdure /
®NH,Cl Gemisches zu verzeichnen. Als Steuerkriterium der F1-Fiitterpumpe fungiert der pH-
Wert des Mediums. Sobald dieser aus dem fir das E.coli Wachstum optimalen Bereich in
Richtung akalischerer Werte abdriftet, wird durch Zugabe von Dg-Bersteinsaure eine Gegen-
regulierung eingel eitet.
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Abb 3.40 Fermentation zur Herstellung von volldeuteriertem, °N-stabilisotopmariertem E.coli NusB/NusE-
Proteinkomlex mit Dg-Bernsteinséure als Kohlenstoffquelle: (a) Verlauf der Sauerstoffsdttigung pO, des Medi-
ums, (b) pH-getriggerte Ansteuerung der Fiitterpumpe F1 zur Zugabe des Dg-Bersteinsiure / *NH,Cl-
Gemisches

Nach einer Kulturzeit von 6800 min wird die Fermentation beendet. Die Zellausbeute ist bei
einem Kulturvolumen von 1L mit 15g feuchter Zellmasse zufrieden stellend. Aus der so gene-
rierten Biomasse konnten nach der unter 3.1.2 beschriebenen Methode 30 mg 2H, N-

NusB/NusE-Proteinkomplex gereinigt werden.
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3.7 Bestimmung der Rontgenstruktur des NusB-Proteins aus Thermotoga

maritima

3.7.1 Kiristallisation des NusB-Proteins aus Thermotoga maritima

Im Jahr 2000 gelang Gopal und Mitarbeitern die Kristallisation und Strukturbestimmung des
NusB-Proteins aus Mycobakterium tuberculosis durch den Einsatz von Rontgenbeugungs-
Experimenten (Gopal et al., 2000). Im Falle des NusB-Proteins aus E.coli fiihrten die zahlrei-
chen, bisher durchgefiihrten Kristallisationsversuche jedoch zu keinem positiven Ergebnis.
Die Strukturaufkldrung des E.coli NusB-Proteins konnte jedoch mittels mehrdimensionaler
NMR-Spektroskopie bewerkstelligt werden (Altieri et al., 2000).

In der jiingeren Vergangenheit gelang es, einzelne Vertreter der Antiterminationsproteine aus
dem thermophilen Organismus Thermotoga maritima zu kristallisieren (Worbs et al., 2001).
Im Hinblick auf die guten Kristallisationsergebnisse dieser Arbeiten, wurde versucht, das
NusB-Protein aus 7. maritima zu kristallisieren, das eine 34 %ige Sequenzhomologie zu dem
aus E.coli aufweist (siehe 3.1.6).

Die Kristallisation wurde, wie auch schon im Falle des E.coli NusB/NusE-Proteinkomplexes,
in Zusammenarbeit mit der Arbeitsgruppe von Prof. Huber am Max-Plank-Institut fiir Bio-
chemie durchgefiihrt. Das gereinigte NusB-Protein aus 7. maritima (siehe 3.1.6) wurde nach
der ,sitting drop vapor diffusion“-Methode auf Hampton Research-Kristallisationsplatten
kristallisiert. Dabei zeigte sich, dass das Protein besonders gut unter den folgenden zwei Be-
dingungen kristallisiert: Zum einen unter starken Hochsalzbedingungen, wie sie z.B. in einem
Puffer vorliegen, der nur 4 M Natriumformiat, pH 8,4 ohne sonstige Zusitze enthdlt. Zum
anderen tritt eine sehr gute Kristallisation in MES/NaOH- bzw. TRIS/HCI-Puffersystemen
auf, deren pH-Wert zwischen 6 und 9 liegt und denen 10 bis 20 % PEG 2000 bis PEG 10000
zugesetzt wurden. Die beiden beschriebenen Bedingungen fiihren innerhalb weniger Tage zu
zwei unterschiedlichen Kristallformen. Der Hochsalzpuffer lieferte die in Abb. 3.41 A gezeig-
ten plattenformigen Kristalle. Die Abmessungen dieser Kristalle belaufen sich etwa auf
100 um x 200 um x 20 pum. Die MES- bzw. TRIS-Pufferbedingungen fiihrten zur Bildung
von deutlich kleineren, kubischen Kristallen mit den ungefdhren Abmessungen 50 um x

50 pum x 50 pum (Abb. 3.41 B).
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Abb. 3.41 Kiristalle des NusB-Proteins aus T. maritima. (A) Plattenformige Kristalle aus einem Natriumfor-
miat-Hochsalzpuffer (Dimensionen 100 um x 200 um x 20 um). (B) Kubische Kristalle aus MES- bzw. TRIS-

Puffersystemen mit PEG-Zusétzen (Dimensionen 50 um x 50 um x 50 pwm).

Rontgenquelle
Raumgruppe

Parameter der Elemtarzelle

a(A)
b (&)
c(A)
o (®)
B
Y(©)

Auflésung (A)

Einzelreflexionen
Gemessene Reflexionen
MaR der Zuordung (%)

I/o
Rsym

Molekiile pro asymetrischer Einheit
Wellenlinge der Rontgenstrahlung (A)

Kristallform I Kristallform II
Rotierende Anode Synchrotron
P2,2,2, P3,
33.50 59.74
59.36 59.74
64.90 87.27
90 90
90 90
90 120
1.90 A 1.95A
10824 25450
50453 35528
95.1 (90.5) 89.8 (92.0)
13.3(2.3) 13.4(3.3)
0.118 (0.655) 0.045 (0.139)
1 2
1.5418 1.0500

Tab. 3.18 Daten aus den rontgenkristallographischen Untersuchungen der beiden Kristallformen des NusB-

Proteins aus 7. maritima.
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Beide Kristallformen zeigten ein sehr gutes Beugungsverhalten. Fir die kleineren, kubischen
Kristalle (Abb. 3.41 B, Kristallform 1) gentigte die Untersuchung mittels der Technik der ,, Ro-
tierenden Anode*, um eine Auflésung von 1,9 A zu erreichen. Im Falle der groReren, platten-
formigen Kristalle (Abb. 3.41 A, Kristallform Il) musste auf Synchrotronstrahlung zuriickge-
griffen werden, um eine gute Beugung erzielen zu koénnen. Die Daten der rontgenkristal-

lographischen Untersuchungen der beiden Kristallformen sind in Tabelle 3.18 zusammenge-

fasst.
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4 Diskussion

4.1 Untersuchungen zum NusB/NusE-Proteinkomplex aus Escherichia

coli

4.1.1 Erstellung eines Koexpressionssytems zur Uberexpression des NusB/NusE-

Proteinkomplexes aus Escherichia coli

Das NusE-Protein ist neben den Proteinen NusA, NusB, NusG und der RNA-Polymerase so-
wie einem weiteren, noch unbekannten Faktor, ein Bestandteil des ribosomalen Antitermina-
tionskomplexes aus E. coli. Die Gewinnung des NusE-Proteins in 16slicher Form war bisher
nur durch sehr aufwendige Wildtypreinigungen moglich. Die Proteinmenge, die durch solch
eine Reinigung potentiell bereitgestellt werden konnte, wire fiir umfangreiche Untersuchun-
gen im Rahmen von NMR, Kristallisation sowie des weiter unten diskutierten Cross-Linkings
nicht ausreichend gewesen.

Eine Uberexpression des NusE-Proteins in E.coli Zellen mit dem Ziel groBere Proteinmengen
zu gewinnen, flihrte stets zu unldslichem Protein, dessen Riickfaltung aus den erhaltenen Ein-
schlusskorpern in die 16sliche, native Form nicht moglich war. Da aus der Literatur bekannt
war, dass NusE-Protein in vitro ein 10sliches Heterodimer mit NusB-Protein ausbilden kann
(Mason et al., 1992), lag die Vermutung nahe, dass durch eine Koexpression dieser beiden
Proteine in E. coli auch eine Ausbildung eines solchen Heterodimers in vivo moglich sei. Aus
diesem Grund war die Erstellung eines NusB/NusE-Koexpressionssystems eine essentielle
Aufgabe der vorliegenden Arbeit.

Die Klonierung des fiir die Koexpression bendtigten nusB/nusE-Operons durch Erweiterung
des bereits vorhandenen Expressionssystems pNCO-nusE um das nusB-Gen konnte erfolg-
reich durchgefiihrt werden. E.coli Zellen, die mit einem Expressionsplasmid, das das Operon
enthielt, transformiert wurden, lieferten eine starke Uberexpression eines 18slichen Heterodi-
mers aus den beiden Proteinen NusB und NusE. Die Reinigung dieses NusB/NusE-
Proteinkomplexes konnte problemlos durchgefiihrt werden. Die erhaltene Proteinmenge war

ausreichend um diverse Untersuchungen mit dem Proteinkomplex vornehmen zu kdnnen.
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4.1.2 Kiristallisation und NMR-Spektroskopie des NusB/NusE-Proteinkomplexes

Mit dem Ziel, die rdumliche Struktur des NusB/NusE-Proteinkomplexes aus E.coli aufzukli-
ren wurde in Zusammenarbeit mit der Arbeitsgruppe von Prof. Huber am Max-Plank-Institut
fiir Biochemie der Versuch einer Kristallisation unternommen. Der Einsatz diverser Kristalli-
sationspuffer sowie die Variation von pH-Wert und Temperatur lieferte schlieBlich Protein-
kristalle mit einer Kantenldnge von bis zu 200 um. Diese Kristalle, traten dabei als sehr diin-
ne, grofBtenteils unstrukturierte Platten auf, die zur Ausbildung von Stapeln neigten. Die ront-
genkritallographische Untersuchung dieser Kristalle lieferte nur Strukturdaten bis zu einer
Aufldsung von 9 A, was fiir die detaillierte Bestimmung der riumlichen Struktur des
NusB/NusE-Proteinkomplexes keinesfalls ausreichend ist.

Die Ausbildung von unstrukturierten, plattenformigen Kristallen, wie dies bei der vorliegen-
den Kiristallisation der Fall war, konnte ein Indiz dafiir sein, dass das zu kristallisierende Pro-
tein eine hohe Dynamik aufweist. Die Ausbildung von klar strukturierten Einkristallen ist
beim Auftreten solch einer Dynamik meist nicht moglich. Die Kristalle, die unter solchen
Umstidnden generiert werden konnen, zeichnen sich stattdessen hdufig durch einen unstruktu-
rierten Aufbau aus und zeigen im Rontgenfeld nur eine unzureichende Auflosung der Kristall-
struktur.

Ein weiteres Indiz fiir das Vorliegen einer erhdhten Dynamik im untersuchten NusB/NusE-
Proteinkomplex liefert die NMR-Spektroskopie. Die 'H'°N-HSQC-Spektren von komplett
N-markiertem NusB/NusE-Proteinkomplex bzw. der partiell markierten Komplexe
["N]NusB/NusE und NusB/["°N]NusE zeigten eine unzureichende Signalaufldsung aufgrund
sehr hoher Linienbreiten. Ein moglicher Grund dafiir konnte sein, dass der eingesetzte
NusB/NusE-Proteinkomplex bei der Reinigung bzw. der Messung selbst in nicht nativer, de-
naturierter Form vorlag. Dies kann jedoch ausgeschlossen werden, da die Aktivitit und damit
auch die native Faltung des in den NMR-Proben enthaltenen Proteinkomplexes nach der Auf-
nahme der jeweiligen HSQC-Experimente mittels SPR-Spektroskopie nachweisbar war.

Ein zweiter Grund fiir die schlechte Signaldispersion im HSQC-Spektrum kann, wie auch
schon im Falle der Kristallisationsversuche des NusB/NusE-Komplexes angenommen, eine
erhohte Dynamik sein.

Diese Annahme scheint durchaus plausibel, wenn man die rdumliche Struktur des am Kom-
plex beteiligten NusE-Proteins aus E.coli (Abb. 4.1) betrachtet. Diese Struktur, die mit Hilfe
der Modelling-Software von SWISS-MODELL auf der Basis der literaturbekannten 3D-
Struktur des S10 Proteins aus Thermus thermophilus bestimmt wurde (Peitsch, 1996), zeigt
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das E.coli NusE-Protein isoliert von seiner natiirlichen Umgebung, der ribosomalen 30S-
Untereinheit. Der blau markierte Proteinbereich in Abbildung 4.1 entspricht den Aminosiu-
ren, die an der Verankerung des NusE-Proteins im Verband der 30S-Einheit beteiligt sind.
Wird das NusE nun als Einzelprotein, bzw. wie im vorliegenden Fall, als Heterodimer mit
NusB-Protein auBBerhalb des Verbandes der 30S-Einheit exprimiert, so bleiben diese Amino-
sduren ungenutzt. Es ist nun sehr wahrscheinlich, dass dieser blau markierte Teil des NusE-
Proteins, der eine ,,Stabdhnliche® Form ausbildet, eine hohe Beweglichkeit aufweist und da-
her die bei der Kristallisation bzw. bei der NMR-Spektroskopie des NusB/NusE-Komplexes

beobachteten Probleme verursacht.

Abb. 4.1 3D-Struktur des NusE-Proteins aus E.coli. Der blau markierte Proteinteil kennzeichnet die Aminosau-
ren, die bei der Verankerung des NusE-Proteins in der 30S-Enheit beteiligt sind.

4.1.3 Cross-Linking des NusB/NusE-Proteinkomplexes aus Escherichia coli

Da sowohl die Kristallisation als auch die NMR-Spektroskopie aufgrund der oben beschrie-
benen Probleme keine Aussagen zur raumlichen Struktur des NusB/NusE-Heterodimers lie-
fern konnten, sollten durch die Vernetzung der beiden Proteine, dem sog. Cross-Linking, In-
formationen iiber die Kontaktstellen des NusB- mit dem NusE-Protein erhalten werden.

Als potentielle Vernetzungspunkte dienten in beiden Proteinen die primdren Amine der ent-
haltenen Lysine, die sowohl im Falle des NusB- als auch des NusE-Proteins in ausreichender
Zahl an oberflichenexponierten Stellen vorhanden sind. Als Cross-Linking-Substanzen wur-
den symmetrisch aufgebaute Succinimidyl-Derivate mit Linkerldngen zwischen 5,8 und 13 A

eingesetzt. Eine Vernetzung der beiden Proteine des NusB/NusE-Komplexes konnte unter
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Einsatz eines 5,8 A langen Linkers erreicht werden. Der Einsatz von groBeren Linkerlingen
fithrte hingegen zu keinem Ergebnis. Der proteolytische Verdau des gelinkten Komplexes
sowie eine anschlieBende LC-MS Analytik fiihrten zur Identifikation der an der Vernetzung
beteiligten Lysine bzw. der entsprechenden Proteinkompartimente des NusB- und NusE-
Proteins. Sowohl das Lysin 112 des NusB- als auch das Lysin 11 des NusE-Proteins, die
durch das Cross-Linking-Reagenz miteinander verbunden wurden, liegen an gut zugingli-
chen, oberflachenexponierten Positionen des jeweiligen Proteins. Im Falle des NusE konnte
zusétzlich festgestellt werden, dass sich das Lysin 11 in dem Teil des Proteins befindet, der
auch bei einer Einbindung in die 30S-Einheit des Ribosoms noch zuginglich ist. Dies ist
wichtig, da es bisher keine Hinweise darauf gibt, dass das NusE-Protein bei seiner Teilnahme

am E.coli Antiterminationskomplex das Ribosom verlésst.

Abb. 4.2 Hypothetisches Modell des NusB/NusE-Heterodimers in Escherichia coli. Die an der Proteinvernet-
zung beteiligten Lysine sind rot markiert. Die gelben Markierungen weisen auf die rdumlichen Positionen von
Argininen hin, die in beiden Proteinen am Eingang eines mdglichen ,,Bindungstunnels“ der RNA liegen.
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Durch die Information, dass das Lysin 112 des NusB- und das Lysin 11 des NusE-Proteins im
nativen NusB/NusE-Heterodimer einen gegenseitigen Abstand von ca. 5,8 A (Linkerlinge)
haben miissen, um zum beschriebenen Vernetzungsergebnis fiihren zu kénnen, konnte ein
hypothetisches Modell des Heterodimers erstellt werden (Abb. 4.2).

Das Modell des Heterodimers steht in Ubereinstimmung mit dem Ergebnis, dass nur eines der
eingesetzten Cross-Linking-Reagenzen zu einem positiven Vernetzungsergebnis fithren konn-
te. Das NusE-Protein weist entlang der Kontaktstelle mit dem NusB-Protein aufler dem Ly-
sin 11 keine weiteren Lysine auf, die sich in der rdumlichen Néhe von Lysinen auf der Ober-
fliche des NusB-Proteins befinden. Der Einsatz von zusitzlichen Cross-Linking-Substanzen,
selbst von solchen mit deutlich groBeren Linkerlingen als 5,8 A, kann demzufolge zu keiner
weiteren Vernetzung der beiden Proteine fiihren.

Die computergenerierte Struktur des NusB/NusE-Proteinkomplexes weist bei genauerer Be-
trachtung eine sehr interessante Besonderheit auf. Zwischen dem N-Terminus sowie den He-
lies a1 und o6 des NusB-Proteins (Altieri et al., 2000) und dem NusE-Protein ergibt sich eine
Art ,,Tunnel“. Unter Beriicksichtigung, dass NusB und NusE als Heterodimer im Rahmen des
E.coli Antiterminationskomplexes an das box4-RNA-Motiv binden (Mason et al., 1992), liegt
die Vermutung nahe, dass eventuell dieser ,,Bindungstunnel* die Kontaktstelle fiir die Interak-
tion zwischen dem Proteinkomplex und der RNA sein konnte. Sehr aufschlussreich ist in die-
sem Zusammenhang eine Betrachtung der Aminosduren von NusB und NusE, die sich am
Rande des ,,Bindungstunnels* befinden. Dabei fillt auf, dass sich vor allem am Eingang des
,»lunnels® eine groBere Anhdufung von Argininen sowohl Seitens des NusB- als auch des
NusE-Proteins befindet (Gelb markierte Aminosduren in Abb. 4.2). Beim NusB-Protein
stammen diese Arginine vorwiegend aus dem sog. ,,Arginin Reichen Motiv*, kurz ARM, am
N-Terminus. Eine Beteiligung dieses 4 Arginine umfassenden Motivs an der Interaktion von
NusB mit boxA RNA wurde bereits in fritheren Arbeiten (Huenges el al., 1998; Dehner et al.,
2001) postuliert. Im Falle des NusE-Proteins sind die beteiligten Arginine ebenfalls am N-
Terminus des Proteins lokalisiert. Zusétzlich zu diesen N-terminalen Argininen befinden sich
zwei weitere Arginine aus dem Mittelteil des Proteins in exponierten Positionen am unteren
Rand des ,,Bindungstunnels®. Diese Beobachtungen deuten darauf hin, dass das vermehrte
Auftreten von positiven Ladungen in Form von Arginin-Seitenketten am Rande des ,,Bin-
dungstunnels®, zur Bindung des negativ geladenen Riickrats der box4A-RNA dienen konnte.
Neben den Cross-Linking-Untersuchungen werden die dargelegten strukturellen Uberlegun-
gen auch durch die weiter unten diskutierten NMR-Untersuchungen zu den Desoxytauschen

im boxA-RNA-Motiv (siehe 4.4) bekraftigt.
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Es muss jedoch klar festgehalten werden, dass das dargestellte Strukturmodell des E.coli
NusB/NusE-Heterodimers auf computergestiitztem Modelling beruht. Dabei wurden mégliche
Anordnungen der beiden am Komplex beteiligten Proteine unter dem Gesichtspunkt betrach-
tet, dass sich unter Beibehaltung des Abstand von 5,8 A zwischen dem Lysin 112 des NusB
und dem Lysin 11 des NusE die rdumlichen Strukturen der beiden Proteine nicht iiberschnei-
den diirfen. Unter den diversen Orientierungen des NusB- und des NusE-Proteins zueinander
erfiillte die in Abbildung 4.2 dargestellte Anordnung diese Kriterien am besten. Leider war es
aufgrund der hohen Zahl an Atomen im NusB/NusE-Proteinkomplex mit den zur Verfiigung
stehenden Mitteln noch nicht moglich, die postulierte Struktur durch weitere computerge-

stiitzte Berechnungsmodelle abzusichern.

4.2 Strukturaufklirung des NusB / boxA-RNA Komplexes aus Escheri-

chia coli

4.2.1 Erstellung Ribonuklease-freier NusB/boxA-RNA-Proben fiir die NMR-Spek-

troskopie

Eine Grundvoraussetzung fiir die zeitintensiven NMR-Messungen, die im Rahmen der Struk-
turaufklarung des NusB/boxA-RNA Komplexes notig waren, stellte die ausreichende Stabili-
tat und Loslichkeit des Proteins dar. In fritheren Messungen gestaltete sich die Probenstabili-
tit der Protein und RNA enthaltenden NMR-Proben als wesentliches Problem. In ersten Mes-
sungen derartiger NusB/boxA-Proben, war bereits nach kurzer Zeit ein deutlicher Abbau der
RNA und damit ein von teils unkomplexiertem NusB-Protein resultierender zweiter Signal-
satz im HSQC-Spektrum zu beobachten. Unter diesem Gesichtpunkt schienen mehrtiagige 3D-
NMR-Experimente keinesfalls durchfiihrbar.

Da RNA-schéddigende duflere Einfliisse im Rahmen der Probenvorbereitung bzw. der Mes-
sung ausgeschlossen werden konnten, musste der Verlust des Oligonukleotids auf die Anwe-
senheit von RNA-degradierenden Agenzien zuriickzufiihren sein. Ein wichtiges Ziel war da-
her die Beseitigung derartiger RNA-schiddigender Verunreinigungen durch eine Modifizie-

rung der Probenvorbereitung.
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Eine Vorraussetzung, um eine derartige Modifizierung in der Probenvorbereitung vornehmen
zu konnen, war die Etablierung eines Testverfahrens mit dessen Hilfe die zeitliche Abnahme
der RNA in einer Proteinprobe und damit deren RNA-schiadigendes Potential untersucht wer-
den konnte. Eine Verfolgung der RNA-Degradation mittels NMR-Spektroskopie schied fiir
diesen Zweck aufgrund des zeitlichen und finanziellen Aufwands der dafiir benétigten Mes-
sungen aus. Einen passenden Rahmen im Bezug auf den Zeitaufwand und den Verbrauch an
kostspieligem RNA-Oligonukleotid bzw. markiertem Protein lieferte ein HPLC-Test-
verfahren. Mit Hilfe dieses HPLC-RNA-Assays wurden zunichst die Proteinzubereitungen
von fritheren NMR-Messungen untersucht und, wie zu erwarten war, deren hohes RNA-
schddigendes Potential erkannt. Diese NusB-Proteinproben mussten folglich eine Kontamina-
tion mit RNA-degradierenden Stoffen aufweisen. Da andere RNA-abbauende Faktoren, wie
z.B. ein stark alkalisches Milieu ausgeschlossen werden konnten, musste es sich bei dieser
Kontamination um Ribonukleasen handeln, die beim Aufschluss der Zellen bzw. bei der an-
schlieBenden Reinigung in die Proteinprobe verschleppt wurden. Aus der Literatur ist be-
kannt, dass im E.coli Rohextrakt folgende Vertreter dieser Enzymklasse vorkommen konnen:
Die Ribonuklease I, die eine sehr breite Spezifitdt gegeniiber RNA aufweist und von der an-
genommen wird, dass sie hauptsichlich fiir den Zerfall von mRNA in Zellextrakten verant-
wortlich ist (Meador & Kennell, 1990). Eine weiterer Vertreter mit einer breiten Spezifitét fiir
RNA ist die RNase M (Cannistraro and Kennell, 1989). Sie dhnelt in ihrer Spezifitit der RNa-
se A aus dem Pakreas von Sdugetieren. Ein weiterer wichtiger Vertreter der RNasen bei E.coli
ist die Exoribonuklease II. Sie ist vor allem am Abbau von mRNA durch die Hydrolyse des
Einzelstranges in 3’-5’-Richtung beteiligt (Nossal & Singer, 1968). Die Ribonukleasen 111, HI
und HII sind fiir die RNA-Hydrolyse in RNA/DNA Hybridstrukturen verantwortlich (Robert-
son, 1990). Alle weiteren Ribonukleasen aus E.coli, wie z.B. RNase D, P usw. prozessieren
vorwiegend tRNA und sind daher fiir die hier angestellten Betrachtungen nicht relevant.
Nachdem fiir die NusB/boxA-Messungen im Rahmen der NMR-Spektroskopie nur Einzel-
strang RNA eingesetzt wird, kam den oben erwihnten Ribonukleasen III, HI und HII fiir die
Probenstabilitit keine Bedeutung zu. Sehr wichtig fiir die Erstellung einer E.coli Proteinpro-
be, die mit RNA iiber einen ldngeren Zeitraum in Kontakt steht ohne diese zu hydrolysieren,
ist hingegen die Entfernung der RNasen I, II und M.

Vorarbeiten von Meador und Mitarbeitern (1990) sowie von Coburn (1996) hatten gezeigt,
dass eine Entfernung der Ribonukleasen I bzw. M durch den Einsatz des starken Anionenaus-
tauschers Sorce-Q moglich sein sollte. Auch im vorliegenden Fall des E.coli NusB-Proteins

konnte durch den Einsatz einer derartigen Anionenaustausch-Chromatographie mit dem Sor-
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ce-Q Material zusitzlich zu den in der Literatur bereits beschriebenen Reinigungsschritten
(Berglechner et al., 1997) eine deutlich héhere RNA-Stabilitit in den Protein/RNA-Proben
erzielt werden. Der oben erwihnte HPLC-RNA-Assay zeigte jedoch, dass die NusB-
Proteinproben noch immer nicht die fiir die dreidimensionalen NMR-Spektren nétige Lang-
zeitstabilitit im Bezug auf die RNA-Hydrolyse aufwiesen. Es musste daher davon ausgegan-
gen werden, dass immer noch geringe Spuren einer Kontamination vorlagen, die in Anbet-
racht der hohen Aktivititen der RNasen die Stabilitdt der NusB/RNA-Proben nachhaltig stor-
ten. In diesem Zusammenhang wére auch eine hypothetische RNase-Aktivitdt von NusB-
Protein selbst zu diskutieren. Diese miisste dann allerdings einen sehr niedrigem Umsatz ha-
ben und erscheint daher eher unwahrscheinlich.

Da die alleinige Anwendung von chromatographischen Reinigungsschritten nicht zum ge-
wiinschten Ergebnis fiihrte, mussten parallel dazu zusitzliche Maflnahmen zur Inhibierung
der RNase-Aktivitdt bzw. zur Erh6hung der Stabilitit des Oligonukleotides selbst durchge-
fithrt werden. Die Erhdhung der Stabilitit des RNA-Oligonukleotids wurde durch die Einfiih-
rung von Desoxynukleotiden am 3’- bzw 5’-Ende der boxA—Sequenz realisiert. Die aus je-
weils zwei Desoxynukleotiden bestehenden ,,Abschlusskappen® fiihrten dazu, dass die RNa-
sen das vorliegende Oligonukleotid nicht ohne weiteres als Substrat erkennen und hydrolysie-
ren konnen. Eine wichtige Maflnahme war auch die Vorbehandlung von sdmtlichen Puffern
und Losungen mit 0,1 % Diethylpyrocarbonat (Ehrenberg et al., 1976). Die Verwendung von
RNAsin®, einem RNase A Inhibitor aus humaner Plazenta (Blackburn and Jailkhani, 1979),
verhinderte eine Schidigung der eingesetzten boxA-Sequenz durch die ubiquitér in den Labo-
ratorien vorhandene RNase A. Zudem wurden den NusB-Proben sowohl ETDA als auch
Dithiothreitol als Oxidationsschutz zugesetzt. Bei allen aufgezédhlten Hilfsstoffen wurde dar-
auf geachtet, dass die Proben-Zusammensetzung sowohl den in der Zelle vorliegenden phy-
siologischen Bedingungen als auch den Erfordernissen der NMR-Spektroksopie gerecht wur-
de. Aus diesem Grund schieden denaturierende Bedingungen, wie die Verwendung von Gua-
nidiniumthiocyanat als Alternative fiir die Entfernung von Ribonuklease naturgemaf aus.

Die oben angefiihrten Modifikationen der NusB-Probenvorbereitung fiihrten in Kombination
mit dem Einsatz eines dreifachen box4-RNA-Uberschusses im Vergleich zur eingesetzten
NusB-Menge zu ausreichend langzeitstabilen NMR-Proben. Diese konnten iiber einen Zeit-
raum von bis zu 15 Tagen mit diversen 3D-NMR Experimenten untersucht werden, ohne dass
sich dabei der Signalsatz von unkomplexiertem NusB-Protein zeigte. Ein geringer Abbau der
eingesetzten RNA kann zwar nicht vollig ausgeschlossen werden, aber dennoch lag in den

Proben aufgrund des hohen RNA-Uberschusses immer geniigend hoxA-RNA vor, um eine 1:1
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Komplexierung mit NusB aufrecht zu erhalten. Der Verlust von {iiberschiissigen RNA-
Oligonukleotiden durch vorhandene RNase-Spuren hatte keinen erkennbaren Einfluss auf die
NMR-Experimente. Vielmehr kann angenommen werden, dass die Anreicherung von Mono-
nukleotiden in der Probenldsung zu einer Inhibierung der Ribonukleasen gefiihrt haben kénn-

te.

4.2.2 Bestimmung der Struktur des NusB-Proteins im Komplex mit dem rrn boxA-

RNA-Motiv mittels NMR-Spektroskopie

In der Vergangenheit wurden zahlreiche RNA-bindende Proteine strukturell untersucht. Dabei
fiel auf, dass diese Proteine sehr hdufig eine dhnliche Faltungstopologie aufweisen. So zeigen
z.B. das Ribonukleoprotein RNP (Nagai et al., 1990) oder die K-Homolgie-Doméne (Musco
et al., 1996) eine aus o-Helices und B-Faltblittern bestehende Faltungstopologie. Diese bei-
den Strukturelemente sind dabei so angeordnet, dass sich eine kompakte globuldre Gesamt-
struktur ergibt. Die Proteine weisen weiterhin ein af3-Faltungsmotiv mit einem antiparallelem
B-Faltblatt auf einer Seite des Proteins auf, das iiber ein hydrophobes Zentrum an eine Schicht
aus o-Helices gebunden ist. Dieses a3-Strukturmotiv ist in einer Reihe weiterer aus der Lite-
ratur bekannter RNA-bindenden Proteinen konserviert, obwohl diese meist nur sehr geringe
Sequenzhomologien aufweisen. Aus dieser Beobachtung wurde gefolgert, dass die of3-
Faltungstopologie ein bevorzugtes Strukturelement fiir die Interaktion mit RNA darstellen
konnte (Varani, 1997). In den vergangen Jahren wurde jedoch auch eine Klasse von RNA-
bindenden Proteine beschrieben, die ausschlieBlich a-helikale Strukturen aufweisen. Viele der
ribosomalen Proteine, z.B. das ribosomale Protein S15, gehdren zu dieser Proteinklasse
(Berglund et al., 1997). Diese Proteine sind in ihrer Konformation héufig sehr flexibel und
nehmen erst im Rahmen der Interaktion mit der jeweiligen RNA eine definierte Struktur an.
Ein weiterer Vertreter dieser Proteinklasse ist das, bei der A-N-vermittelten Antitermination
involvierte N-Protein aus dem Bakteriophagen A, das ebenfalls erst nach dem Kontakt mit der
A boxB-RNA eine geordnete Konformation annimmt (Van Gilst & von Hippel, 1997).

Das in der vorliegende Arbeit untersuchte Antitermiantionsprotein NusB aus E.coli weist im
Vergleich zu den oben beschriebenen RNA-bindenden Proteinen eine komplett andere, sieben

o-Helices umfassende Faltungstopologie auf. Das NusB kann daher als Vertreter einer neuen
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Klasse aus vorwiegend «-helikal aufgebauten RNA-bindenden Proteinen gezdhlt werden

(Xing et al., 1997).

Das NusB-Protein ist jedoch nicht auf das Vorkommen in Escherichia coli beschriankt. Neben

diesem gibt es eine Vielzahl an prokaryotischen Organismen, die ein NusB analoges Protein

besitzen, was durch das in Abbildung 4.3 wiedergegebene Proteinalignment deutlich wird.
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Abb. 4.3 Alignment des NusB-Proteins aus E.coli mit der hypothetischen NusB-Struktur aus diversen anderen
Organismen. Die a-Helices des E.coli NusB-Proteins sind als schwarze Balken iiber dem Alignment angegeben.
In Bezug auf NusB von E. coli konservierte Aminoséuren sind farblich unterlegt und in der Zeile consensus
aufgefiihrt. Die Farbgebung weist auf die Zugehorigkeit der jeweiligen Aminosdure zu den positiv oder negativ
geladenen, oder denen mit aromatischer oder aliphatischer Seitenkette hin (blau: Aminosdure mit positiven Res-
ten; rot: Aminosdure mit negativen Resten; violett: Aminosdure mit aromatischen Resten; grau: Aminosdure mit

aliphatischen Resten).
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Das Alignment zeigt deutlich, dass das Arginin-reiche Motiv, ARM, am N-Terminus ein-
schlieBlich der Helix al in allen Sequenzen gut konserviert ist. Zudem liegt fiir den, die Heli-
ces a5 bis a7 umfassenden, C-terminalen Teil des Proteins bei den aufgefiihrten Organismen
eine gute Ubereinstimmung vor.

Das NusB-Protein aus E.coli setzt sich aus zwei Subdoménen zusammen. Die Helices ol bis
o3 bilden die N-terminale, die Helices o4 bis o7 die C-terminale Doméne. Die beiden Unter-
einheiten sind in einem Winkel von 130° zueinander angeordnet, gemessen zwischen den
Helices ool und a5. Die Helix 04 ist in der Ndhe von o7 lokalisiert. Der grofite Teil der
hydrophilen Reste ist auf der Proteinoberfliche orientiert. Lysin 82 und Arginin 86 bilden
eine positiv geladene Einbuchtung aus (Altieri et al., 2000). Dieses Motiv ist stark konser-
viert, wie in Abbildung 4.3 zu erkennen ist. Die Struktur von NusB aus Eschericha coli dhnelt
sehr stark der erst kiirzlich verdffentlichten Kristallstruktur von NusB aus Mycobacterium
tuberculosis (Gopal et al., 2000)

Wie im Ergebnisteil dargelegt, wurde durch die Komplexbildung mit »#n boxA-RNA die
Mehrzahl der 'H-, ’N- und "*C-Signale von NusB-Protein stark verschoben. Die Auswertung
der bisher aufgenommenen 3D-NMR-Spektren ermdoglichte in Zusammenarbeit mit der Ar-
beitsgruppe von Prof. Dr. Kessler die Zuordnung der Signale mit einer Vollstdndigkeit von
92 % im Bezug auf das Proteinriickrat und 78 % in Bezug auf alle Protonen inklusive der Sei-

tenketten.

Abb. 4.4 Lokale root-mean-square Abweichungen (RMSD) zwischen vorldufigen Komplexstruktur und un-
komplexierten NusB-Protein. Die Abweichungen zwischen den beiden Strukturen steigen in den Farben Blau,
Violett und Rot an.
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Die dreidimensionale Struktur des boxA-komplexierten NusB-Proteins unterscheidet sich je-
doch nach den bisherigen Ergebnissen nicht nennenswert von der Struktur des freien Proteins.
Erste strukturelle Berechnungen auf Grundlage einer quantitativen Evaluierung der NMR-
Spektren deuten klar darauf hin, dass die globale Faltung von NusB/boxA4 in einem Bereich
von ca. 3 A im Bezug auf das Proteinriickrat unverindert bleibt (Abb. 4.4).

Die beobachteten, umfangreichen Verschiebungen der Aminosduresignale bei der Pro-
tein/RNA-Wechselwirkung resultieren daher nicht aus einer strukturellen Verianderung des
Proteins, sondern sind vermutlich vielmehr eine Folge der, mit der Interaktion einhergehen-

den Anderungen der Protein-Ldsungsmittel-Wechselwirkungen.

4.3 Untersuchung der Wechselwirkungen zwischen den Antitermina-
tionsproteinen und den bhox-RNA Sequenzen mittels Oberflichen-

Plasmonresonanz-Spektroskopie

Der Antiterminationskomplex, der die RNA-Polymerase im Bereich der ribosomalen RNA-
Operons von E. coli bzw. im A-Phagen Terminator-resistent macht, ist ein Multiprotein-
Konglomerat, das an definierte RNA-Sequenzen, das boxA4- sowie im A Phagen zusétzlich an
das boxB-Motiv, bindet. Unter Einsatz der Oberfldchen-Plasmonresonanz-Spektroskopie, kurz
SPR, wurden die zahlreichen Wechselwirkungen zwischen den beteiligten Proteinen, den
Nus-Faktoren, und den RNA-Elementen, den nut- bzw. box-Sequenzen, hinsichtlich ihrer
Affinitdt zueinander untersucht. Diese Methode ist fiir diesen Zweck sehr gut geeignet, da an
den zu untersuchenden Proteinen keine Modifikationen vorgenommen werden miissen. Im
Bezug auf die Antiterminationsproteine kann daher eine moglichst gute Annéherung der Ex-
perimentalbedingungen an die physiologisch vorhandnen Parameter realisiert werden.

Das zentrale Ergebnis der beschriebenen SPR-Untersuchungen stellt sicherlich der Vergleich
zwischen den Interaktionen von einzelnem NusB-Protein bzw. mit NusE komplexiertem
NusB-Protein mit den hoxA-Motiven aus E.coli bzw. A Phage dar. Dabei wird deutlich, dass
das NusB-Protein alleine eine um 2 Gréfenordnungen gréB3ere Bindugskonstante Kp aufweist
als der NusB/NusE-Proteinkomplex. Dies trifft sowohl fiir die Wechselwirkung mit der E.coli

rrn boxA-RNA als auch fiir die nutL boxA-Sequenz aus dem A Phagen zu. Die Unterschiede in
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der Bindungskonstanten Kp, sind dabei nicht auf die Assoziation zwischen Protein bzw. Prote-
inkomplex und RNA zuriickzufiihren sondern ausschlieBlich auf die Dissoziationsphase. Das
Agglomerat aus NusB/NusE und hox4-RNA dissoziert deutlich langsamer als das, an dem nur
NusB beteiligt ist. Sowohl einzelnes als NusE-komplexiertes NusB-Protein zeigt keine Wech-
selwirkung zur nutl boxB-Sequenz aus dem Bakteriophagen A. Diese Ergebnisse stiitzen die
bereits frither publizierte Annahme (Mason et al., 1992), dass beim Aufbau des Antitermian-
tionskomplexes in E.coli nicht das NusB-Protein alleine an das boxA-Sequenzelement bindet
sondern sich zundchst ein Heterodimer aus NusB- und NusE-Protein formiert. Dieses Hetero-
dimer geht dann spezifisch mit dem box4-RNA-Motiv eine Wechselwirkung ein, die auf-
grund ihrer Stirke und Dauer eine gute Basis fiir die Anlagerung weiterer Antiterminations-
faktoren bietet.

Ein sehr interessantes Ergebnis lieferten die SPR-Messungen auch im Hinblick auf das N-
Protein. Dieses Protein, dem als Mediator in der A N-vermittelten Antitermination eine zentra-
le Rolle zukommt, zeigt als Einzelkomponente eine ausgepragte unspezifische Wechselwir-
kung sowohl mit der boxA- als auch der hoxB-Sequenz aus E.coli bzw. A Phage. Die Wech-
selwirkung ist gegeniiber beiden hox-Motiven in der gleichen Stirke ausgeprigt. Diese Beo-
bachtung deckt sich mit der weiter oben beschriebenen Tatsache, dass das N-Protein als Ein-
zelprotein keine definierte Struktur und damit auch keine Spezifitéit gegeniiber einer bestimm-
ten RNA-Sequenz aufweist.

Aus der Literatur ist bekannt, dass dem NusA-Protein im Rahmen der Antitermination bei der
Infektion von E.coli Zellen durch den Bakteriophagen A eine gro3e Rolle als Interaktionspart-
ner des N-Proteins zukommt (Craven, 1994). Dies wird auch in den durchgefiihrten SPR-
Messungen mit NusA/N-Protein Mischungen deutlich. Das NusA, das als singuldres Protein
keinerlei spezifische Wechselwirkung mit boxA- oder boxB-RNA aufweist, bewirkt in der
Mischung mit dem N-Protein eine extreme Spezifizierung von dessen Wechselwirkung zur
RNA in die Richtung auf das boxB-Motiv hin. Die Interaktion mit den boxA-Motiven aus
E.coli bzw. A Phage wird bis unter dic Nachweisgrenze der SPR-Spektroskopie erniedrigt.
Diese Beobachtung ist mit groBer Wahrscheinlichkeit darauf zuriickzufiihren, dass das NusA-
Protein in irgend einer Weise mit dem N-Protein interagieren kann. Im Rahmen dieser Inter-
aktion wird das vorher unstrukturierte N-Protein in eine, fiir die A N-vermittelte Antitermina-
tion funktionelle Konformation iiberfiihrt, die eine spezifische Wechselwirkung zur nut boxB-
Sequenz aufweist.

Durch Arbeiten von Mah und Mitarbeitern (1999) wurde die Architektur des E.coli NusA-

Proteins aufgeklirt: Von Aminosdure 1 bis 349 enthdlt der N-terminale Teil die Protein-
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Motive S1 und KH, die fiir die Bindung an RNA bekannt sind (Bycroft, 1997). S1-Protein
wurde bereits als potentieller zusitzlicher Antiterminationsfaktor in den 7#n Operons disku-
tiert (Mogridge & Greenblatt, 1998). Die C-terminale Doméne (Aminosdure 350-495) weist
die Regionen AR1 und AR2 auf, die neben den ersten 132 Aminosduren der N-terminalen
Domaéne fiir Wechselwirkungen mit der a-Untereinheit der RNA-Polymerase von Escherichia

coli notwendig sind (Abb. 4.5).

SI | KH|KH| [Ar]] |Ar2

1 136 233 295302 349 364 415 439 489495

Abb. 4.5 Schematischer Aufbau des E.coli NusA-Proteins (Mah et al., 1999)

Da sowohl die N- als auch die C-terminale Doméne des NusA-Proteins in ausreichender
Menge zuginglich waren, konnte mittels SPR-Spektroskopie zusétzlich untersucht werden, ob
die Spezifizierung des N-Porteins fiir die boxB-RNA auf die Wechselwirkung mit einer der
beiden Doménen zuriickzufiihren ist. Sowohl die N- als auch die C-terminale NusA-Doméne
filhren zu einer Absenkung der Signalhohe der Interaktion zwischen dem N-Protein und den
beiden box-Elementen. Eine quantitative Auswertung, die aufgrund der schlechten Signalqua-
litdt nur im Falle der N-terminalen NusA-Doméne zuverldssig moglich war, lieferte jedoch
trotz der niedrigen Signalhohe dhnliche kinetische und thermodynamische Werte wie beim
Einsatz des N-Proteins alleine. Auch der Einsatz beider NusA-Doménen zusammen lieferte in
der Mischung mit N-Protein nicht das gleiche Ergebnis wie das native, komplette NusA-
Protein. Die aufgezeigten Ergebnisse lassen folgende Schlussfolgerungen zu: Eine Mdoglich-
keit wire, dass fiir eine effektive Wechselwirkung mit dem N-Protein eine Konformation des
NusA-Proteins nétig ist, die nur bei Vorhandensein der beiden Doménen in der physiologisch
vorkommenden Verkniipfung bereitgestellt werden kann. Es ist jedoch nicht davon auszuge-
hen, dass die beiden Einzeldoménen durch einfaches Vermischen sich derart verkniipfen kon-
nen, dass diese Konformation resultiert. Ein zweiter Erkldrungsansatz fiir die beobachteten
Ergebnisse geht von der Uberlegung aus, dass die eingesetzten NusA-Domiinen selbst eventu-
ell keine native Faltung aufweisen. Mit dieser Annahme korreliert auch die Beobachtung, dass
keine der beiden Doménen alleine mit der hoxA-RNA wechselwirken kann. Im Falle der N-
terminalen Doméne von NusA sollte dies aber der Fall sein, wie durch Arbeiten von Liu und

Hanna bereits 1995 gezeigt werden konnte.
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Die kinetischen und thermodynamischen Konstanten die in Mischungen von N-Protein mit
NusB und NusB/NusE gefunden wurden, legen die Vermutung nahe, dass jeweils die Bin-
dungsverhéltnisse der bereits bekannten Gruppierungen beobachtet wurden. So sind die Werte
fiir N/NusB gegeniiber box4A im gleichen Gréfenordnungsbereich wie fiir N- oder NusB-
Protein alleine. Bei der Interaktion von N/NusB mit der boxB-RNA, die fiir NusB allein nicht
nachgewiesen werden konnte, findet man aber in sehr guter Nidherung die Dissoziati-
onskonstante von N-Protein. Analog gilt die Feststellung flir die Kombination N/NusB/NusE,
die fiir die box4-Motive die hohen Affinititen von NusB/NusE wiedergibt.

4.4 Untersuchungen zu Mutationen in der boxA-RNA Sequenz von

Escherichia coli

Die Rolle der Nus-Proteine aus E. coli bei der Transkriptionskontrolle in den rrn-Operons
sowie bei der Regulation des Bakteriophagen A und seiner Entwicklungszyklen war fiir mehr
als zwei Jahrzehnte Inhalt intensiver in vivo Studien. Die molekularen Details der Prote-
in/Protein- sowie Protein/RNA-Interaktionen im Antiterminationskomplex sind nach wie vor
nur unzureichend verstanden. Die Architektur der RNA-Erkennungssequenzen fiir die Anti-
termination, den sogenannten box-Motiven, ist in allen sieben rr7n-Operons analog. Abbildung
4.6 zeigt in einem Alignment iiber alle sieben E.coli rrn-Operons die Anordnung der RNA-
Motive boxA, boxB und boxC.

Wie aus dem Alignment deutlich ersichtlich ist, liegt im Falle des box4-RNA Motivs eine
komplette Konservierung in allen sieben rrn-Operons vor. Jedoch ist das Vorkommen der
boxA-RNA Sequenz nicht auf die ribosomalen Operons beschrinkt. Sie findet sich auch an
einigen weiteren Stellen des E.coli Genoms, z.B. im yoaE-Gen, das fiir ein hypothetisches
Protein (Genbank, Acc.# P7626) codiert oder im Gen aceK, das die Matrize fiir eine Isocitrat-
dehydrogenase-Kinase / Phosphatase (Cortay et al., 1988) bildet.

Um neben den weiter vorne beschriebenen NMR-Strukturuntersuchungen des NusB-Proteins
im Komplex mit der »#n boxA-RNA mehr iiber die Struktur der RNA selbst bzw. deren Ein-
fluss auf die Wechselwirkung zu NusB in Erfahrung zu bringen, wurden Bindungsstudien mit
einer Kombination von Oberflichen-Plasmonresonanz-Spektroskopie und 2D-NMR-

Experimenten entwickelt.
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boxA

|rrnh ATTTATCAGACAATCTGTGTGGGCAC
rrna TTTATCAGACAATCTGTGTGGGCAC
rrnb TTTATCAGACAATCTGTGTGGGCAC
rrnc ATTTATCAGACAATCTGTGTGGGCAC
rrng TTTATCAGACAATCTGTGTGGGCAC

TTTATCAGACAATCTGTIGTGGGCAC

TTTATCAGACAATCTGTGTGGGCAC

Abb. 4.6 Alignment der sieben r#n Operons aus E.coli. Die drei box-Elemente sind farblich gekennzeichnet.

Die mittels SPR-Spektroskopie bei diesen Untersuchungen zur dynamischen Ligandbindung
erhaltenen Daten zeigten, wie auch schon weiter oben erwihnt, dass die Affinitdt des
NusB/NusE-Heterodimers zu spezifischen box4A-RNA Oligomeren die Affinitit von isolier-
tem NusB-Protein zu RNA um ein bis zwei GroBenordnungen iibertrifft. Hauptsédchlich ist
dies durch die langsamere Dissoziation der RNA vom NusB/NusE-Komplex verglichen mit
NusB-Protein begriindet. Der Einfluss von Sequenzmodifikationen auf die Komplexbildung
ist fiir NusB-Protein und den NusB/NusE-Komplex vergleichbar. Die Dissoziation des Kom-
plexes aus boxA-RNA und NusB/NusE-Proteinkomplex verlduft dabei im Bereich von Minu-
ten. Bemerkenswert ist, dass dieser zeitliche Rahmen mit dem Zeitbedarf fiir die Transkrip-
tion eines rrn-Operons vergleichbar ist. In schnell wachsenden Zellen synthetisiert die RNA-
Polymerase rRNA mit einer Geschwindigkeit von bis zu 90 Nukleotiden pro Sekunde (Vogel
and Jensen, 1994). Die Transkription eines ca. 6 kbp groBBen rrn-Operons bendtigt daher we-
nigstens eine Minute (Molin, 1976).

Der Einfluss einzelner Basentausche in der rrn boxA-RNA auf die 'H- und "N-
Verschiebungen von gebundenem NusB-Protein ist tiberraschend groB3. Verglichen dazu zei-
gen diese Sequenzmutationen relativ kleine Effekte auf die kinetischen bzw. thermodynami-
schen Daten der Komplexbildung. Sogar die Einfiihrung einer einzelnen Methylgruppe in die
5-Position vom Uracilresten kann in einzelnen Féllen im HSQC-Spektrum bis zu 15 % der
Amidsignale des NusB-Proteins verschieben. Groflere Sequenzmodifikationen, wie z.B. der
Austausch des Uracils an der Position 4 der hoxA-Sequenz gegen ein Guanin, beeinflussen
mehr als 50 % der Amid-Verschiebungen. Eine zunehmende Ahnlichkeit der erhaltenen
Spektren des boxA/NusB-Komplexes mit dem von unkomplexierten NusB-Protein tritt ein.
Zudem ist es duBerst bemerkenswert, dass sogar mutierte hox4-Sequenzen, die in fritheren
Gelshift-Assays (Mogridge et al.,, 1998) als nicht bindend gegeniiber NusB charakterisiert

wurden, einige, wenn auch wenige, Verschiebungen der Amidsignale hervorrufen. Dies mag
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eventuell auf die 10- bis 100-fach hohere Konzentration an eingesetztem Protein in den vor-
liegenden Experimenten zuriickzufiihren sein, aber dennoch weisen die hier aufgezeigten Er-
gebnisse auf eine kurzlebige, schwache Komplexierung zwischen diesen hox4-Mutanten und
dem NusB-Protein hin.

Die Diskriminierung des NusB-Proteins fiir einzelstringige DNA und RNA, konnte durch die
vergleichende Messung von boxA-RNA/DNA-Hybridsequenzen untersucht werden. Sowohl
die SPR-Daten als auch die Uberlagerung der entsprechenden 'H'"N-HSQC-Spektren wiesen
auf keinerle1 Wechselwirkung zwischen Desoxyribonukleinsdure und NusB-Protein hin. Ein
analoges Ergebnis zeigte sich auch fiir den NusB/NusE-Proteinkomplex, sofern des sich bei
der eingesetzten boxA-Sequenz vollstindig um DNA handelte. Wurde jedoch ein boxA-
Oligonukleotid eingesetzt, das anstelle von Thyminen desoxy-Uracile aufwies, so konnte eine
schwache Affinitdit zum NusB/NusE-Komplex detektiert werden. Interessant ist in diesem
Zusammenhang auch eine Vergleich der beiden Dissoziationskonstanten Kp, fiir die als Refe-
renz betrachtete Wechselwirkung zwischen NusB/NusE und rrn boxA-RNA mit der
schwichsten noch messbaren Wechselwirkung, im vorliegenden Fall zwischen NusB/NusE
und der oben erwéhnten desoxy-boxA, die statt Thymidinen desoxy-Uracile trdgt. Der Ver-
gleich der Konstanten Kp = 1,1 - 107 (NusB/NusE mit box4 ) und Kp = 4,0 - 10” (NusB/ NusE
mit desoxy(dU)-boxA ) kann durch folgenden Zusammenhang auf die Ebene von Bindungs-

energien ilibertragen werden:

AGqy: freie Gibb’sche Dissoziationsenthalpie

R: Allgemeine Gaskonstante 8,3 +
AGq=-RT In Kp Mol-K
T: Temperatur 298 K

Kp: Ausden SPR-Messungen erhaltene Dissozia-
tionskonstante

kJ

AG, = AG usB/NusE mit rrn box. = 39,6 _—
ac) d (NusB/NusE mit rrn boxA ) Mol

kJ

AGge) = AGq (NusB/NusE mit desoxy(@U)y-box4) = 25,1 ——
Mol

AG, = AG AG = 14,6 ﬁ

d(Gesamt) d(1) dQ2) ) Mol

Diese Betrachtung zeigt also, dass die Wechselwitkung zwischen dem NusB/NusE-

Heterodimer und dem am besten bzw. dem am schlechtesten noch messbaren boxA4-
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Oligonukleotid nur 14,6 % betrdgt. Dies bedeutet, dass die Konformationsdnderung, die
0

sich bei der Bindung der box4-RNA im NusB/NusE-Proteinkomplex vollzieht, geringer ist,

als der Energiebetrag, der zur Spaltung einer einzigen Wasserstoffbriicke aufgewendet werden
muss (20 %). Daher kann davon ausgegangen werden, dass sich, wie dies im Falle des
0

NusB-Proteins durch die NMR-Messungen bereits belegt wurde, die Konformation des
NusB/NusE-Komplexes bei der Interaktion mit der boxA-Sequenz im Vergleich zum freien
Proteinkomplex kaum éndert.

Allgemein zeigte das Heterodimer aus NusB- und NusE-Protein bei den verschiedenen Ein-
zelaustauschen der Ribo- gegen Deoxynukleotide zwar durchwegs eine um ca. zwei Groflen-
ordnungen hohere Affinitit als das NusB-Protein, die Trends im Bezug auf die kinetischen
und thermodynamischen Konstanten der einzelnen Wechselwirkungen waren jedoch sowohl
fiir den Komplex als auch fiir das einzelne NusB annédhernd gleich.

Bei sukzessiven Mutationen an der 2'-Hydroxylgruppe der einzelnen Basen der hoxA-Sequenz
wurde eine gute Ubereinstimmung der thermodynamischen Messwerte mit den Befunden aus
der NMR-Spektroskopie festgestellt. Fiir die zwolf Einzelmutationen der box4A-RNA wurden
in Bezug auf die Affinitidt zu NusB-Protein bzw. zum NusB/NusE-Proteinkomplex die Gro-
Benordnungen der Wildtyp boxA wieder gefunden. Bei der Auswertung der verschiedenen
HSQC-Datensédtze der NMR-Spektren wurden keine globalen Abweichungen innerhalb des
einzelnen Datensatzes beobachtet. Dennoch war es moglich in einigen der HSQC-
Uberlagerungen, die im gesamten gute Signaliibereinstimmungen und daher einen hohen
WeiBanteil aufwiesen, lokale Abweichungen in definierten, einzelnen Aminosduren zuorden-
baren Amidresonanzen zu detektieren. Die betroffenen Signale ergaben bei einer Betrachtung
iiber alle zwdlf Einzelmutationen zwar keinen fortlaufenden Trend in ihrer Anderung, liefer-
ten aber dennoch einige Anhaltspunkte fiir die Proteinbereiche, die an einer Interaktion mit
der RNA beteiligt sein konnten. Zur besseren Interpretation dieser Hinweise wurden in Ab-
bildung 4.7 3D-Modelle von unkomplexiertem NusB-Protein dargestellt, auf deren Oberflé-
che fiir drei exemplarische "H'°N-HSQC-Uberlagerungen die durch die desoxy-Mutationen
der boxA-RNA beeinflussten Aminosduren rot markiert wurden.. Zur besseren Orientierung
ist das N-terminale Start-Methionin zusétzlich blau eingefarbt. Die Modellierung der NMR-
Verschiebungen auf die Oberfliche war unter Verwendung der im Arbeitskreis von Prof. Dr.
Kessler erstellten Zuordnung der Amidsignale (Dehner et al., 2001) mdglich. Bei den drei
boxA-Vertretern G2dG, C3dC und C5dC sind zum Teil die selben aber auch jeweils andere

Amidresonanzen verschoben. In allen Uberlagerungen ist jedoch das Lysin 101 von den Ver-
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schiebungen betroffen. Zudem haben vor allem im G2dG-Spektrum alle Aminosduren, die
zwischen dem Tyrosin 100 und der Glutaminsidure 109 des NusB-Proteins liegen, vom Wild-

typ-Datensatz abweichende Werte.

NusB/G2dG-boxA NusB/C3dC-boxA

NusB/C5dC-boxA4

Abb.4.7 3D-Struktur von freiem NusB-Protein
(Altieri et al., 2000). Auf der Oberflache sind die
Aminosduren rot markiert, die im lH,ISN-HSQC-
Spektrum von NusB mit G2dG, C3dC sowie C5dC-
boxA gegeniiber dem von NusB/rrn boxA-Spektrum
eine abweichende Amid-Verschiebung aufwiesen.
Das Start-Methionin, das Aspartatll8 sowie

, die eine Art ,,Scharnier zwischen den
beiden Subdoméinen des NusB-Proteins darstellen,
sind farblich ebenfalls hervorgehoben.
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Bei der Betrachtung der, bei der RNA-Bindung beteiligten Aminosduren fillt auf, dass diese
vorwiegend im vorderen Bereich der ,,Strukturfurche®, die sich zwischen dem N- und C-
terminalem Proteinteil des NusB ergibt, angeordnet sind. Der grof3ere Teil der Signaldnderun-
gen erstreckt sich von dieser ,,Furche® aus ab der Helix a4 in den C-terminalen NusB-Teil
hinein. Eine besonders starke Beteiligung an der chemischen Verschiebung in den 'H'°N-
HSQC Spektren kommt den Aminoséduren der Helix o6 zu.

Diese Ergebnisse decken sich sehr gut mit den unter 4.1.3 dargelegten strukturellen Uberle-
gungen zum NusB/NusE-Proteinkomplex bzw. dessen Bindung an die box4A-RNA. Auch dort
wird deutlich, dass die Kontaktstellen des mit NusE komplexierten NusB-Proteins in dieser
HStrukturfurche, genauer im Bereich um die Helix a6, die den oberen Teil des postulierten
,Bindungstunnels* bildet, liegen.

Ein weiteres wichtiges Ergebnis, das aus den Messungen mit den einzelnen Basen- bzw. De-
soxy-Austauschen am boxA-RNA-Motiv hervorgeht, betrifft die RNA selbst. Es scheint, dass
der vordere Teil der boxA-RNA-Sequenz, der die Basen 1 bis 6 enthélt, deutlich bedeutungs-
voller fiir die Wechselwirkung mit dem NusB-Protein bzw. dem NusB/NusE-Proteinkomplex
ist, als der hintere, die Basen 7 bis 12 umfassende Abschnitt. So zeigen Mutationen im hinte-
ren Teil des boxA-Motivs, wie A10dA oder die Doppelmutation USG A10C sowohl bei den
NMR- als auch bei den SPR-Messungen deutlich geringe Unterschiede zur physiologisch vor-
kommenden rrn boxA als dies z.B. bei der hoxA-Mutation U4G der Fall ist.

4.5 Synthese und Einsatz volldeuterierter Bernsteinsiaure als Kohlen-

stoffquelle fiir die Anzucht von deuteriertem Biomaterial

Im Hinblick auf die Fermentation groflerer Mengen an Biomaterial, das einen mdglichst ho-
hen Grad an Deuterierung aufweisen soll, war die Etablierung eines Verfahrens zur Synthese
grofler Mengen an volldeuterierter Bersteinsdure nétig.

Das in der vorliegenden Arbeit beschriebene Verfahren der Synthese von Bersteinsdure aus
Acetylendicarbonsdure ist bereits seit einiger Zeit bekannt (LeMaster & Richards, 1988). Die
Ausbeuten an Dg¢-Bernsteinsdure, die mit diesem Verfahren in der literaturbeschriebenen Vor-
gehensweise zuginglich waren, lagen jedoch so niedrig, dass zur Gewinnung von mehreren

hundert Gramm des Produktes ein unverhéltnismédBig groBer Einsatz an Edukten, der im Falle
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des Deuteriums auch einen hohen finanziellen Aufwand bedeutet, nétig gewesen wére. Zu-
dem hitte der unvollstaindige Umsatz der Edukte zu einer sehr schwer trennbaren Mischung
an Produkten mit unterschiedlichem Deuterierungsgrad gefiihrt. Eine Optimierung des Ver-
fahrens im Hinblick auf eine Erhohung der Produktausbeute und der Vollstindigkeit der Deu-
terierung war daher wiinschenswert. Die beiden zentralen Aspekte dieser Optimierung waren
dabei zum einen eine geeignete Vorbehandlung der Ausgangsverbindung, Acetylendicarbon-
sdure, und die zum anderen die Etablierung einer Reaktionsapparatur, die ein Up-Scaling der
Reaktion in den MaBstab von ca. 20 g eingesetztem Edukt erlaubt.

Als Vorbehandlung der Acetylendicarbonsdure erwies sich eine Umkristallisation des einge-
setzten schwerloslichen Mono-Kaliumsalzes tiber die Stufe des leichtldslichen Dikaliumsalzes
als sehr hilfreich. Durch dieses Vorgehen, konnten Verunreinigungen, die zu einer starken
Passivierung des, im Rahmen der Reaktion verwendeten PtO, Katalysators fiihrten, quantita-
tiv entfernt werden. Die Ausbeute der Umkristallisation ist mit 92 % hoch genug, um dieses
Verfahren als effiziente Eduktvorbereitung einzusetzen.

Als optimale Reaktionsapparatur fiir den gewiinschten Synthesemalstab wurde eine etwas
modifizierte Saugflasche verwendet, die auf einer Seite mit einem rechtwinklig gebogenen,
unten geschlossenen Glaszylinder beweglich verbunden war. Diese Anordnung ermdglichte
eine optimale Reaktionsfiihrung, da zunéchst eine Vorhydrierung des eingesetzten PtO, Kata-
lysators erfolgen konnte, ohne dass die Acetylendicarbonsdure mit dem Reaktionsgemisch in
Kontakt kommen konnte.

Durch die angefiihrten Optimierungsschritte war es moglich das beschriebene Verfahren fiir
die Synthese von Bernsteinsdure aus Acetylendicarbonsdure im Maf3stab von 30 g eingesetz-
tem Edukt mit einer Gesamtausbeute von iiber 80 % durchzufiihren. Wie durch den Einsatz
von GC-MS-Analytik gezeigt werden konnte, war die synthetisierte Bersteinsdure zu nahezu
100 % deuteriert. Ihr Einsatz als Kohlenstoffquelle fiir die Fermentation von deuterierter
Biomasse nach dem von Vanatalu und Mitarbeitern 1993 etablierten Verfahren fiihrte zu gu-

ten Ausbeuten im Bezug auf Zellmasse und Proteinmenge.
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4.6 Strukturbestimmung des NusB-Proteins aus Thermotoga maritima

Bei der vergleichenden Betrachtung von Bakteriengenomen, von denen in den letzten Jahren
eine steigende Zahl vollstdndig sequenziert und in Datenbanken zugédnglich gemacht wurde,
fallt im Hinblick auf das NusB-Antiterminationsprotein, wie schon unter 4.2.2 durch ein
Alignment gezeigt, eine erstaunliche Sequenzhomologie auf. Nimmt man die E.coli NusB-
Struktur, die durch Arbeiten von Huenges bzw. Altieri und Mitarbeitern in den Jahren 1997
bzw. 2000 mittels NMR-Spektroskopie aufgekldrt wurde, als Grundlage eines solchen Ver-
gleichs, so zeigt sich, dass vor allem im Bereich der Helices al, a5, o6 und o7 eine sehr gro-
Be Ahnlichkeit der genomischen Sequenzen vorliegt. Dass diese Sequenzhomologie auch zu
einer hohen Ahnlichkeit in der raumlichen Struktur fithren kann, wird deutlich, wenn die bei-
den literaturbeschriebenen Strukturen des NusB-Proteins aus E.coli (Altieri et al., 2000) und
aus M. tuberculosis (Gopal et al., 2000) verglichen werden. Zwar liegt das NusB-Protein aus
M. tuberculosis bei der angewandten Strukturbestimmung mittels Rontgenbeugung im Pro-
teinkristall als Dimer vor, die aus der Struktur ableitbaren Strukturdaten eines hypothetischen
Monomers zeigen jedoch eine gute Ubereinstimmung mit denen des monomer vorliegenden
NusB-Proteins aus E.coli. Um einen derartigen Vergleich von NusB-Strukturen neben den
beiden oben erwéhnten auf einen weiteren prokaryotischen Organismus ausweiten zu konnen
und damit eventuell weiterfiihrende Informationen {iber Proteinbereiche zu erhalten, die an
einer, im Rahmen der Antitermination essentiellen Interaktion mit dem boxA-RNA-Motiv
beteiligt sind, wurde das NusB-Protein aus Themotoga maritima kristallisiert und mittels
Rontgenbeugung im Kristall untersucht. Der Grund fiir die Auswahl dieses Proteins lag zum
einen in den guten Ergebnissen, die erst kiirzlich verdffentlichte Arbeiten von Worbs und
Mitarbeitern (2001) im Hinblick auf die Kristallisation und Strukturaufklarung von Antiter-
minationsproteinen dieses thermophilen Organismuses ergaben. Zum Anderen weist das
NusB-Protein aus 7. maritima eine gute Sequenziibereinstimmung zum seinem Homolgen aus
E.coli auf.

Die Kristallisation des 7. maritima NusB-Proteins lieferte zwei unterschiedliche Kristallfor-
men. Beim Einsatz von Hochsalz-Bedingungen fiir die Kristallisation resultierten plattenfor-
mige Kristalle, wiahrend Niedrigsalz-Bedingungen und der Zusatz von PEG-Detergentien zu
einer deutlich kleineren, kubischen Kristallmodifikation fiihrten. Beide Kristallformen lieflen
sich unter Einsatz von Rontgenbeugungsmethoden gut auf ihre strukturellen Daten hin unter-
suchen. Dabei zeigte sich, dass den beiden Kristallmodifikationen unterschiedliche Elemtar-

zellen zugrunde liegen. Die kleineren kubischen Kristalle weisen eine P2,2,2; Raumgruppe

148



Diskussion

mit orthorhombischer Grundsymmetrie auf. Die Elemtarzelle beinhaltet dabei nur ein NusB-
Monomer. Die deutlich groBeren, plattenformigen Kristalle zeigen bei der Untersuchung mit-
tels Synchrotron eine hexagonale Raumgruppe mit der Symmetrie P3;. Sie beinhaltet ein
NusB-Dimer. Im Hinblick auf diese Ergebnisse stellt sich nun die Frage, ob das NusB-Protein
in Thermotoga maritima tatsichlich als physiologisch relevantes oder als sog. ,kristal-
lographisches* Dimer vorliegt. Ebenso muss untersucht werden, ob das in der orthorhombi-
schen Elemtarzelle gefundene monomere NusB-Protein durch irgendwelche Zusétze im Kris-
tallisationspuffer aus dem Dimer entstanden sein konnte. Diese angesprochenen, umfangrei-
chen Untersuchungen werden in die weitere Gestaltung des Projekts zur Strukturaufklérung

des NusB-Proteins aus 7. maritima einflieBen.
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5 Zusammenfassung

Die Transkriptionsantitermination in den ribosomalen RNA Operons von Escherichia coli
wurde in der Vergangenheit intensiv untersucht (Condon et al., 1995; Greenbaltt, 1993). Die
Bildung des erforderlichen Antiterminationskomplexes setzt eine promotor-proximale
Sequenz auf der nascierenden RNA voraus, die als nut site bezeichnet wird. Am 5'-Ende
dieser nut site sitzt die sog. boxA-Sequenz, von der vermutet wird, dass sie durch den
Antiterminationskomplex in rdumlicher Ndhe zur RNA-Polymerase gehalten wird, wéhrend
diese in 3'-Richtung das Template {iber Transkriptionsterminatoren hinweg transkribiert. Wie
dieser Komplex die Unempfindlichkeit gegeniiber Rho-abhdngigen bzw. intrinischen
Terminatoren bewirkt, ist allerdings bisher noch nicht vollstindig geklért.

Es scheint jedoch gesichert, dass der Interaktion des Antiterminationsproteins NusB bzw. des
physiologisch in Escherichia coli vorliegenden Heterodimers aus den Proteinen NusB und
NusE mit dem boxA-RNA-Motiv eine zentrale Rolle beim Aufbau des Antiterminations-
komplexes zukommt.

Der NusB/NusE-Proteinkomplex aus Escherichia coli, dessen Klonierung, Uberexpression
und Reinigung Teil der vorliegenden Arbeit waren, wurde durch den Einsatz diverser
Untersuchungsmethoden charakterisiert. Es wurde zundchst versucht, den Komplex zu
kristallisieren. Dabei konnten allerdings nur plattenférmige Kristalle erhalten werden, deren
Rontgenbeugung mit einer Aufldsung von max. 9 A nicht ausreichend war, um detaillierte
Informationen iiber eine rdumliche Struktur gewinnen zu konnen. Auch der Einsatz
zweidimensionaler NMR-Spektroskopie fiihrte im Falle des komplett bzw. partiell °N-
markierten NusB/NusE-Proteinkomplexes nicht zu einem befriedigenden Ergebnis. Die
aufgenommenen 'H,'"N-HSQC-Spektren lieferten eine zu geringe Signaldispersion, um
brauchbare Ergebnisse liefern zu konnen. Das Fehlschlagen der Kristallisation bzw. der
NMR-Spektroskopie ist mit groBer Wahrscheinlichkeit auf eine erhohte Dynamik seitens des
am Komplex beteiligten NusE-Proteins zuriickzufithren. Ein potentieller Ausldser fiir diese
hohe Dynamik ist ein stabformiger Strukturabschnitt im zentralen Teil der
Aminosduresequenz des NusE-Proteins, der unter physiologischen Bedingungen zur
Verankerung des Proteins im Ribosom dient. Beim isolierten NusB/NusE-Heterodimer
kommt diesem Strukturabschnitt wahrscheinlich keine Funktion zu.

Da sowohl die Kristallisation als auch die NMR-Spektroskopie keine verwertbaren Aussagen
iiber die Struktur liefern konnten, wurden Cross-Linking-Experimente durchgefiihrt, um

Informationen iber die Kontaktstellen zwischen dem NusB- und dem NusE-Protein im
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Proteinkomplex zu erhalten. Die Experimente flihrten unter Einsatz von computergestiitztem
Modelling zu dem Ergebnis, dass das NusE- das NusB-Protein im Bereich der Helix o6
kontaktiert. Die aufgrund der Cross-Linking-Experimente postulierte Gesamtstruktur aus den
beiden Antiterminationsproteinen weist eine Art ,,Bindungstunnel* fiir die Interaktion mit der
boxA-RNA auf, an dessen Randbereichen sich sowohl im Falle des NusB- als auch des NusE-
Proteins eine groflere Ansammlung an Argininen befindet. Diese Arginine konnen aufgrund
der positiven Ladungen in ihren Seitengruppen zu einer Stabilisierung des negativ geladenen
RNA-Backbones fithren. Die Hauptkontaktflichen mit dem hox4-RNA-Motiv liegen dieser,
durch Modelling bestimmten Struktur zufolge, im Falle des NusB-Proteins im Bereich des
»Arginin Reichen Motivs* am N-Terminus sowie an der Helix 06.

Neben dem NusB/NusE-Proteinkomplex stand die Untersuchung von NusB als Einzelprotein
bzw. im Komplex mit der r7n boxA-RNA aus E.coli im Zentrum der vorliegenden Arbeit.
Durch den Einsatz mehrdimensionaler NMR-Spektroskopie konnten bereits erste wichtige
Ergebnisse im Hinblick auf die Aufkldrung der Sekundirstruktur von NusB-Protein im
Komplex mit der 77n boxA-RNA erhalten werden. Den anféanglichen Stabilititsproblemen der
Protein/RNA-Mischungen, die zundchst allenfalls zweidimensionale, aber nicht die zur
Strukturaufkldrung erforderlichen dreidimensionalen Spektren ermodglichten, wurde durch
Malnahmen begegnet: Das stabilisotop-markierte NusB-Protein wurde durch mehrere
Chromatographie-Schritte bis zur Homogenitét gereinigt. Die Stabilitit der boxA-RNA wurde
durch jeweils zwei Desoxynukleotide am 3'- und 5'-Ende erhoht. Das Verhiltnis von RNA zu
Protein wurde 3:1 gewdhlt. Zusétzlich wurde die RNase-Aktivitdt durch die Zugabe von DTT,
EDTA sowie dem RNaseA-Inhibitor RNasin® deutlich vermindert. Durch die Anwendung
dieser Schritte war die Herstellung von Proben moglich, die iiber einen Zeitraum von bis zu
16 Tagen unverindert im NMR-Experiment eingesetzt werden konnten. Von diesen ’N- bzw.
N/ C-markiertes NusB-Protein und 771 box4A-RNA enthaltenden Proben wurden mehrere
NMR-Spektren aufgenommen. Die Auswertung ergab, dass das NusB-Protein im Komplex
mit der rrn boxA-RNA eine helikale Grundstruktur mit sieben Helices aufweist. Die
Abweichung der bisher unter Verwendung dieser Messungen modellierten dreidimensionalen
Proteinstruktur des NusB/boxA4-Komplexes liegt im Vergleich zum freien NusB-Protein im
Bezug auf das Proteinriickrat bei ca. 3 A.

Eine detaillierte Untersuchung der diversen Protein-RNA-Interaktionen im Antiterminations-
komplex erfolgte durch die Bestimmung thermodynamischer bzw. kinetischer Konstanten
mittels Oberflichen-Plasmonresonanz. Diese Messungen zeigten, dass die Affinitit des

NusB-Proteins zum boxA-RNA-Motiv, die im mikromolaren Bereich liegt, durch die des
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NusB/NusE-Proteinkomplexes um zwei Grofenordnungen iibertroffen wird. Dies bekriftigt
die, in diversen Literaturstellen geduBerte Vermutung, dass das NusB nicht als Einzelprotein,
sondern im Komplex mit dem NusE-Protein als NusB/NusE-Heterodimer mit der hox4A-RNA
interagiert. Fiir den Antiterminationsfaktor N aus dem A-Phagen konnte neben einer guten
Komplexbildung mit A boxB-RNA auch eine nahezu gleichstarke Affinitit zu den boxA-
Motiven aus E. coli und dem A-Phagen nachgewiesen werden. Die Selektivitit fiir das A
boxB-RNA Motiv wurde jedoch durch die Anwesenheit von NusA-Protein erheblich
gesteigert, wihrend gleichzeitig zu den boxA-Sequenzen keine Wechselwirkungen mehr
nachweisbar waren. Fiir NusG und NusA waren keine Interaktionen mit boxA4- bzw. boxB-
Elementen festzustellen.

Neben diesen Protein-RNA-Wechselwirkungen war eine ndhere Bestimmung funktionell
essentieller Bereiche der 7rn boxA-RNA Gegenstand von kombinierten Studien mittels SPR-
und NMR-Spektroskopie. Zusammenfassend zeigten diese Untersuchungen, dass die
chemische Verschiebung der Amidgruppen des NusB-Proteins einen hochempfindlichen
Sensor fiir Sequenzmodifikationen der RNA darstellt. Die GroBe des RNA Motivs, das mit
NusB-Protein interagiert, wurde bereits in der Vergangenheit in vivo durch Mutationsanalyse
untersucht (Berg et al., 1989). Die in der vorliegenden Arbeit prasentierten Daten stehen dabei
in guter Ubereinstimmung mit der, in der Literatur beschriebenen Ansicht, dass es sich beim
boxA-Motiv um eine dodecamere RNA-Sequenz handelt. Sequenzidnderungen nahe des 5'-
oder 3'-Endes der boxA-RNA haben einen geringen Effekt auf die 'H,'’N-Amidresonanzen;
die Zahl der verschobenen Amidgruppen ist relativ klein. Zur quantitativen Analyse der
Ahnlichkeit von NusB/RNA-Spektren wurde ein generischer Algorithmus etabliert. Mit
dessen Hilfe konnte festgestellt werden, dass der entscheidende Faktor zur Protein/RNA-
Erkennung der zentrale Bereich um die Reste 4 bis 8 des box4A-RNA Motivs ist. Eine
Diskriminierung zwischen RNA- und DNA-boxA-Sequenzen ist bei der Wechselwirkung mit
dem NusB-Protein deutlich festzustellen. So zeigt NusB weder mit desoxy-boxA- noch mit
desoxy-boxA-RNA, deren Thymine gegen desoxy-Uracile substituiert wurden, im SPR oder
NMR eine nachweisbare Wechselwirkung. Durch sukzessiven Austausch einzelner
Ribonukleotide des boxA-Motivs gegen desoxy-Ribonukleotide wurde gezeigt, dass
Verdnderungen im Bereich der ersten sechs Reste deutliche Auswirkungen auf die
Amidresonanzen im NMR und damit auf die Wechselwirkung zwischen NusB und dem boxA4-
Oligonukleotid bewirken. Die Signalverschiebungen treten dabei vor allem im C-terminalen
Bereich des NusB-Proteins, speziell in der Gegend um die Helix a6 auf. In Kombination mit

den oben erwéhnten strukturellen Betrachtungen zum NusB/NusE-Heterodimer, scheint es
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ziemlich sicher, dass die Helix a6 des NusB-Proteins in erheblichem Umfang an der Bindung
der boxA RNA beteiligt ist.

Neben den Untersuchungen zum NusB-Protein aus E.coli beinhaltet die vorliegende Arbeit
auch erste Ergebnisse im Hinblick auf die Strukturaufkldrung des Antiterminationsproteins
NusB aus 7. maritima mittels Rontgenbeugung im Kiristall. Dazu wurde das 7. maritima
NusB-Protein iiberexprimiert, gereinigt und unter diversen Bedingungen kristallisiert. Es
resultierten zwei unterschiedliche Kristallmodifikationen, die durch Rontgenbeugung bis zu
einer Aufldsung von 1,9 A struk-turell charakterisiert werden konnten. Dabei ergab sich, dass
den beiden Kristallmodi-fikationen Elementarzellen mit zwei unterschiedlichen Geometrien,
einer orthorhombischen bzw. einer hexagonalen, zugrunde liegen. Die orthorhombische
Elemtarzelle enthilt nur ein NusB Monomer wihrend die hexagonale Elemtarzelle ein NusB
Dimer beinhaltet. Welches die in 7. maritima physiologisch vorliegende bzw. aktive Form ist,

ist zum gegenwartigen Zeitpunkt noch nicht bekannt.
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Anhang

7 Annhang

Sequenz des nusB/nusE Operons aus Escherichia coli

ATG AAA CCT GCT GCT CGT CGC CGC GCT CGT GAG TGT GCC GTC 42

CAG GCG CTC TAC TCC TGG CAG TTG TCC CAG AAC GAC ATC GCT 84

GAT GTT GAA TAC CAG TTC CTG GCT GAA CAG GAT GTA AAA GAC 126

GTT GAC GTC CTG TAC TTC CGT GAG CTG CTG GCC GGG GTG GCG 168

ACT AAT ACC GCA TAC CTC GAC GGA CTG ATG AAG CCA TAC CTG 210

TCC CGC CTG CTG GAA GAA CTG GGA CAG GTA GAA AAA GCA GTA 252

CTG CGC ATT GCG CTG TAC GAA CTG TCT AAA CGT AGC GAT GTG 294

CCA TAC AAA GTG GCC ATT AAC GAA GCG ATC GAA CTG GCG AAA 336

TCG TTC GGC GCA GAA GAC AGC CAT AAG TTC GTC AAC GGC GTA 378

CTC GAT AAA GCA GCA CCT GTG ATT CGC CCT AAC AAA AAG TGA 420

TAT CCA GGC CGG TAG ATT CAC GGA AGA CCG TTC CAA TTC ATT 462

AAA GAG AAA TTA ACC ATG CAG AAC CAA AGA ATC CGT ATC CGC 504

CTG AAA GCG TTT GAT CAT CGT CTG ATC GAT CAA GCA ACC GCG 546

GAA ATC GTC GAG ACT GCC AAG CGC ACT GGT GCG CAG GTC CGT 588
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Anhang

G P I P L P T R K E R F T v
GGT CCG ATC CCG CTG CCG ACA CGC AAA GAG CGC TTC ACT GTT 630

L I S P H v N K D A R D H D
CTG ATC TCC CCG CAC GTC AAC AAA GAC GCG CGC GAT CAT GAC 672

E I R T H L R L v D I v E P
GAA ATC CGT ACT CAC TTG CGT CTG GTT GAC ATC GTT GAG CCA 714

T E K T v D A L M R L D L A
ACC GAG AAA ACC GTT GAT GCT CTG ATG CGT CTG GAT CTG GCT 756

A G v D v Q I S L G
GCC GGT GTA GAC GTG CAG ATC AGC CTG GGT TAA 789

Sequenz des nusB-StrepTAG Konstrukts

ATG AAA CCT GCT GCT CGT CGC CGC GCT CGT GAG TGT GCC GTC 42

CAG GCG CTC TAC TCC TGG CAG TTG TCC CAG AAC GAC ATC GCT 84

GAT GTT GAA TAC CAG TTC CTG GCT GAA CAG GAT GTA AAA GAC 126

GTT GAC GTC CTG TAC TTC CGT GAG CTG CTG GCC GGG GTG GCG 168

ACT AAT ACC GCA TAC CTC GAC GGA CTG ATG AAG CCA TAC CTG 210

TCC CGC CTG CTG GAA GAA CTG GGA CAG GTA GAA AAA GCA GTA 252

CTG CGC ATT GCG CTG TAC GAA CTG TCT AAA CGT AGC GAT GTG 294

CCA TAC AAA GTG GCC ATT AAC GAA GCG ATC GAA CTG GCG AAA 336

TCG TTC GGC GCA GAA GAC AGC CAT AAG TTC GTC AAC GGC GTA 378
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Anhang

L D K A A P v I R P N K K S
CTC GAT AAA GCA GCA CCT GTG ATT CGC CCT AAC AAA AAG AGC

A W S H P Q F E K
GCT TGG AGC CAC CCG CAG TTC GAA AAA TAA

Sequenz des nusB Gens aus Thermotoga maritima

M K T P R R R M R L A v F K
ATG AAA ACA CCG AGG CGA AGA ATG AGG CTT GCT GTC TTC AAA

GCC CTG TTT CAG CAT GAA TTC AGA AGA GAC GAA GAT CTT GAA

CAA ATT CTC GAG GAA ATT CTG GAC GAA ACC TAC GAT AAA AAG

GCA AAG GAA GAC GCC CGG CGC TAC ATA AGA GGT ATA AAA GAG

AAC CTT TCC ATG ATA GAC GAT CTC ATT TCC CGA TAC CTA GAA

AAG TGG TCT CTG AAC CGA TTA TCC GTT GTG GAC AGA AAC GTT

CTG AGA CTC GCC ACT TAT GAA CTT CTC TTC GAA AAG GAC ATC

CCC ATA GAA GTG ACC ATC GAT GAA GCC ATA GAA ATA GCC AAG

AGA TAC GGC ACG GAA AAC AGT GGA AAA TTC GTC AAC GGA ATA

420

462

42

84

126

168

210

252

294

336

378
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L D R I A K E H A P K E K F

CTG GAC AGA ATC GCC AAA GAA CAC GCT CCA AAA GAA AAA TTC 420
E L
GAA CTT TGA 429

168



