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1. Zusammenfassung

Ribosomen, grol3e Ribonukleoproteinkomplexe, fungieren als universelle Maschinerien zur
Synthese von Proteinen in Zellen aller Abstammungslinien. In der Regel wird in Bakterien die
Expression der Proteine eines ribosomalen Protein Operons von einem regulatorischen
ribosomalen Protein autogen reguliert, das an die Boten-RNA des Operons bindet und so die
Translation der Gene reprimiert. Das ribosomale Protein L4 ist das einzige bekannte
regulatorische Protein, das zusatzlich zur Translation auch die Transkription seines eigenen
S10 Operons durch einen vorzeitigen Abbruch der Synthese der Boten-RNA kontrollieren
kann. Dabei kommt es zu der Bildung eines Terminationskomplexes, der neben einer
pausierten RNA-Polymerase aus zwei regulatorischen Haarnadelschleifen disadetO

RNA, L4 und dem Elongationsfaktd-utilization substance A (NusA) besteht. Wahrend der
Effekt von L4 fir das S10 Operon spezifisch ist, stellt NusA einen generellen
Transkriptionsfaktor dar, der bei vielen Genen die Transkriptionsrate der RNA-Polymerase
verlangsamt, wobei es durch weitere Modifizierung des Elongationskomplexes entweder zu
einer Pausierung, zu einem vorzeitigen Abbruch (Attenuation, Termination) oder sogar zu
einem Uberlesen von Terminatorsignalen (Antitermination) der Transkription kommen kann.
L4 fungiert noch als Komponente der grof3en 50S Untereinheit des Ribosoms und unterstutzt
in dieser Eigenschaft die Faltung der 23S ribosomalen RNA durch spezifische Bindung. Da
die RNA-bindenden Regionen von L4 nicht charakterisiert sind und die Frage, ob NusA
Uberhaupt RNA kontaktiert, noch nicht umfassend geklart wurde, sollte eine strukturelle

Charakterisierung beider Proteine vorgenommen werden.

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden die dreidimensionalen Strukturen von NusA und
L4 aus dem thermophilen Bakteriumhermotoga maritima mit Hilfe der Rontgen-
strukturanalyse bestimmt. Dazu wurden die entsprechenden Gene klonidtt, aoli
Uberexprimiert und fur jedes Protein dreistufige Reinigungsprotokolle entwickelt, die
reproduzierbare Kristallisation erlaubten. Kristalle von NusA streuten Synchrotronstrahlung
bis zu einer Auflésung von 2,1 A. Die Struktur wurde durch multiple anomale Dispersion
(MAD) mit Hilfe eines Selenomethionin-Derivates gelést und bis zu einem
kristallographischen R-Faktor von 24,4% verfeinert. Die Struktur von L4 wurde mit Hilfe des
multiplen isomorphen Ersatzes (MIR) gelost und bei einer Auflésung von 1,7 A bis zu einem

kristallographischen R-Faktor von 20,8% verfeinert.
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NusA ist ein annahernd lineares Molekul, das aus vier Domanen besteht. Die N-terminale
Doméane, die ein@/B-Faltung zeigt, ist sehr flexibel und wichtig fir die Interaktion von
NusA mit der RNA-Polymerase. Deshalb erscheint eine Konformations&nderung dieser
Region bei Bindung an RNA-Polymerase wahrscheinlich. Der Rest des Proteins ist aus drei
RNA bindenden Motiven aufgebaut, einem funfstrangiferarrel (S1 Domane) und zwei
nachfolgenden K-Homologie (KH) Domanen. Diese bestehen aus einem dreistrddgigen
Faltblatt, das auf einer Seite von drei oder wédfelices flankiert wird. Zum ersten Mal ist

die Anordnung von mehreren KH Motiven in einem Protein zu sehen, die ein Modell fur den
modularen Aufbau einer Vielzahl von RNA- und DNA-assoziierten Multi-KH Proteinen
darstellt. Modelle legen die Vermutung nahe, dal’ die Kontaktflache eine kooperative Bindung
beider KH Module an RNA erlaubt. Die Interaktionen zwischen der S1 Doméane und dem
ersten KH Motiv &hneln der Kontaktflache zwischen den beiden KH Domanen, wobei ein
Stapel aus alternierendgBtFaltblattern undo-Helices erzeugt wird. Eine Region stark
positiven Oberflachenpotentials, die fast eine gesamte Flanke des Molekuls umfafit, vermittelt
wahrscheinlich unspezifische Wechselwirkung mit RNA, wahrend die spezifische Erkennung
von Sequenzen der Boten-RNA von den einzelnen RNA-bindenden Motiven tibernommen
wird. Die Struktur legt die Vermutung nahe, dald NusA durch multiple Kontakte mit der
transkribierenden RNA-Polymerase verbunden ist, die Boten-RNA kontinuierlich nach
regulatorischen Signalen abtastet und bei deren Erkennung eine Modifikation des
Elongationskomplexes herbeifihrt. In diesem Zusammenhang erscheint es wahrscheinlich,
dalR NusA eine regulatorische Haarnadelschleife deré&tier-RNA direkt kontaktiert und

es daraufhin zu einer Pausierung der Transkription kommt.

Die Struktur von L4 besteht aus einem zentralen sechsstrargigalttblatt, um das herum
siebena-Helices gruppiert sind. Das Protein weist strukturelle Homologie zu einer Reihe von
Mononukleotid bindenden Motiven auf. Eine zentrale, 55 Aminoséauren lange Region, die von
zwei Helices flankiert wird, ist ungeordnet und nicht im Modell enthalten. Biochemische
Experimente und kristallographische Untersuchungen einer anderen Gruppe an der 50S
ribosomalen Untereinheit zeigen, dal3 dieser Teil in erster Linie flr den Einbau des Proteins in
das Ribosom verantwortlich ist und bei Bindung an ribosomale RNA eine ausgestreckte
Konformation annimmt. Zwei fast senkrecht zueinander verlaufardelices im globularen
Rumpf von L4 wurden als mdégliche Bindungspartner fir die Boten-RNA des S10 Operons
identifiziert. Durch Mutagenesestudien, die im Rahmen eines Forschungsaufenthaltes in den

USA durchgefiihrt wurden, wurde die regulatorische Region von L4 auf einen weiteren
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helikalen Bereich am C-Terminus ausgedehnt. Unterschiede in der regulatorischen Aktivitat
zwischen Thermotoga maritima L4 und seinem Escherichia coli Homologen sind
wahrscheinlich auf Sequenzunterschiede in dieser Helix zurlickzufiihren. Da L4 nur minimale
Kontakte mit anderen Proteinen innerhalb der groRen ribosomalen Untereinheit eingeht, aber
Uber eine ausgedehnte, RNA-bindende regulatorische Region verfligt, erscheint es
wahrscheinlich, dal3 das Protein hauptsédchlich Uber Kontakte zur RNA im
Terminationskomplex des S10 Operons verankert wird. Dabei ist es mdglich, daf? NusA bei
Bindung an die Sl1l0eader-Region eine Konformationsanderung in der RNA induziert, die

eine Bindungsstelle fur L4 schafft.

Vero6ffentlichungen, die Teile dieser Arbeit beinhalten oder beinhalten werden:

Worbs, M; Huber, R. und Wahl, M. C. (2000). Crystal structure of ribosomal protein L4
shows RNA-binding sites for ribosome incorporation and feedback control of the S10 operon.
EMBO J., 19, 807-818.

Worbs, M. und Wahl, M.C. (2000). Expression, purification, crystallization and preliminary
X-ray diffraction studies of bacterial and archaeal L4 ribosomal protéats Crystallog. D,
56, 645-647.

Worbs, M.; Bourenkov, G.P.; Bartunik, H.D.; Huber, R. und Wahl, MA@.extended RNA
binding surface through arrayed S1 and KH Domains in transcription factor NusA.
Manuskript in Vorbereitung.
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2. Einleitung

2.1 Allgemeine Aspekte der Transkription in Eukaryonten und Prokaryonten

Transkription, die DNA-abhangige Synthese von Boten-RNA (engl. messenger-RNA,
mMRNA), ist ein zentraler Prozel3 bei der Expression von genetischer Information und deshalb
auch ein kritischer Kontrollpunkt, der einer Vielzahl von regulatorischen Mechanismen
unterliegt. Obwohl sich die grundlegenden Mechanismen der prokaryontischen Transkription
und ihrer Regulation auch bei Eukaryonten erhalten haben, ist das System in den héheren

Organismen weitaus komplexer.

Ein grundlegender Unterschied ist die rAumliche und zeitliche Trennung von Transkription
und Translation in Eukaryonten, die auf die Unterteilung der Zelle in Kompartimente zurtck-
zufuihren ist: DiemRNA-Vorlaufer werden im Zellkern synthetisiert und prozessiert bevor sie
ins Cytosol transportiert werden, wo die Translation stattfindet. Die umfangreiche Pro-
zessierung beinhaltet unter anderem das Anfligen einer 5'-Kappe und eines Poly(A)-
Schwanzes am 3‘-Ende der Transkripte. Introns, die nicht codierende Regionen innerhalb von
Genen enthalten, missen vor der Translation durch SpleiBen herausgeschnitten werden. Im
Gegensatz dazu dient in Prokaryonten das neu synthetisiBN@-Transkript, das keine
Introns enthalt, sofort als Matrize fir die Translation, so dal’3 es zu einer Kopplung beider
Prozesse kommt. In Bakterien gibt es koordinierte Einheiten der Transkription, die Operons,
die die gleichzeitige Kontrolle und Expression mehrerer Gene erlauben. Eukaryontische

Boten-RNAs kodieren nur fir ein Gen.

Der bei weitem grof3te Teil der prokaryontischen RNA wird von einer DNA-abhangigen
RNA-Polymerase (RNAP) synthetisiert. D&sre-Enzym mit einem Molekulargewicht von
ungefahr 400 kDa ist aus vier Untereinheites3', zusammengesetzt. In Eukaryonten wird

die Transkription von drei RNAPs Ubernommen, die sich unter anderem in ihrer
Matrizenspezifitat und Lokalisation unterscheiden. Dabei ist RNAP Il im Nucleoplasma flr
die Expression von mRNA und heterogener Kern-RNA zustandig. RNAP | und Ill, die sich in
den Nucleoli beziehungsweise Nucleoplasma befinden, synthetisieren ribosomale RNA
(rRNA) und transfer-RNA (tRNA). Die am besten charakterisierte Form einer
eukaryontischen RNAP Il besteht aus 12 Polypeptiden (Cra&mnal., 2000) mit einem
Molekulargewicht von 500 kDa.
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Da die eukaryontische Transkription vielschichtiger ist, gibt es eine ganze Reihe zusatzlicher
Regulationsmechanismen, die in Prokaryonten nicht vorhanden sind. Es sei nur erwahnt, daf3
die Packung von DNA im Chromatin als ein entscheidender Faktor fur die Repression von
Genen angesehen wird, die vor der Transkription erst von positiv regulierenden Aktivatoren
aufgehoben werden muRR (Ubersichtsartikel (Kornberg, 1999)). Bei der Aktivierung von
Genen und ihrer nachfolgenden Transkription sind viele Proteine beteiligt, wie Koaktivatoren
oder -Repressoren, die in Zusammenarbeit mit spezialisierten Transkriptionsfaktoren, die
Aktivierung oder Deaktivierung von ganzen Bereichen der DNA bewirken, indem sie
Chromatin modifizierende Komplexe rekrutieren. RNAPs werden dann wéahrend der Trans-
kription von Mediatoren und generellen Transkriptionsfaktoren kontrolliert, die die Er-
kennung von Promotoren erlauben oder die Entwindung der DNA bewirken (siehe Abb. 2-1)

Chromatin modifizierende

Komplexe
\ Mediator
o Koaktivatorerr\_\ i

ATP J L)) Acetylase
ADP ) l

A E
Nucleosom

TF %

Deacetyl;&
Korepressoren

Abb. 2-1: Ausgewahlte Beispiele der transkriptorischen Regulation in Eukaryonten (gedndert nach (Kornberg,

1999)). Ein Transkriptionsfaktor (TF) der an ein regulatorisches Element bindet kann entweder als Aktivator
oder Repressor wirken. Aktivatoren konnen Chromatin modifizierende Komplexe rekrutieren, die unter ATP-
Verbrauch Nucleosomen umbauen und fur weitere Faktoren zugdnglich machen. Koaktivatoren verfigen Uber
Acetyltransferaseaktivitét, die die Histontermini modifiziert und damit die Ubergeordnete Struktur von
Chromatin verandert. Die Acetylierung fuhrt zu einer Verringerung der gentischen Repression durch Chromatin,
wahrend die Deacetylierung durch Korepressoren diese wieder etabliert. Als zweiter Schritt Ubertragen die
Aktivatoren regulatorische Signale zur RNAP Il Uber einen Multiproteinkomplex, den Mediator. Die RNAP
bendtigt generelle Transkriptionsfaktoren (GTFs), die beispielsweise die Promotorerkennung erlauken, die

TATA-Box binden oder als ATP-abhangige Helikasen die Promotor-DNA entwinden.

Da im Rahmen dieser Arbeit die Strukturen von zwei Proteinen aus dem Bakterium
Thermotoga maritima geldst wurden, die im Falle von NusA eine generelle Auswirkung und

bei L4 einen Operon-spezifischen Effekt auf die Kettenverlangerung von mRNA wahrend der
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Transkription haben, wird sich diese Einleitung auf prokaryontische Transkriptionsfaktoren
beschranken. Beide Proteine uben ihren Einflul? wahrscheinlich zum Teil durch spezifische
Bindung an die Boten-RNA aus, weshalb der Schwerpunkt bei RNA-bindenden
Elongationsfaktoren liegen wird und nur kurz auf die groRRe Vielfalt der mit DNA

interagierenden Transkriptionsfaktoren eingegangen wird.

2.2 DNA-bindende prokaryontische Transkriptionsfaktoren

Vor allem die RNAP, dient als Angriffspunkt fir eine Reihe von regulatorischen Signalen
wahrend der drei Phasen der Transkription: Initiation, Elongation und Termination. Frihe
Studien beschaftigten sich hauptsachlich mit der Kontrolle der Initiation. Dabei woirden
Faktoren identifiziert, die als ,funfte* Untereinheit wahrend des Initiationszyklus der
bakteriellen RNA-Polymerase die Erkennung bestimmter Promotorstellen erlauben (Burgess
et al., 1969) und dabei wahrscheinlich durch spezifische Bindung an die DNA auch an dem
Aufschmelzen der DNA-Matrize und der Bildung der Transkriptionsblase beteiligt sind
(Helmann und Chamberlin, 1988; Hinkle und Chamberlin, 1972).

Daneben wurden eine Reihe von anderen DNA-bindenden Transkriptionsfaktoren entdeckt,
darunter der lac-Repressor, der an eine promotornahe Region im Lactoseoperon bindet und
damit die Transkription der Strukturgene des Operons verhindert (Dicitsah, 1975;
McKay et al., 1982). DeiA-Repressor verhindert durch Bindung an seine Operator-Region die
Bindung der RNAP an den Promotor und hemmt die Synthese weiterer Phagenproteine so daf3
der lysogene Zyklus aufrecherhalten wird (Johretai., 1981; Reichardt und Kaiser, 1971).

Die Strukturen einer Vielzahl von Komplexen zwischen Transkriptionsfaktoren und ihren
DNA-Erkennungssequenzen ergaben ein detailliertes Bild von den Wechselwirkungen
zwischen den Proteinen und der DNA. Ein haufig vorkommendes DNA-bindendes Modul bei
prokaryontischen Transkriptionsfaktoren ist das Helix-Turn-Helix-Motiv (HTH-Motiv)
(Ubersichtsartikel von (Brennan, 1992; Pabo und Sauer, 1992)). Die sogenannte
Erkennungshelix kann mit Basenpaaren in der grol3en Furche der DNA in Wechselwirkung
treten, wobei die zweite Helix durch hydrophobe Kontakte dieses Motiv stabilisiert. Die Art
der Wechselwirkung dieses Moduls mit DNA konnte unter anderem in Kristallstrukturen des
A-Repressors mit seinem Operator (Clarke et al., 1991), des Katabolitgen Aktivatorproteins

CAP (Schultzet al., 1991) und einigen Mitgliedern der ArasC Familie von Trans-

kriptionsfaktoren, die verschiedenste Resistenzgene regulieren (Ewatp 2000; Rheest
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al., 1998) genau untersucht werden (siehe auch Abb. 2-2). Der integration host factor IHF der

bei der Bindung eine starke Krimmung der DNA induziert und damit mdglicherweise einen
Teil der Promotorsequenz fur Interaktionen mit RNAP zugéanglich macht, ist ein Beispiel fur
die wachsende Zahl von DNA-bindenden Transkriptionsfaktoren, die an die kleine Furche der
DNA binden (Riceet al., 1996) (siehe Abb. 2-2).

Abb. 2-2: Ausgewéhlte Beispiele fir die Vielfalt der DNA-Protein-Komplexe von Transkriptionsfakt@én.
Katabolitgen Aktivatorprotein CAP (Schukgal., 1991),(B) Integration host factor IHF (Riceet al., 1996),(C)
MarA-DNA Komplex aus der Familie der ArasC Transkriptionsfaktoren (Rhak, 1998),(D) DNA-bindende

Doméne dea-Repressors in Komplex mit seinem Operator (Clatlka., 1991).

2.3 prokaryontische Terminations- und Elongationsfaktoren

Friheste Hinweise, dal3 neben DNA- auch RNA-bindende Proteine die Transkription
regulieren kdénnen, stammen von Studien Uber die genetische Polarisatharichia coli
(Das, 1993). Diese bezeichnet das Phanomen, dal} Nonsense-Mutationen in polycistronischen

Boten-RNAs, die ein Stopp-Codon in promotornahen Genen einfihren, manchmal die
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Expression von anderen 3‘-liegenden Genen verringern. Als verantwortlicher Faktor wurde
das Protein Rho isoliert (Adhya und Gottesman, 1978; Roberts, 1969). Es wurde postuliert,
dal3 dieses Protein an bestimmte Regionen der Boten-RNA, sogenannte Rho-abhangige
Terminatoren, als Hexamer bindet und der RNA-Polymerase auf der RNA folgt. Das Protein
kann dann die RNA-DNA Hybridhelix an der Transkriptionsblase unter ATP-Hydrolyse
entwinden (Geiselmanmt al., 1993) und somit die Transkription beenden. Da in Pro-
karyonten die Transkription eng mit der Translation gekoppelt ist, werden diese
Terminatorsequenzen normalerweise durch translatierende Ribosomen maskiert (Richardson
et al., 1975). Die Nonsense-Mutationen vermindern die Translation und ermdglichen Rho
dadurch, an den normalerweise maskierten Terminatoren innerhalb von Genen aktiv zu
werden. Rho bindet bevorzugt an C-reiche Regionen der mRNA (Metgan 1985), wobei

die N-terminale OB-Domane des Proteins durch Wasserstoffbriickenbindungen zum Cytosin
die Basis fur eine spezifische Erkennung dieses Nukleotids aufbaut (Beigden 1999)

(siehe Abb. 2-3).

Neben den Rho-abhéngigen Terminatoren wurden sogenannte intrinsische Terminatoren
entdeckt, die durch G/C-reiche Haarnadelschleifen und nachfolgende A/T-reiche Regionen
charakterisiert sind und ohne zusétzliche Proteinfaktoren zu einer Termination fihren kdnnen
(Brendelet al., 1986; Rosenberg und Court, 1979). Der genaue Mechanismus der faktorunab-
hangigen Termination ist nicht bekannt, aber die Haarnadelschleife scheint die
Wechselwirkungen zwischen der neu synthetisierten RNA und RNAP zu stéren, wobei die
A/T reiche Region zusétzlich eine wenig stabile DNA-RNA Hybridhelix ausbildet und somit
der gesamte Elongationskomplex destabilisiert wird (Gusarov und Nudler, 1999; Richardson,
1996).

In den Leitsequenzen der Operons fir die Biosynthese von Tryptophan und HisEdawlin

und Salmonella typhimurium wurden Regionen gefunden, die durch alternative Basenpaarung
entweder kontrollierte Terminatoren (Attenuatoren) oder Antiterminatoren bilden kdnnen
(Ubersichtsartikel (Landick und Yanowsky, 1987)). Bei der Transkription halt die RNAP an
einer sogenannten Attenuator-Region inne (Winkler und Yanofsky, 1981) und ermdglicht die
Synthese des Leitpeptids durch das Ribosom (Miozzari und Yanofsky, 1978). Dieses Peptid
enthalt viele Codons der jeweiligen Aminosaure, was dazu fuhrt, dafld in Abhangigkeit der
Konzentration der Aminoséure die Translation entweder stoppt oder fortgesetzt wird. Ein

gestopptes Ribosom (geringe Konzentration der Aminosaure) interagiert mit einem Teil der
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Sequenz des Attenuators und begulnstigt die alternative Ausbildung einer Antiterminator-
Haarnadelschleife, die es der RNAP ermaoglicht, Gber die Attenuatorstelle hinaus die mRNA

zu synthetisieren.

Die Ausbildung entweder einer Antiterminationsstruktur oder einer konkurrierenden
Attenuator-Haarnadelschleife wird in einigen Systemen auch durch die Bindung eines
regulatorischen Proteins an die mMRNA beeinflut (Ubersichtsartikel (Henkin, 1996; Henkin,
2000)). Positiv regulierende Proteine wie bglG bgh Operon vonE.coli (Verwertung von
Zuckern) oder die strukturell homologen SacY und Sac$amrOperon vorBacillus subtilis
erlauben bei Bindung an die mRNA ein Auslesen der Gene lber die Terminatoren hinaus. Die
aktive Form dieser Proteine ist ein Dimer, das durch Phosphorylierung aus dem inaktiven
Monomer gebildet wird (Amster-Choder und Wright, 1992; Arnetual., 1992). Die Kristall-

und NMR Strukturen der RNA-bindenden Domane von SacY zeigen, dal3 durch die
Dimerisierung ein RNA-bindenddsFaltblatt Sandwich gebildet wird, das keine strukturelle
Homologie zu anderen RNA-bindenden Modulen aufweist (Manetabl., 1997; van
Tilbeurghet al., 1997) (siehe Abb. 2-3).

Negative Regulatoren, die bei Interaktion mit der mRNA Termination der Elongation
bewirken, wurden bislang nur iBacilli gefunden (Shimotset al., 1986). Imtrp Operon
bindet das TRAP-Attenuator-Protein, nachdem es durch Tryptophan aktiviert wurde, als 11-
gliedriger Ring an eine Region in deader-Sequenz, die elf GAG oder UAG Triplets enthalt
(Babitzkeet al., 1994; Babitzkeet al., 1996). Dadurch wird die Bildung einer alternativen
Terminator-Haarnadelschleife begunstigt, die zum Abbruch der Transkription flhrt. Die RNA
wickelt sich in einer ausgedehnten Konformation um den TRAP-Ring, wobei jedes Monomer
mit einem Basentriplet wechselwirkt, so dal3 ein hochsymmetrischer Komplex entsteht
(Antsonet al., 1999) (siehe Abb.2-3).
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E F
Abb. 2-3: Ausgewadhlte Beispiele fir RNA-bindende Transkriptionsfaktof@h RNA-bindendende OB-Doméne
des Terminationsfaktors Rho mit poly(C) RNA (Bogdaral., 1999);(B) Komplex des Attenuations-Faktors
TRAP mit mRNA (Antsoret al., 1999);(C) Transkriptspaltungsfaktor GreA (Stebbitsal., 1995);(D) Dimeres
RNA-bindendes Motiv des Elongationsfaktors SacY (Manitahl., 1997; van Tilbeurghet al., 1997); (E)
Antiterminationsfakor NusB (Altieriet al., 2000); (F) ribosomales Protein S10 (Elongationsfaktor NusE)
(Schluenzemt al., 2000; Wimberlyet al., 2000).
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Eine weitere Klasse von regulatorischen Signalen auf der Boten-RNA, blockiert die
katalytische Aktivitat der RNAP, was zu sogenannten stablded end Komplexen fuhrt, die

das RNA-Transkript weder freisetzen noch ohne &ufRere Einflisse in der Lage sind, die
Transkription wieder aufzunehmen (Arndt und Chamberlin, 1990). In einem solchen Fall
scheinen Transkriptspaltungsfaktoren wie die coli Proteine GreA und GreB bei
Anwesenheit von Mg die Abspaltung des 3-Endes der mRNA zu induzieren, was zu einer
Wiederaufnahme der Kettenverlangerung vom neugebildeten Ende aus fuhrt @waratt
1991). Da RNAP auR. coli GreA/GreB Mutanten in der Lage ist, die mMRNA in Abwesenheit
beider Faktoren bei leicht alkalischem pH zu spalten und GreA keine strukturelle Ahnlichkeit
mit Restriktionsenzymen aufweist, kann davon ausgegangen werden, dal3 diese Proteine
funktionelle Gruppen innerhalb der RNAP aktivieren, die fir die Hydrolyse der mRNA
verantwortlich sind (Orlovat al., 1995). Der N-Terminus von GreA (siehe Abb. 2-3) besteht
aus einen verdrillten 2-Helix-Bindel, das offenbar die neusynthetisierte RNA im
katalytischen Zentrum der RNAP kontaktiert (Stebleired., 1995).

2.3.1 NusA und die Familie der Nus-Faktoren

Beim Ubergang vom lysogenen zum lytischen Zyklus wahrend der Entwicklung des
Bakeriophagen A muissen die Phagen-Gene des verzogert frihen Stadiums angeschaltet
werden. Dazu mussen eine Reihe von intrinsischen und Rho-abhangigen Terminator-
sequenzen von der RNAP Uberlesen werden, was eine Modifikation des Elongations-
komplexes erfordert, der durch das A-spezifische Protein N vermittelt wird (Ubersichtsartikel

von (Richardson, 1996)). Bei der Untersuchung von Mutationen, die die N-Antitermination
verhindern, wurden dret. coli Wirtsproteine entdeckt: NusA, NusB und NusE (Friedman
und Baron, 1974; Friedmaat al., 1981; Friedmanmt al., 1976; Keppekt al., 1974), die
entsprechend benannt wurden (Nus-Faktofentilization substance). Versuche, die N-
vermittelte Antiterminatiorin vitro zu rekonstituieren fuhrten zur Entdeckung eines vierten
Faktors, NusG, der die in Anwesenheit der drei anderen Faktoren schwache Stimulation der
Transkription verstarkt (Lét al., 1992).

Eine Vielzahl von Experimenten erlaubten es folgendes Modell der N-vermittelten
Antitermination aufzustellen (Greenblatt und Li, 1981b; dti al., 1992; Mason und
Greenblatt, 1991; Masoa al., 1992a): Protein N wechselwirkt mit einer regulatorischen
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Sequenz, der nut-site auf der mMRNA, die zwischen dem Promotor und dem ersten Terminator

in den beiden frihen Phagenoperons lokalisiert ist (de Crombregghe1979; Olsoret al.,

1982; Salstrom und Szybalski, 1978). Diet-site besteht aus zwei getrennten Elementen
boxA undboxB. Die N-terminalen 22 Aminoséauren von Protein N, das komplett ungefaltet ist
(Mogridgeet al., 1998) weisen ein Arginin reiches Motiv (ARM) auf und binden arbdi@
Haarnadelschleife, wobei sie einehelikale Konformation annehmen. Die NMR-Struktur
dieses Komplexes zeigte, dall deeHelix in erster Linie die Gesamtstruktur der
Haarnadelschleife durch Interaktion von positiv geladenen Seitenketten mit dem Zucker-
Phosphat-Ruckgrat erkennt und dartuberhinaus hydrophobe Kontakte zu RNA-Basen ausbildet
(Legaultet al., 1998). Der ungepaarte Loop der RNA faltet analog zu einem sogenannten
GAAA Tetra-Loop, der eine hervorstehende Base aufweist, die wahrscheinlich mit NusA
wechselwirkt. Der Naut-site-Komplex ist in der Lage, mit NusA zu interagieren, wobei der
Komplex sowohl durch Protein-Protein- als auch Protein-RNA Wechselwirkungen stabilisiert
wird. NusA scheint dabei an beide regulatorischen Elementautisite zu binden (Mogridge

et al., 1995). Da NusA wahrscheinlich ein permanenter Bestandteil der RNAP wahrend des
Elongationszyklus ist (Greenblatt und Li, 1981a), assembliert sich der gesamte Komplex auf
der Oberflache des Enzyms. Der RNAP-NusAwi-site Komplex dient anschlieRend als
zentraler Bestandteil fur eine Kaskade weiterer Wechselwirkungen, die zu einem Einbau von
NusB, Nusk und NusG fihren (siehe Abb.2-4).

Da RNAP eine terminationsresis-
tente Form auch jenseits deut-

site beibehalten muf3, wurde ein
sogenanntes RNA-Looping vorge-
schlagen, bei dem sich die
wachsende mRNA Kette schlau-

fenformig ausweitet und der

: o Polymerase damit erlaubt im stan-
Abb.2-4: Modell des A-N vermittelten Antiterminationskom-

plexes, der es der RNAP ermdglicht tiber Terminatoren hidaus digen Kontakt mit den Nus-Fak-

spezifische Gene zu transkribieren (nach (Richardson, 1996)). toren und dernut-site zu stehen
(Richardson, 1996) (Abb.2-4)n

vitro Experimente zeigten, dal3 €lore-Elongationskomplex, der abgesehen vonrugisite
nur noch N und NusA enthalt, in der Lage ist, Antitermination Uber kirzere Distanzen zu
vermitteln (Masoret al., 1992b; Whalemt al., 1988) Da die A-Antitermination in vivo aber



2. Einleitung 13

in Regionen aktiv ist, die bis zu 10 kb von der nut-site entfernt sind, werden die anderen Nus-

Proteine offenbar als stabilisierende Elemente bendétigt (Richardson, 1996).

Das kooperative Zusammenspiel vieler Einzelkomponenten beim Aufbau dieses Ribonukleo-
protein-Komplexes legt die Vermutung nahe, dal? Bakteriophageen bereits bestehenden
regulatorischen Prozel} fir die Transkription seiner Gene einsetzt. In der Tat woxden
homologe Sequenzen in désader-Regionen der sieben rRNAr() Operons vorE. coli
gefunden, deren Mutation nachhaltig die Produktion der rRNA beintrachtigt @Bealg,

1989; Li et al., 1984). In vitro konnte Antitermination imrrn System mitE. coli
Rohzellextrakt nachgewiesen werden, wobei gezeigt wurde, daf} alle vier Nus-Faktoren
notwendig sind (Squiregt al., 1993; Vogel und Jensen, 1997). Eine besondere Bedeutung
scheint dabei NusB zuzukommen, da kélteempfindliche, langsam wacHseodée NusB
Mutanten isoliert wurden, die Defekte in der Assemblierung von Ribosomen aufwiesen
(Georgopoulot al., 1980) (Taurat al., 1992). NusB und NusE bilden ein Heterodimer, das

in der Lage ist, spezifisch an das boxA Element zu binden (Masaat al., 1992a; Nodwell

und Greenblatt, 1993). Dan Antiterminationin vitro nicht durch die Zugabe aller Nus-
Proteine, sondern nur durch Rohzellextrakt rekonstituiert werden konnte, wird wenigstens ein
zusatzlicher bisher nicht identifizierter Faktor benétigt (Squares, 1993).

Die Entdeckung, daR. coli, die mit dem Phagen HK022 infiziert sind, das Wachstum des A-

Phagen nicht mehr unterstitzen, fihrte zur Isolierung des HK022 Proteins Nun (Baron und
Weisberg, 1992; Robesdt al., 1987). In Analogie zu N besitzt Nun am N-Terminus ein
ARM-Motiv, das mit der A-boxB Haarnadelschleife wechselwirkt, in Kooperation mit allen

vier Nus-Faktoren allerdings zu einer Termination der Transkription an-getsite fuhrt
(Chattopadhyat al., 1995; Henthorn und Friedman, 1996; Robletlal., 1991; Watnick

und Gottesman, 1999). Der genaue Mechanismus dieser Termination ist nicht bekannt, aber
das Protein Nun scheint durch gleichzeitige Interaktion mit der mRNA und Interkalation von
C-terminalen Aminosauren in die doppelstrangige DNA-Matrize eine Blockierung der
Transkription zu bewirken (Watnick und Gottesman, 1999; Watsickl., 2000). Nun
konkurriert dabei wahrscheinlich mit N um die gleiche Bindungstelldba® (Hung und
Gottesman, 1995). Deshalb scheinen die Nus-Faktoren durch Zusammenarbeit in der Lage zu
sein, die Aktivitat der RNAP zu modulieren, wobei je nach beteiligtem Phagen-Protein
unterschiedliche Auswirkungen auf die Elongation zu beobachten sind (Friedman, 1992).
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Fur NusB wurden irk. coli fur die Transkription keine weiteren Funktionen abgesehen von
der Antitermination nachgewiesen. Es wurden auch Effekte auf die Translation nachgewiesen
(siehe unten). Die Struktur des Proteins zeigt eine neuartige vollstéhdigkale Faltung,

wobei die meisten konservierten Aminosauren offenbar im Kern des Proteins lokalisiert sind
und die Konformation stabilisieren (Altiegt al., 2000; Gopakt al., 2000; Huengest al.,

1998) (siehe Abb.2-3)Wahrend NusB vork. coli als Monomer in Lésung vorliegt, wurde
gezeigt, dal3 das homologe Protein Blysobacterium tuberculosis ein Dimer bildet (Gopal

et al., 2000).

Auch NusE scheint bei der Transkriptionskontrolle nur Antitermination zu vermitteln. Da es
als ribosomales Protein S10 gleichzeitig Bestandteil der kleinen 30S Untereinheit ist
(Friedmanet al., 1981), hat dieses Protein mdglicherweise eine zentrale Rolle bei der
Kopplung der Transkription mit der Translation. Ob es als freies Protein oder als Komponente
des Ribosoms bei der Antitermination fungiert ist nicht bekannt. Da dessen Bindungspartner,
NusB, aber die Translationsrate und die damit gekoppelte Sekretion von Proteinen beeinfluf3t
scheint das letztgenannte wahrscheinlicher zu sein (Richardson, 1996). Die Struktur von S10
innerhalb der 30 S Untereinheit (Schlueneeml., 2000; Wimberlyet al., 2000) zeigt ein
Protein mit gemischter o/p-Faltung, dessen ausgedehnter f-Hairpin in die rRNA hineinragt,
wahrend der globulére Kern an der Oberflache lokalisiert ist (siehe Abb.2-3). Die Nusg71
Mutation, die die N-vermittelte Antitermination verhindert (Coetrial., 1995; Friedmaret

al., 1981) befindet sich in einem a-helikalen Segment, das keine Kontakte zu rRNA oder
anderen Proteinen macht und deshalb auch im 30S-komplexierten Protein fur Interaktion zu
anderen Nus-Faktoren oder dhet-site zur Verfiigung stiinde.

NusG ist strukturell noch nicht charakterisiert worden, aber das NusG-Homologe aus
Thermotoga maritima bindet sequenzunspezifisch und kooperativ an DNA und RNA, wobei
elektronenmikroskopische Aufnahmen zeigten, daf} der Protein-DNA-Komplex eine den
Histonen ahnliche Kondensation der DNA aufweist (L&ical., 1996). DasThermotoga
maritima Protein ist nicht in der Lage, die Funktionen seines Homologeh. itoli zu
Ubernehmen. NusG dient i coli neben der Antitermination als wichtiger Kofaktor fir die
Rho-abhéngige Termination. Es konnte gezeigt werden, dal? manche Rho-abhangigen
Terminatoren nur in Anwesenheit von NusG funktionieren (Sullivan und Gottesmann, 1992)
und das Protein offenbar als Bindungspartner fir Rho dient und so eine Assoziation des

Terminationsfaktors mit dem Transkriptionskomplex vermittelt (Richardson, 1996).
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NusA ist der groRte (M~55 kDa inE. coli) der Nus-Faktoren und als einziger absolut
essentiell fUrE. coli (Nakamuraet al., 1986; Nakamura, 1983; Schaweral., 1987). Seine
Bedeutung wird weiterhin dadurch unterstrichen, dal’3 e¥iyroplasma genitalium Genom
prasent ist, das wahrscheinlich die kleinste Ausstattung an Genen enthélt die von Bakterien
bendtigt werden (Fraset al., 1995). Im Gegensatz zu den restlichen Nus-Faktoren ist NusA
auch in der Lage allein regulierend auf die RNAP einzuwirken. Das Protein bindet kompetitiv
mit den o-Faktoren wahrscheinlich an die gleichen Regionen der RNAP (Gill et al., 1991b)

und ist permanenter Bestandteil des RN2dPe-Enzyms wahrend der Elongationsphase der
Transkription. Es wurden deshalb zwei verschiedene faktorabhéngige Zyklen fur die RNAP
wahrend der Transkription vorgeschlagen: aiiyklus (Initiation) und der NusA-abhangige

Loop (Elongation, Termination) (Greenblatt und Li, 1981a). NusA beeinfluf3t die Elongation
auf zweierlei Weise: Es erhtht den Kir die Nucleosidtriphosphate (NTP) Substrate der
RNAP und beeinflul3t die Verweildauer des Enzyms an bestimmten regulatorischen Signalen
auf der mRNA, was zu einer Unterbrechung oder Termination der Transkription fuhren kann
(Schmidt und Chamberlin, 1984). Der erstgenannte Effekt fuhrt zu einer Verlangsamung der
Elongation bei niedriger Konzentration an NTPs und ist mdglicherweise auf eine NusA-
induzierte Konformationsanderung der NTP Bindungsstelle der RNAP zurtckzufuhren
(Schmidt und Chamberlin, 1984). Der zweite Effekt tritt an Haarnadelschleifen ein, die sich in
der neusynthetisierten mRNA gebildet haben, wobei die Starke des regulatorischen Signals
nicht an allen Haarnadelschleifen gleich ausfallt. Es wurde diskutiert, dafl} diese Variabilitat
auf Unterschiede in der Bindung dieser Sekundarstrukturelemente mit NusA zurtckzufuhren
ist. NusA stabilisiert diese Bereiche mdglicherweise, da es Terminationssignale gibt, die in
Abwesenheit des Proteins nicht aktiv sind (Theiseel., 1990; Uptainet al., 1997).
Alternative Modelle gehen davon aus, daf? NusA die Bindung dieser Terminationssignale an
die RNAP verstarkt, ohne dabei selbst die mMRNA kontaktieren zu mussen (Richardson,
1996).

Experimente mit dem Ziel, RNA-Bindung durch NusA nachzuweisen, lieferten lange Zeit
widerspruchliche Ergebnisse. Sequenzvergleiche zeigten, dald NusA aus mehreren Doménen
aufgebaut ist, die homolog zum S1-Modul und der KH-Doméne sind (Bytraft, 1997,
Gibson et al., 1993). Varianten dieser Motive wurden in einer Vielzahl von Proteinen
entdeckt, die mit RNA oder DNA assoziiert sind: Das ribosomale Protein S1, das der

erstgenannten Domane ihren Namen gab, ist aus sechs Kopien dieses Motivs aufgebaut
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(Subramanian, 1983). Das Protein bindet spezifisch sowohl i-boxA as auch die boxA
Variante der rRNA Operons in E. coli (Mogridge und Greenblatt, 1998). Die KH-Domane

wurde zum ersten Mal im humanen heterogenen ribonuklearen Protein K (hnRNP K)
identifiziert (Siomiet al., 1993), das bei der Prozessierung von pra-mRNA im Zellkern
beteiligt ist. NusA konnte irE. coli nur in Transkriptionskomplexen mit einzelstrangiger
neusynthetisierter mRNA vernetzt werden, wobei keine Praferenz fur eine bestimmte Sequenz
erkennbar war (Liu und Hanna, 199B).vitro konnte RNA-Bindung an das isolierte Protein
nicht reproduzierbar nachgewiesen werden, obwohl es Hinweise gibt, dal3 NusA spezifisch
die A-nut-site in Antiterminationskomplexen kontaktiert (Das und Wolska, 1984; Homtitz

al., 1987). Von NusA gesteuerte regulatorische Signale auf der mRNA befinden sich oft
zwischen den Startpunkten der Translation und innerhalb der Gene gelegenen Rho-
abhangigen Terminatoren (Richardson, 1996). Die NusA vermittelte Verlangsamung der
Transkription an diesen Punkten kann es dem Ribosom erméglichen, mit der RNAP
aufzuschlieRen und die Terminatoren zu maskieren, die normalerweise zu einem vorzeitigen
Abbruch der Transkription fihren (Ruteshouser und Richardson, 1989). NusA koppelt
deshalb die Transkription mit der Translation und ermdéglicht eine Synchronisierung der
beiden Vorgange. Das Zusammenspiel zwischen NusA und Rho wird dadurch unterstrichen,
dal} eine normalerweise lethale NusA Mutante lebensfahig wird, wenn gleichzeitig die Rho-
abhangige Termination verringert wird (Zheng und Friedman, 1994).

Im einzelnen konnte gezeigt werden, dal? NusA das Pausieren der RNAPtip-derd his-
Operons kontrolliert (Chan und Landick, 1989; Farnteaal., 1982; Landick und Yanofsky,
1984). Es erhoht auRerdem die Wahrscheinlichkeit, daf3 ein Attenuatorsignal vor den Genen
rpoB undrpoC fur die beiden Untereinheitghund 3* der RNAP tberlesen wird (Linn und
Greenblatt, 1992). NusA scheintih coli Antitermination durch das A-Protein Q zu erh6hen
(Grayhacket al., 1985), obwohln vitro Experimente zeigten, da? Q alleine in der Lage ist,
RNAP zu instruieren, sowohl intrinsische wie auch Rho-abhangige Terminatoren zu Uberlesen
(Yanget al., 1989). Q ist fur die Transkription der spaten Genekelésagen zustandig. Der
genaue Mechanismus der Q vermittelten Antitermination ist nicht bekannt, unterscheidet sich
aber dadurch grundlegend von N, daR Q ein spezifisch DNA bindendes Protein ist (Yarnell
und Roberts, 1992).
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2.3.2 Ribosomales Protein L4

In schnell wachsenden Bakterienzellen besteht bis zu 50% des Trockengewichts aus
Ribosomen. Da ein grol3er Teil der Energieressourcen der Zelle zur Synthese dieser
Ribonukleoprotein Partikel verwendet wird, ist eine genaue Regulierung des Expressions-
niveaus sowohl der ribosomalen Proteine als auch der rRNA nétig, auch um moglichst
stéchiometrische Mengen der vielen Komponenten zu erhalten. Diese Kontrolle soll auch bei
langsameren Wachstum der Zellen, wenn maximale Proteinsynthese nicht bendétigt wird,
Energieverschwendung vermeiden. Es sind vier Arten der Transkriptionkontrolle von rRNA
in E. coli gefunden worden (Ubersichtsartikel (Condaral., 1995)). Die bereits erwahnte
Antitermination (siehe 2.1.2.2), die stringente Kontrolle, die wachstumsabhangige Regulation,

und die Aktivierung durch stromaufwartsgelegene Regionen.

Bei akutem Mangel an Aminosauren werden sogenamaggc spot Nukleotide (Guanosin-
tetraphosphat ppGpp und Guanosin-pentaphosphat pppGpp) in der Zelle angereichert, die die
Initiation der Transkription der rRNA Operons hemmen. Der genaue Mechanismus dieser
stringenten Kontrolle ist nicht bekannt, aber es werden eine ppGpp induzierte
Konfomationsdnderung der RNAP diskutiert (Travers, 1980b). Es wurden auch bestimmte
DNA Sequenzen in der N&he vamn Promotoren gefunden, die stringente Kontrolle

vermitteln (Travers, 1980a; Travers, 1984).

Die wachstumsabhangige Regulation der Synthese von rRNA wurde das erste Mal von
Schaechter und Kollegen beobachtet, die fanden, daf? die Menge an rRNA in Zellen
proportional zur Wachstumrate ist (Schaechtea., 1958). Dieser Effekt ist moglicherweise

auf geringe Konzentrationen von ppGpp zuriickzufuhren, die direkt mit dem Wachstum der
Bakterien korrelieren. Demzufolge wére die stringente Kontrolle nur ein Extrembeispiel der
wachstumsabhangigen Regulation (Baracchini und Bremer, 1988; Baracchini und Bremer,
1991). Ein anderes Modell geht davon aus, dal3 die Expression vannd®perons direkt

von der Menge an rRNA aufgrund eines Ruckkopplungsmechanismus reguliert wird. Eine
Reihe von Mutageneseexperimenten unterstitzen diese These, wobei unter anderem gezeigt
wurde, dald verringerte Expression von einem der sieberOperons zu einer erhdhten
Synthese von rRNA der anderen Operons fuhrt (Coetlah, 1993).
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Die Transkription von rRNA wird durch cis-agierende Sequenzen verstarkt, die sich strom-
aufwarts von den P1 Promotoren den Operons befinden und algstream activation

region (UAR) bezeichnet werden. Diese Sequenz enthéalt Bindungsstellen fur das Protein Fis
und diea-Untereinheit der RNAP. Bei Bindung an DNA erzeugt Fis einen Knick in der DNA
und wechselwirkt wahrscheinlich direkt mit RNAP (Finkel und Johnson, 1992; Geisahk

1993; Rosset al., 1990). Mutationen in der UAR fihrten zum Teil zu einer 100-fachen
Verringerung der Promotoraktivitat (Gael al., 1989), wahrend keine Varianten isoliert
wurden, die eine Verstarkung der Transkription bewirkten. Dies &3t darauf schliel3en, daf}
sich die UAR auf maximale Aktivitat hin entwickelt hat.

Im Gegensatz zu der Vielfalt von regulatorischen MechanismemnrbeDperons steht die
Expression von r-Proteinen nur unter autogener Kontrolle. Das bedeutet, dal3 ein r-Protein
dieses Operons sowohl als Komponente des Ribosoms dient, als auch seine eigene Expression
und die der anderen Proteine des Operons kontrolliert (Draper, 1989; Netnalral980;

Zengel und Lindahl, 1994). Die Doppelfunktion der regulatorischen r-Proteine legt nahe, dal3
die Expression der Proteine mit dem Assemblierungsprozess der Ribosomen und damit mit
der Menge an rRNA gekoppelt ist: Ist ausreichend neusynthetisierte rRNA vorhanden, so
bindet das regulatorische Protein an diese und wird in ribosomale Partikel eingebaut. Liegt ein
UberschuR des regulatorischen Proteins vor, so reprimiert es die weitere Synthese aller
Proteine seines eigenen Operons, um wieder eine Balance zwischen der Menge an rRNA und
r-Proteinen in der Zelle herzustellen. Die meisten regulatorischen Proteine sind primére r-

Proteine und binden somit direkt und spezifisch an rRNA ohne Assistenz weiterer Faktoren.

GUAGG
U A
2110=G U 5430
5.c U A 1
UUGA GG cuu
R )
3-U
1
2180
rRNA
a0 c A
5-UUUUUAUA Y = ucu
gl I i e
L7y A A
3K U A
A c
A U
mRNA

Abb. 2-5: Ahnlichkeit der Bindungstellen fiir das ribosomale Protein L1 auf der mRNA und der rRNA (blau).
Das Startcodon AUG und die Shine-Dalgarno Sequenz in der Leitregion der mRNA sind grin markiert. Die
RNA bindende Region von L1 ist zwischen den beiden Doménen des Proteins lokalisiert und hoch koniserviert
(Nikonovet al., 1996).
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Es konnte gezeigt werden, dalR viele dieser Proteine an die polycistronische Boten-RNA
binden, wobei kritische Sequenzen, wie die Shine-Dalgarno-Region verdeckt werden kdnnen,
und die Translation hemmen. Die spezifischen Bindungstellen auf der mRNA zeigen oft
Struktur- und Sequenzhomologie zu den entsprechenden Assoziationsstellen der regula-
torischen r-Proteine auf der rRNA, was fur L1 (Draper, 1989), den AL1®?) Komplex
(Johnseret al., 1982) und S8 (Cerrett al., 1988) gezeigt wurde, die das L11, L10 pd

Operon regulieren (siehe Abb. 2-5).

L4 in E. coli ist bisher das einzige bekannte regulatorische r-Protein, das neben der
Translation auch die Transkription seines eigenen S10 Operons unterdrickt (Yates und
Nomura, 1980; Zengedt al., 1980). Das S10-Operon enthélt 11 r-Proteine, darunter all die
Proteine, die am engsten mit dem Peptidyltransferase-Zentrum des Ribosoms assoziiert sind
(Nierhaus, 1991; Schulze und Nierhaus, 1982). In der Leit-Boten-RNA des Operons befinden
sich etwa 140 Nukleotide entfernt vom Transkriptionsstartpunkt zwei Haarnadelschleifen HD
und HE (Shenet al., 1988). Beide Sekundéarstrukturen werden fir die L4 vermittelte
Transkriptionskontrolle benétigt (Freedmetnal., 1987). Bei HE handelt es sich um einen
intrinsischen Attenuator, der an seinem 3'-Ende eine U/A reiche Region aufweist. Er kann bei
der Transkription eine vorubergehende Pausierung der RNAP hervorrufen, die durch NusA
stabilisiert werden kann. L4 ist anschlieBend in der Lage diesen Praterminationskomplex
weiter zu festigen, was dazu fihrt, dal3 die RNAP die Transkription nicht mehr fortsetzen
kann. Der Terminationskomplex dissoziiert und setzt mRNA frei, die keine translatierbaren
Gene enthalt (vorzeitiger Abbruch der Boten-RNA Synthese). (siehe Abb. 2-6). L4 ist bei
dieser Transkriptionskontrolle auf NusA angewiesen. Details tber Protein-RNA und Protein-
Protein Wechselwirkungen innerhalb des Komplexes sind nicht bekannt, aber L4 scheint
separate Module fur die Bindung an rRNA und mRNA aufzuweisenet(lal., 1996):
Mutationen in den N-terminalen Bereich des Molekuls fiihrten dazu, daf3 das Protein nicht
mehr in das Ribosom eingebaut wurde, aber nach wie vor regulatorisch aktiv war. Umgekehrt
deaktivieren Punktmutationen am C-terminalen Ende die regulatorischen Fahigkeiten, ohne
die Inkorporation in das Ribosom zu beeintrachtigen. In Ubereinstimmung mit diesem
Ergebnis wechselwirkt L4 mit Segmenten der rRNA, die keine offensichtliche Ahnlichkeit in
Sequenz und Struktur mit der Leitregion der mRNA aufweisen (Gukk, 1988; Malyet

al., 1980; Zengel und Lindahl, 1996). So wurde L4 in intakten ribosomalen Partikeln mit UV-
Strahlung mit einer 110 Nukleotide grol3en Region in Doméane | der 23S rRNA vernetzt, die

sich in einen Pseudoknoten faltet. Dariiberhinaus wurde eine kleine Haarnadelschleife in
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Domane Il als Interaktionspartner identifiziert (siehe Abb. 2-7). L4 fixiert wahrscheinlich die
Tertiarstruktur eines Teils der 23S rRNA, indem es die oben erwahnten Teile der rRNA
miteinander in Kontakt bringt, die in der Primarsequenz weit auseinander liegendiGllje
1988; Malyet al., 1980). Eine entsprechend wichtige Rolle spielt das Protein deshalb auch bei
der Assemblierung der 23S rRNA, wo es fir die Bildung eines Faltungsintermediates

entscheidend ist (Nierhaus, 1991).

S10-Leit-mRNA

S OHE

Dissoziation in Einzel-
bestandteile

S$10 Operon

Abb. 2-6: Vorzeitiger Abbruch der mRNA-Synthese im S10 ribosomalen Protein Operon (nach (Zengel und

Lindahl, 1994)). RNAP pausiert vorubergehend an der Attenuator Haarnadelschleife HE in der Leitregion der
Boten-RNA des S10 Operons. NusA ist in der Lage diesen Zustand zu stabilisieren und zusammen mit der
RNAP einen sogenannten Pra-Terminationskomplex zu bilden. Dieser kann durch Einbau von L4 soweit

gefestigt werden, dal3 es zum Abbruch der Transkription kommt.

Obwohl inzwischen allgemein anerkannt ist, dal3 der 23S rRNA eine Schlisselrolle bei der
Peptidyltransferaseaktivitat des Ribosoms zukommt, dessen Struktur wahrscheinlich durch
die r-Proteine stabilisiert wird (Dahlberg, 1989), wird eine kleine Gruppe von r-Proteinen,
immer noch mit dem aktiven Zentrum in Verbindung gebracht (Hatmgl, 1981; Schulze

und Nierhaus, 1982). L4 gehorte lange Zeit neben L2 und L3 zu dieser Gruppe, aber
Rekonstitutionsexperimente mit 23S rRNA und r-Proteinen in Kombination mit
Untersuchungen der Aktivitdt von 50S Untereinheiten, die intensiven Proteinverdau unter-
zogen worden waren, begrenzten diese auf L2 und L3 (Green und Noller, 1997; Khattovich
al., 1999).

Die Hemmung der Translation der S10-mRNA durch L4 st ein von der

Transkriptionsregulation unabhangiger Mechanismus, bei dem weder NusA noch die
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Haarnadelschleife HD eine Rolle spielen (Freedman et al., 1987). Obwohl dieser Teil der L4
vermittelten Regulation nicht so gut erforscht ist, wie die Transkriptionskontrolle, wurde ein
vorlaufiges Modell aufgestellt (Shes al., 1988): Untersuchungen der Sekundarstruktur der
Leitregion der mRNA ergaben, dal diese in zwei verschiedenen Konformationen vorliegt, die
sich in der Zuganglichkeit der Ribosomenbindungstelle unterscheiden. Diese befindet sich
stromabwérts vom unteren Teil der Haarnadelschleife HE. Bei Bindung an die mRNA
induziert L4 eine Konformationsanderung, die zu der Bildung einer zuséatzlichen Haar-
nadelschleife in dieser Region fuihrt und so die Ribosomenbindungsstelle blockiert (Zengel
und Lindahl, 1994).

Abb. 2-7: Sekundéarstrukturen der rRNA und mRNA
Bindungsstellen von L4. Gezeigt sind die Se-
kundarstruktur der beiden Haarnadelschleifen HD
und HE in derE. coli S10 mRNA, wobei sich die
Q Shine-Dalgarno Sequenz fir die Bindung des
0 Ribosoms stromabwaérts von HE befindet. Die Se-
kundarstrukturen der bisher identifizierten Bin-
dungsstellen von L4 in der 23S rRNA sind hoch-

konserviert in allen Bakterien. Es handelt sich dabei

Domaéne | HE

um eine kleine Haarnadelschleife in Doméne 1l und

Domane Il einen etwa 110 Nukleotide langen Bereich in
Doméane |, der sich durch Wechselwirkungen

zwischen den durch schwarze Boxen markierten Nu-

kleotiden, in einen Pseudoknoten faltet. Dargestellt

$10 Leit-Boten-RNA ist die Primarsequenz auBhermotoga maritima,
wobei gelb gezeichnete Nukleotide identischEzu

coli sind.

HD

Analysen der Sequenzen und Sekundéarstrukturen von verschieden Leitregionen des S10
Operons in Bakterien zeigte, dal3 die L4-vermittelte Regulation sich offenbar auf bestimmte
Vertreter desy-Zweiges der Proteobakterien beschrankt (Aéeal., 1999; Liet al., 1997).

Die fur die L4 Regulation bendétigten Haarnadelschleifen HD und HE fanden sich nur in einer

Untergruppe dieses Zweiges, die zum Beispiel néberoli auchSalmonella typhimurium,
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Yersinia pseudotuberculosis und Citrobacter freundii umfafl3t. Pseudomonas aeruginosa,
ebenfalls ein Vertreter darProteobakterien, weist eine stark verkirzte Leitregion im S10
Operon auf, die weder in Sequenz noch Sekundarstruktur Ahnlichkeiten mi. defi

MRNA zeigt. Da gezeigt wurde, dal3 diese Leitregion auch nicht von dem hom&logen
aeruginosa L4 Protein reguliert wird, mufl3 dieses Bakterium Uber einen anderen
Mechanismus zur Kontrolle des S10 Operons verfigen. Bemerkenswerterweisg. isblin
Uberexprimierted. aeruginosa L4 in der Lage dort das S10 Operon zu kontrollieren (T.
Allen; L. Lindahl; J. M. Zengel, unveroffentlichte Ergebnisse). Ebenso ist das L4 Protein des
sogar weitlaufig verwandtemBacillus stearothermophilus in E. coli regulatorisch aktiv
(Zengelet al., 1995), obwohl das thermophile Bakterium wahrscheinlich nicht Eirgeli
ahnliche Kontrolle aufweist. Deshalb liegt die Vermutung nahe, dal} die Proteinkomponente
der E. coli Autoregulation aufgrund eines Evolutionsdrucks, der nichts mit diesem
Mechanismus zu tun hat, gut konserviert ist, wahrend die entsprechende mRNA Komponente

nachtraglich in bestimmten Bakterien entstand.

2.2 Aufgabenstellung

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, die Strukturen des Elongationsfaktors NusA und des
ribosomalen Proteins L4 vorhermotoga maritima aufzuklaren. Obwohl in beiden Féllen die
jeweiligen E. coli Homologen am besten untersucht sind, sind die mesophilen ribosomalen
Proteine ebenso schwer kristallisierbar wie bislang E. coli NesdN(UsA) und entziehen

sich deshalb einer strukturellen Charakterisierung.

Im Falle von NusA erhoffte man sich neue Hinweise auf die bislang umstrittenenen RNA-
bindenden Eigenschaften des Proteins. Insbesondere sollte geklart werden, inwieweit die
mutmallichen RNA kontaktierenden S1 und KH-Doménen innerhalb des Proteins angeordnet
sind und ob sich daraus auch Ruckschlisse auf die Art der RNA-Bindung und Organisation
einer Vielzahl von modular aufgebauten Multi-KH-Proteinen ergeben. In diesem Zusammen-
hang sollte nach Hinweisen gesucht werden, ob die Bindung an die mRNA spezifisch oder
unspezifisch erfolgt. Entsprechend sollten Protein-bindende Module oder Regionen innerhalb
von NusA gesucht und charakterisiert werden. Im besonderen sollte die Art der
Wechselwirkung mit RNA-Polymerase ermittelt und nach Hinweisen gesucht werden, die
eine direkte Protein-Protein-Wechselwirkung zwischen NusA und L4 im Terminations-
komplex des S10 Operons mdoglich erscheinen lassen. Da NusA seine Funktion

wahrscheinlich sowohl Uber Interaktion mit mRNA als auch Bindung an andere Proteine
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ausubt, hoffte man, mittels der Struktur ein detaillierteres Modell fir den Effekt von NusA auf

die Elongationsphase der mRNA-Synthese aufstellen zu kénnen.

Die Struktur von L4 sollte in erster Linie Aufschluld Gber die Art der Wechselwirkung des
Proteins mit RNA und anderen Komponenten des Translationsapparates geben. Im einzelnen
sollte untersucht werden, ob ein separates regulatorisches Modul fur die Erkennung von
MRNA vorhanden ist, das sich strukturell und raumlich vom rRNA-bindenden Teil des
Molekils abhebt. Aul3erdem sollte nach Hinweisen in der Struktur von L4 gesucht werden,
dalR dieses Protein mit NusA interagiert. Durch Kombination der beiden Strukturen von NusA
und L4 sollte auch ein besseres Verstandnis Uber den Aufbau des Terminationskomplexes im
S10 Operon erhalten werden.
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3. Materialien und Methoden

3.1 Materialien

3.1.1 Bakterien

Folgende Bakterien wurden zur Propagierung von Plasmiden und der Uberexpression von

rekombinanten Proteinen eingesetzt:

E. coli DH 5a

(ITC Biotechnologie GmbH, Heidelberg) (Hanahan, 1983)

Genotyp:deoR, endAl, gyrA96, hsdR17 (K'my), recAl, supE44,thi-1 A(lacZYA-argF),
@0acZAM15FA

E. coli BI21(DE3)pLysS

(Novagen Inc., Madison, Wisconsin, USA) (Studier, 1991; Studier und Moffatt, 1986; Studier
et al., 1990)

Genotyp: F ompT, hsdS,, (my), gal, dem, (DE3), pLysS (Cif)

E. coli B834(DE3)pLysS
(Wood, 1966) (Studier und Moffatt, 1986)
Genotyp: F ompT, hsdS,, (my), gal, dcm, (DE3), metB, pLysS (Crf)

3.1.2 Plasmide

PET22b(+)
(Stratagene, La Jolla, CA, USA) (Studier, 1991; Stuetiat., 1990). Dieses Plasmid wurde
zur Uberexpression aller rekombinanten Proteine mit dem Ziel der Proteinreinigung

eingesetzt.

pBAD18
(erhalten von J. Zengel und L. Lindahl, University of Maryland, Baltimore County) (Guzman
et al., 1995). Dieses Plasmid wurde fiir die Uberexpression aller L4 Mutanten in der radio-

aktiven Zellmarkierung eingesetzt (siehe Abschnitt 3.2.1.4).
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3.1.3 Enzyme und Kits

Pfu DNA Polymerase
Stratagene GmbH, Heidelberg

PRISM Ready Reaction DyeDeoxy Terminator Cycle Sequencing Kits

Perkin Elmer, Uberlingen

T4 DNA-Ligase
New England Biolabs, Schwalbach

Qiagen Plasmid Kits
Qiagen, Hilden

Restriktionsenzyme

New England Biolabs, Schwalbach

QuickChange Mutagenese Kit
Stratagene, Heidelberg

3.1.4 Oligonukleotide fir die Mutagenese an EcoL4 und TmaL4

Die folgenden Oligonukleotide wurden fiir die Mutagenese an EcoL4 und TmalL4 mit dem
QuickChange Mutagenese Kit (Stratagene, Heidelberg) verwendet. Die mutierten Nukleotide

sind jeweils unterstrichen.

5'-EcolL4-P129A 5-CTCTGTAGAAGCGGCGAAAACTAAGCTGC-3
3-EcolL4-P129A 5-GCAGCTTAGTTTTCGCCGCTTCTACAGAG-3'
5-EcolL4-T131A 5-GTAGAAGCGCCGAAAGCTAAGCTGCTGGC-3'
3'-EcolL4-T131A 5-GCCAGCAGCTTAGCTTTCGGCGCTTCTAC-3'
5-EcolL4-K132A  5-GCGCCGAAAACTGCTCTGCTGGCACAG-3'
3-EcoL4-K132A  5-CTGTGCCAGCAGAGCAGTTTTCGGCGC-3
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5'-EcolL4-T150A
3-EcolL4-T150A
5-EcolL4-L153F
3'-EcolL4-L153F
5'-EcolL4-E155A
3-EcolL4-E155A
5-EcolL4-F158A
3'-EcolL4-F158A
5'-EcolL4-L159F
3'-EcolL4-L159F
5-EcolL4-A160F
3‘-Ecol4-A160F
5'-EcolL4-R162A
3-EcolL4-R162A
5-EcolL4-04

3'-EcolL4-04

5-EcolL4-a5

3'-EcolL4-a5

5-EcolL4-06

3'-EcolL4-06

5-TmalL4-a4/a5

3-TmalL4-a4/a5

5-GTGCTGATCATCGCTGGTGAGCTGGAC-3
5-GTCCAGCTCACCAGCGATGATCAGCAC-3
5-CATCACCGGTGAGTTCGACGAAAACCTG-3
5-CAGGTTTTCGTCGAACTCACCGGTGATG-3
5-CATCACCGGTGAGCTGGACGCAAACCTGTTCCTGG-3
5-CCAGGAACAGGTTTGCGTCCAGCTCACCGGTGATG-3'
5-GCTGGACGAAAACCTGGCCCTGGCTGCGCGCAACC-3!
5-GGTTGCGCGCAGCCAGGCGCAGGTTTTCGTCCAGC-3'
5-CGAAAACCTGTTCTTCGCTGCGCGCAACCTGC-3
5-GCAGGTTGCGCGCAGCGAAGAACAGGTTTTCG-3'
5-CGAAAACCTGTTCCTGTITCGCGCGCAACCTGCAC-3'
5-GTGCAGGTTGCGCGCGAACAGGAACAGGTTTTCG-3
5-CCTGTTCCTGGCTGCGGCTAACCTGCACAAGGTTG-3
5-CAACCTTGTGCAGGTTAGCCGCAGCCAGGAACAGG-3
5 -GTTCTCTGTAGAAGCGGCGGCAGCTGCGCTGCTGGC-
ACAGAAAC-3
S-GTTTCTGTGCCAGCAGCGCAGCTGCCGCCGCTTCTAC-
AGAGAAC-3
5-GGTGAGCTGGACGAAGCCCTGTTCCTGGGCTGGTGCCGEC
CTGCACAAGGTTGAC-3
5-GTCAACCTTGTGCAGGGCGGCACCAGCCAGGAACAGGGC
TTCGTCCAGCTCACC-3
5-GCAACTGGTATCGACCCCTTTGACCTGGCCTTCGCCGACA-
AAGTCGTAATGACTGCT-3
5-GCAGTCATTACGACTTTGTCGGCGAAGGCCAGGTCAAAC-
GGGTCGATACCAGTTGC-3
5-CAAAGTCTCTGGCGCAAATTCTCAAGAACCTTGCGCTT-
GAAGACACACTGATGGTCCTTGGTGAGCTGGAGGAAGGATA
TATG-3'
5-CATATATCCTTCCTCCAGCTCACCAAGGACCATCAGTGTG-
TCTTCAAGCGCAAGGTTCTTGAGAATTTGCGOCAGAGACTTT
G-3
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3.1.5 Oligonukleotide fur die Polymerase- Kettenreaktion

Die folgenden Oligonukleotide wurden in der Polymerase-K ettenreaktion eingesetzt um die

Gene fur TmalL4 und NusA aus gesamtgenomischer DNA N@anmotoga maritima zu
amplifizieren und in den Expressionsvektor pET22b(+) einzufigen. Die Restriktions-
schnittstellen sind unterstrichen. Regionen, die komplementar zu den jeweiligen Genen sind,

sind kursiv gehalten.

5-TmalL4 5 -GAATTCCATATGGCTCAGGTTGATCTGTTGAATGTGAA-3'
Ndel
3-TmalL4 5-CTGAGAATTCTATCATGCAGTGTGAGCTTTTCCTGCTTCATT-3"
EcoRl

5-NusA 5'-GCCAAGCTTCATATGAACATAGGCTTGCTGGAAGCC-3
Ndel
3'-NusA 5-CGCGAATTCTATCACAGGTTCATGATCGGTTTTATGTCTAT-3'
EcoRl

3.1.6 Chemikalien, Materialien und Gerate

Soweit nicht anders angegeben, wurden alle Chemikalien von den Firmen Fluka (Neu-Ulm),
Merck (Darmstadt), Roth (Karlsruhe), Serva (Heidelberg) oder Sigma (Deisenhofen) in p.A.

Qualitat bezogen.

3.2 Methoden

3.2.1 Mikrobiologische Methoden

Bei allen mikrobiologischen Methoden wurde sorgféaltig auf die Sterilitdt der verwendeten
Arbeitsgerate, Medien und Losungen geachtet. Nicht autoklavierbare Lésungen wurden steril

filtriert. Standardarbeiten in der Mikrobiologie wurden nach (Sambrook, 1989) durchgefuhrt.
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3.2.1.1 Anzucht von Bakterien

a) E. coli Plattenkulturen

LB-Medium (Luria-Bertani-Medium) wurde mit 15 g/l Agar versetzt und autoklaviert. Nach

dem Abkuhlen der Lésung auf 40°C wurde Ampicillin zu einer Endkonzentration von 100
pa/ml zugegeben und in sterile Petrischalen gegossen. Die Petrischalen wurden tber Nacht in
der Sterilbank gelagert, anschlie3end steril verpackt und bei 4°C aufbewahrt. In der Regel
wurden 200 ul Bakterienkultur mit einem sterilen Drygalski-Spatel ausgestrichen und 12 Std.

bei 37°C inkubiert. Die Kulturen konnten bis zu 6 Wochen bei 4°C aufbewahrt werden.

LB-Medium: NaCl 10g
Bacto Trypone 10g
Hefeextrakt 59
pH 7,4 mit NaOH einstellen
ddH20 ad 1l

b) Flussigkulturen

Flussigkulturen zur Gewinnung von Plasmiden oder als Startkulturen fir Proteinexpressionen
wurden in Abhangigkeit vom Malfl3stab der Préaparation mit 5 ml oder 50 ml LB-Kulturen
durchgefuhrt und bei 37°C geschittelt. Je nach Bakterienstamm wurden folgende Antibiotika
hinzugegeben :

Ampicillin 100pg/ml

Chloramphenicol 34 pg/ml

c) Uberexpression von rekombinanten ProteinEincoli BL21(DE3)pLysS oderE. coli
B834(DE3)pLysS

Mit frisch transformierten Kulturen (siehe Abschnitt 3.2.1.3) wurden zun&chst 50 ml
Vorkulturen in LB gezogen, die mit Ampicillin und Chloramphenicol in den oben
angegebenen Konzentrationen versetzt waren. Nach Inkubation von 12 Std. bei 37°C wurden
die Zellen abzentrifugiert und anschlieend in dem entsprechenden Medium aufgenommen,
das zur weiteren Fermentation der Zellen verwendet wurde. Natives Protein wurde in
BL21(DE3)pLysS uberexprimiert. Zum Ersatz von Methionin durch sein Analogon

Selenomethionin (Budisaet al., 1995) wurde der Methionin auxotrophe Stamm
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B834(DE3)pLysS in New Minimal Medium (NMM) fermentiert. Im allgemeinen wurden 12 |
Kulturen in 12 2I-Erlenmeyer-Kolben mit eingeschmolzenen Schikanen mit jeweils 5 ml
Vorkultur angeimpft und bei 150 Upm entweder bei 37°C (NusA) oder Raumtemperatur
(Tmal4) geschittelt. Nach 2-6 Std. hatten die Zellen eing¢d3@n 0,8 erreicht und wurden
durch Zugabe von IPTG in einer Endkonzentration von 1 mM induziert. Die
Proteinexpression wurde fir 6 Std. durchgefiihrt und die Zellen abzentrifugierix@}®®H

min, 4°C). Sie wurden in den entsprechenden Aufschlu3puffer (20 mM HEPES pH 7,0; 50
mM LiCIl; 10 mM MgCh far TmalL4 oder 50 mM Tris-HCI pH 7,6; 3 mM EDTA fur NusA)

resuspendiert, in flissigem Stickstoff schockgefroren und bei —80°C aufbewahrt.

NMM: (aus 1M autoklavierten oder sterilfiltrierten Stammlésungen soweit nicht anders

angezeigt)
Ammoniumsulfat 7,5 mM
NaCl 8,5 mM
Kaliumdihydrogenphosphat 55 mM
Kaliumhydrogenphosphat 100 mM
Magnesiumsulfat 1mM
Glucose 20 mM
Calciumchlorid/Eisen(lIl)sulfat Img/mi
Kupfer-, Mangan-, Zinkchlorid lpg/ml
und Ammoniummolybdat
Biotin und Thiamin; Stamml&ésung (10 g/l) 10 mg/mi
Aminosauremischung aulRer Methionin 50 mg/ml
(Stammlésung: je 0,5g/ml in NaCjjP

NaCl/R 137 mM NaCl, 2,5 mM KCI, 10 mM Natriumhydrogenphosphat, 1,76

mM Kaliumdihydrogenphosphat, pH 7,0
Ac-D,L-Selenomethionin (Stamml&ésung: 50g/1) 0.335 M

3.2.1.2 Herstellung transformationskompetenter Bakterien

Es wurden 50 ml LB-Medium mit 2 ml einer Vorkultur angeimpft und bei 37°C geschdttelt.
Bei einer ORy von 0,5 wurden die Zellen fir 10 min. auf Eis gekihlt und abzentrifugiert
(4000xg, 5 min, 4 °C). Das Bakterienpellet wurde in 20 ml eiskaltem TFB-I Puffer

(Transbrming Buffer) aufgenommen und nach 5 min. auf Eis erneut abzentrifugiert. Das
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Pellet wurde in 2 ml eiskaltem TFB-II aufgenommen und in Eppendorf-Gefal3e aliquotiert

und nach dem Schockfrieren in flissigem Stickstoff bei —80°C gelagert.

TFB-I: Kaliumacetat 30 mM
Rubidiumchlorid 100 mM
Calciumchlorid 10 mM
Manganchlorid 50 mM
Glycerin (v/v) 15%

Die Losung wurde mit Essigsaure auf pH 5,5 eingestellt, sterilfiltriert und bei —20°C gelagert.

TFB-II: PIPES 10 mM
Rubidiumchlorid 10 mM
Calciumchlorid 75 mM
Glycerin (v/v) 15%

Der Puffer wurde mit 1M KOH auf pH 6,5 eingestellt und nach dem Sterilfiltrieren bei —20°C

aufbewabhrt.

3.2.1.3 Transformation kompetentercoli

100 pl transformationskompetente Zellen wurden auf Eis aufgetaut und mit 10 pl

Ligationsansatz oder 1-2ug Plasmid versetzt und 1Std. auf Eis inkubiert. Die Zellen wurden
fur 2 min. auf 42 °C gebracht und anschlieBend fir 15 min. auf Eis gekihlt. Nach Zugabe
von 1 ml LB-Medium wurde der Ansatz fur 1 Std. bei 37 °C geschittelt und dann entweder
200 pl auf LB-Platten ausplattiert oder komplett zum Animpfen von Flussigkulturen (siehe

3.2.2) verwendet.

3.2.1.4 Radioaktive Markierung vdn coli Zellen und Aktivitatstest fur L4

Mit Hilfe der radioaktiven Markierung von Zellen wurde analysiert, ob bestimmte L4-

Mutanten noch in der Lage sind, translatorisch und transkriptorisch regulierend auf ein

Reportergen zu wirken.
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5 ml E. coli Zellen wurden bei

_, PBAD18
i o~  Mimial :
o - Al 37°C in AB- Minimal-Medium
fermentiert, das mit 0,5% Glycerin
N RiHos und 1pg/ml Thiamin supplemen-

tiert wurde. Die Zellen enthielten

sowohl ein pBAD18-Plasmid mit

einer Arabinose-induzierbaren L4-
ribosomales Protein L4 Mutante, die mit denQuikChange
L Mutagenese-Kit erzeugt worden

kription und Translation waren, als auch ein S10Ylacz’

Fusionsreporter-Protein (siehe
m Abb. 3-1), das mit IPTG induziert

+IPTG _

werde konnte (pACYC-Eco (Let

> pACYC-Eco

W T [ e al., 1997)). Zusatzlich wies das
ree S10/lacZ‘ Plasmid eine S10 Leit-
Sequenz auf, die die beiden
Haarnadelschleifen HD und HE

enthalt (siehe Abb.2-7) (Zengel
und Lindahl, 1993; Zengek al., 1995). Somit standen Transkription und Translation dieses

Abb. 3-1: Prinzip des L4-Aktivitatstests (S10 RBS: S10 Ribo-

somenbindungsstelle)

Reportergens unter der Kontrolle der L4-Mutante. Bei einegs©bn 0,5-0,8 wurde die
Synthese des Reporterproteins mit 2mM IPTG induziert und nach 9 min. 100ul Zellen fir 2
min. mit 5 pCi*S-Methionin markiert. AnschlieRend wurde die Uberexpression der L4-
Mutante mit 0,25% Arabinose induziert und nach 15 min. 100 pl Zellen wie oben
beschrieben radioaktiv markiert. Nach der Lyse der markierten Zellen in SDS-Auftragspuffer
wurden die Proben auf 7,5% und 12% SDS-PAGE-Gelen getrennt (siehe Abschnitt 3.2.3.2),
getrocknet und fur 2 Tage auf einem Phosphor Speicher Schirm exponiert. Die Gele wurden
mit dem STORM PhosphorImager-System ausgelesen und mit der SoftwhregeQuant
ausgewertet (alle Produkte: Molecular Dynamics, Sunnyvale, CA, USA). Der Vergleich der
Intensitat der Banden fir das S10‘/lacZ’ Reporterprotein vor und nach Induktion von L4

erlaubte Rickschlisse auf die Aktivitat der verschiedenen L4-Mutanten.

AB-Minimal-Medium: 29 (NHy).SOy; 6g NaHPO,; 3,09 KHPO,; 3g NacCl;
0,011g NaSQ, in 200 ml HO zusammenmischen mit 0,2g Mg,010g CaGlund 0,0005g
FeCke 7H0 in 800 ml HO.
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3.2.2 DNA-Arbeitsmethoden

3.2.2.1 Agarose-Gel el ektrophorese

Die Agarose-Gelelektrophorese dient zur Auftrennung von komplexen Gemischen aus DNA

in einem elektrischen Feld nach ihrer Grol3e.

Zur Herstellung des Gels wurde die Agarose (0,7-2% (w/v) je nach Lange der zu trennenden
DNA) in Laufpuffer TBE aufgekocht und nach dem Abkuhlen eine Ethidiumbromid-Lésung
(10mg/ml in Wasser) zu einer Endkonzentration von 1 pg/ml hinzugegeben. Die Ldsung
wurde in eine horizontale Gel-Apparatur gegossen und nach dem Erstarren mit Laufpuffer
Uberschichtet. Die Elektrophorese wurde bei konstanter Spannung (je nach Grof3e des Gels
mit 50-120V) durchgefihrt. Mit Hilfe von UV-LichtA&254 nm) konnte die Position der

DNA-Banden bestimmt werden.

1xTBE (Tris Borat EDTA): 90 mM Tris-HCI; 90 mM Borsaure; 2mM EDTA pH 8,0
6xProbenpuffer: 30%(v/v) Glycerin; 0,25% (w/v) Bromphenolblau; 0,25% (w/v)

Xylencyanol

3.2.2.2 DNA-Sequenzierung

Die Sequenzierung von DNA beruht auf einer modifizierten Polymerase-Ketten-Reaktion
(PCR) (Saikiet al., 1988; Saikiet al., 1985) nach der Methode von Sanger (Saeget.,

1977). Es wurden fluoreszenzmarkierte 2‘-3‘-Didesoxynukleosid-5'-triphosphate als
Kettenabbruchreagenzien eingesetzt. |hr statistischer Einbau fihrt zum Kettenabbruch der
wachsenden DNA-Strange. Das Gemisch unterschiedlich langer DNA-Fragmente wird dann
elektrophoretisch aufgetrennt und die einzelnen Strange anhand der Fluoreszenz des
Abbruchnukleotids identifiziert. Die typische Zusammensetzung eines Sequenzieransatzes sah

folgendermafien aus:

Terminator Reaktions-Mix 8 pl
Plasmid-DNA 2 ug
Sequenzier-Primer 4 pmol
ddH;O ad 20 pl
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Die Ansatze wurden in einem 200 pl Reaktionsgefal? mit 30 pl Mineral6l Gberschichtet und
fur 25 Zyklen folgendes PCR-Programm durchgefiihrt: 30 sec. 96°C; 30 sec. 50°C; 4 min.
60°C. Reinigung, Prazipitation und Elektrophorese der PCR-Produkte wurden ebenso wie die
Detektion und Auswertung der Fluoreszenzsignale von Marius Boicu am Max-Planck-Institut
fur Biochemie in Martinsried mit einem DNA-Sequenator (Modell 373, Applied Biosystems,
Foster City, USA) durchgefihrt.

3.2.2.3 Isolierung von Plasmiden dtscoli Zellen

Die Isolierung und Reinigung von Plasmiden dtsoli DH5a-Zellen wurde je nach
Volumen der Zellkultur mit denQIAGEN Plasmid Mini, Midi oderMaxi Kit durchgefthrt.
Die Bakterien werden dabei durch alkalische Lyse mit NaOH/SDS aufgeschlossen und
genomische DNA durch Kaliumacetat schnell geféllt. Die weitere Reinigung der Plasmide

wurde durch lonenaustauschchromatographie durchgefihrt.
3.2.2.4 Verdau von DNA mit Restriktionsenzymen
Im Verlauf der Klonierung der Gene von TmalL4 und NusA wurden Restriktionsverdaue

sowohl des erhaltenen PCR-Produkts, als auch des Vektors durchgefihrt um die

Expressionsvektoren zu konstruieren. Ein Ansatz hatte in der Regel folgende Zusammen-

setzung:

PCR-Produkt oder Vektor 4-5ug
Restriktionsenzyme 20U
10xPuffer 5 ul
ddH,O ad 50 pl

Inkubation bei 37°C fir 2-4 Std.

Das geschnittene PCR-Produkt und der Vektor wurden Qlaguick Spin Saulen (Qiagen,
Hilden) gereinigt. Dabei werden die DNA-Fragmente unter Hochsalz an eine Silica-Gel-Séaule
adsorbiert und nach dem Waschen mit Wasser eluiert.
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3.2.2.5 Ligation von DNA-Fragmenten

Zur Klonierung der Expressionsvektoren fir TmaL4 und NusA, wurden das verdaute PCR-
Produkt und der geschnittene Vektor pET22b(+) mit Hilfe der Ligase aus dem
Bakteriophagen T4 kovalent unter ATP-Verbrauch verknlpft. Das molare Verhéltnis des

Inserts zum Vektor wurde variiert und betrug in der Regel zwischen 3:1 und 5:1.

Linearisierter Vektor 100 ng

Insert-DNA x ng (molares Verhaltnis Insert/Vektor zwischen 3:1 und 5:1)
10xLigationspuffer 2 ul (enthalt ATP)

T4-Ligase 400 U

ddH,O ad 20 ul

Der Ansatz wurde fur 3 Std. bei 4°C inkubiert und dann fur 12 Std. auf 14-16°C gehalten. Die
Ligase wurde anschlie@end durch 10-minltiges Erhitzen auf 65°C inaktiviert und der
Ligationsansatz zur Transformation von kompeteritercoli Bakterien eingesetzt (siehe
3.2.1.3).

3.2.2.6 Amplifizierung von DNA-Fragmenten mittels PCR

Zur selektiven Amplifizierung der Gene von NusA und Tmal4 &us motoga maritima
wurde die Polymerase-Ketten-Reaktion in folgender Zusammensetzung eingesetzt:

5'-Primer 100 pmol
3‘-Primer 100 pmol
genomische DNA 245 ng
dNTP je 10 mM
DMSO 2,5 ul
Pfu-DNA-Polymerase 20U
ddH,O ad 25 pl

Der Ansatz wurde in jeweils 200 pul ReaktionsgefaRen folgendem PCR-Programm fir 25
Zyklen unterzogen: 1 min. 95°C; 1 min. Gradient zwischen 44°C und 64°C mit 4°C Schritten;
3 min. 72°C. Der Gradient bei der Hybridisierung zwischen den PCR-Primern und den 5°-
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und 3‘-Enden der jeweiligen Gene hatte in der Regel einen gro3en Einflul auf die Effizienz
der PCR. Die erhaltene Produkte wurden mittels Agarosegel-Elektrophorese tberprift und
UberQiaquick Spin Séulen (Qiagen, Hilden) gereinigt.

3.2.2.7 Spezifische Mutagenese an L4 mit @arkChange Mutagenese-Kit

Mit Hilfe des QuikChange Mutagenese-Kit kdnnen multiple Mutationen oder Deletionen in

Gene eingefuihrt werden. Dazu verwendet man zwei gegenlaufige Primer, die jeweils
komplementar zu der Region sind, in der die Mutation eingefuhrt werden soll und dabei selbst
die gewunschte Anderung aufweisen. Mittels PCR werden Tochterplasmide mit dieser
Mutation erzeugt und anschlie3end die methylierten wildtyp Ausgangsplasmide mit Dpn |
verdaut. Dieser Ansatz kann direkt zur Transformation von kompetenten Zellen eingesetzt

werden. Die Zusammensetzung eines typiscp@iRChange- Ansatzes sieht folgendermalf3en

aus:
10xReaktionspuffer 2,5 ul
5-Primer 62,5 ng
3‘-Primer 62,5 ng
Ausgangs-Plasmid 25 ng
dNTP’s (jeweils 20 mM) 0,25 pl
Pfu-Polymerase 20U
ddH,O ad 25 pl

Zu Beginn der PCR-Reaktion wurde fur 1 min. auf 95°C aufgeheizt und dann fur 20 Zyklen
jeweils 30 sec bei 95°C denaturiert, dann fur 1min. bei 55°C die Primer mit der genomischen
DNA hybridisiert und fur 12 min. bei 65°C die DNA-Synthese durch Verlangerung der
Primer durchgefiihrt. Der Ansatz wurde dann fir 1-2 Std. mit 1 pl Dpn | verdaut und

anschlieBend zur Transformation von RHBellen eingesetzt (siehe 3.2.1.3).

3.2.3 Proteinchemische M ethoden

3.2.3.1 Proteinreinigung
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Im Rahmen dieser Arbeit wurden zwei RNA assoziierte Proteine aus dem thermophilen
Bakterium Thermotoga maritima in E. coli Uberexprimiert und gereinigt: Das ribosomale
Protein L4 (TmaL4) und der Transkriptionsfaktor NusA. Bei der Reinigung wurde in beiden
Fallen Gebrauch von der Hitzestabilitat der Proteine gemacht und der Uberstand der Zell-
Lyse erhitzt, umE. coli Proteine zu fallen. Dem schlof3 sich Anionenaustausch-
Chromatographie und zuletzt je nach Protein Hydroxylapatit oder hydrophobe Interaktions-
Chromatographie an. Alle chromatographischen Schritte wurden mit selbst gepackten Séulen
bei 4 °C durchgefuhrt. Es wurden peristaltische Pumpen benutzt, an die mit Ruhrfischen
betriebene Gradientenmischer angeschlossen waren. Der Verlauf der Reinigung wurde mit
Hilfe von SDS-PAGE Gelen verfolgt (siehe 3.2.3.2).

a) Préaparation von Tmal4:

Das Praparationsprotokoll ist eine Modifikation der nicht denaturierenden LiCl-Extraktions-
Prozedur fur ribosomale Proteine aus grof3en 50S UntereinheiterE.vooli (Dijk und
Littlechild, 1979).

Gefrorene Zellen (siehe 3.2.1.1 c) wurden bei Raumtemperatur aufgetaut und nach Zugabe
von Phenylmethylsulfonylfluorid zu einer Endkonzentration von 100 pg/ml zweimal fir 5
min. unter Kihlung sonifiziert (50% Intervalle, 100% Output) (Branson Macrotip Sonifier,
Danbury, CT, USA). Zelltrimmer wurden durch Ultrazentrifugation fir 3 Std. bei 50 000
Upm (55.2 Ti Rotor, Beckmann Instruments, Palo Alto, CA, USA) abgetrennt. Der Uberstand
wurde auf eine Konzentration von 3M LiCl mit einer auf pH 7,0 gepufferten 8M Stocklésung
gebracht und fur eine Std. auf Eis gekuhlt. Neu gebildetes Prazipitat wurde durch
Zentrifugation abgetrennt und die Losung fur 20 min. auf 70 °C erhitzt. Nach erneuter
Zentrifugation wurde der Uberstand fiir 12 Std. gegen Puffer A dialysiert ( 10 mM HEPES
pH 7,0; 50 mM LIiCl; 3 mM EDTA) und auf eine 300 ml DEAE-Sepharose FF Saule
(Pharmacia Biotech, Uppsala, Schweden) geladen. Adsorbierte Proteine wurden mit einem
linearen 2| Gradienten von Puffer A nach A mit 0,9M LIiCl eluiert. Die vereinigten Fraktionen
wurden dann auf eine 150 ml Hydroxylapatitsaule (Biorad, Hercules, CA, USA) geladen, die
mit Puffer B (50 mM Tris-HCI pH 7,6; 2m KCI) equilibriert war. TmalL4 wurde in einer
einzigen Bande mittels eines 1l Gradienten nach Puffer B mit zusatzlich 250 mM
Kaliumphosphat eluiert. Alle TmalL4-Fraktionen wurden vereinigt und mit Centriprep-3

Konzentratoren (Amicon, Beverley, MA, USA) eingeengt. Mit Hilfe von NAP-25-Séaulen
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(Pharmacia Biotech) wurde der Puffer auf 10 mM HEPES pH 7,0 gewechselt und aliquotierte
Mengen bei einer Konzentration von 10 mg/ml in flussigem Stickstoff schockgefroren und bei
—70 °C gelagert.

b) Praparation von NusA

Die Lyse der Zellen erfolgte analog zur Tmal4-Reinigung. Der Uberstand des Zellauf-
schlusses wurde fir 20 min. auf 95 °C erhitzt und gebildetes Prazipitat abzentrifugiert (25 000
Upm, 30 min.; JA-25.50, Beckmann Instruments). Die Lésung wurde auf eine 200 ml
DEAE-Sepharose FF-Saule aufgetragen, die mit 50 mM Tris-HCI pH 7,6 und 3 mM EDTA
(Puffer C) equilibriert war. Gebundene Proteine wurden mit einem linearen 1,8| Gradienten
von Puffer C nach C mit 700 mM NaCl eluiert. Relevante Fraktionen wurden vereinigt und
mit festem Ammoniumsulfat unter Ruhren versetzt, bis eine finale Konzentration von 1M
erreicht war. Die L6sung wurde auf eine 75 ml Phenyl-Sepharose-Saule (Pharmacia Biotech)
geladen, die mit Puffer C plus 1 M Ammoniumsulfat equilibriert war. Ein linearer 750 ml
Gradient nach Puffer C wurde angelegt und NusA enthaltende Fraktionen vereinigt und zu
einer Konzentration von 40 mg/ml mit Amicon-Ultrafiltrationszellen (10 kDa MW cutoff)
eingeengt. NusA wurde mit NAP-25-Saulen auf 10 mM HEPES pH 7,0 umgepuffert und die
Konzentration auf 9mg/ml eingestellt. Die Praparation wurde aliquotiert, in flissigem

Stickstoff schockgefroren und bei —70 °C aufbewabhrt.

3.2.3.2 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Der Verlauf der Reinigungen wurde mittels diskontinuierlicher SDS-Gelelektrophorese
Uberwacht (Laemmli, 1970). Wahrend der Reinigungen von NusA und TmalL4 wurden Gele
mit 6% Sammel- und 12% Trennbereichen eingesetzt. Sie hatten eine GroRex8oong,5

bei einer Dicke von 1 mm und wurden zu je neun Stick in einer GieBkammer gegossen

(Eigenbau, MPI Biochemie, Martinsried).

Sammelgel (6%) fur 9 Gele: 20 ml dgbl
3,75 ml Tris-HCI pH 6,8
300ul 10% SDS-Ldsung (w/v)
6 ml Acrylamid 30% (w/v); Bisacrylamid 0,8% (w/v)

150 pl 10% Ammoniumperoxodisulfat (w/v)
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50 ul TEMED
Trenngel (12%) fur 9 Gele: 36 ml dg@l
17 ml Tris-HCI pH 8,8
900 pl 10% SDS-Lésung (w/v)
36 ml Acrylamid 30% (w/v); Bisacrylamid 0,8% (w/v)
600 pl 10% Ammoniumperoxodisulfat (w/v)
44 ul TEMED

SDS-Auftragspuffer (2%): 125 mM Tris-HCI pH 8,9
0,04% Bromphenolblau
10% (w/v) SDS
20% (w/v) Glycerin
20% (v/v)B-Mercaptoethanol

Die Proben wurden vor den Auftragen mit einem VolumerARftragspuffer gemischt und
fur 30 sec. bei 95 °C inkubiert. Die Gele wurden bei konstanter Spannung von 120 V

betrieben.

Nach erfolgter Elektrophorese wurden die Gele mit Coomassie Blau gefarbt. Dazu wurden die
Gele in die Farbelbsung transferiert und fir 30 sec. in der Mikrowelle erhitzt und anschief3end
30 min. bei Raumtemperatur geschuttelt. Zum Entfarben wurden die Gele fur 12 Std. bei
Raumtemperatur in Entfarbelésung geschiittelt und anschlie3end fotographiert.

Farbeldsung: 2,5% (w/v) Coomassie Brilliant Blue R-250 (Serva) in
30% (v/v) Ethanol

10% (v/v) Essigsaure
60% (v/v) Wasser

Entfarbeldsung: 30% (v/v) Ethanol
10% (v/v) Essigséaure
60% (v/v) Wasser

Fiar die Gelelektrophorese von radioaktiv markiertem Zell-Lysat im Rahmen des L4-
Aktivitatstests wurden grof3ere Gele eingesetzt um eine effektive Auftrennung aller Proteine

zu gewahrleisten. Zusatzlich wurde eine niedrigere Konzentration an Bisacrylamid eingesetzt
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(0,2%), um die Gele trocknen zu kdnnen. Es wurden jeweils zwei 1,5 mm dicke Gele mit
einer Ausdehnung von %24 cnf gegossen und mit der gleichen Spannung wie obige Gele

betrieben.

3.2.4 Kristallographische Methoden

3.2.4.1 Aufbau von Kristallen

Die kleinste sich wiederholende Baugruppe in Kristallen ist die asymmetrische Einheit. Aus
ihr 1aRt sich durch Anwendung der kristallographischen Punktsymmetrie die Elementarzelle
erzeugen. Die kristallographische Translationssymmetrie baut in alle drei Raumrichtungen
daraus den Kristall auf. Obwohl es 230 Raumgruppen gibt, sind nur 65 enanthiomorph und
daher fur die Beschreibung von Kristallen chiraler Biomolekiile geeignet. Der ideale,
periodische Aufbau von Kristallen ist in der Realitat haufig durch Gitterfehler gestort.
Deshalb gibt es Blocke innerhalb des Kristalls, die mosaikartig gegeneinander verschoben
sind. Proteinkristalle weisen in Gegensatz zu Kleinmolekil-Kristallen einen sehr lockeren
Aufbau auf, der nur durch wenige Kontakte zwischen den einzelnen Proteinen vermittelt wird.
Proteinkristalle haben h&aufig einen sehr hohen Ldsungsmittelgehalt und missen standig in
Kontakt mit ihrer Mutterlauge stehen, um die Integritat ihres Kristallgitters zu gewéahrleisten.

3.2.4.2 Beugung von Réntgenstrahlen an Kristallen

Zur Untersuchung von Proteinstrukturen benotigt man elektromagnetische Strahlung, deren
Wellenlange im Bereich atomarer Bindungen liegt (1,54 A fur C-C Bindung).
Rontgenstrahlung (Cu ¢ 1,54 A) erfillt dieses Kriterium. Aber aufgrund fehlender
Rontgenlinsen ist es nicht mdglich, ein direktes Abbild des Proteins zu erhalten. Vielmehr
mufd Uber Beugungsexperimente an Kristallen indirekte Information Uber die Struktur
gewonnen werden. Die grol3e Anzahl von geordneten Molekilen in einen Kristall bewirkt

dabei eine systematische Verstarkung und Ausldéschung des gebeugten Strahls.

Rontgenstrahlung wird von der Elektronenhtlle gebeugt, die Proteine umgibt. Dabei
induzieren die Rontgenstrahlen Schwingungen gleicher Frequenz in den Elektronen. Diese
emittieren daraufhin Sekundarstrahlung gleicher Frequenz, die um 180° phasenverschoben ist.

Die Amplituden dieser kohéarenten Streuung summieren sich aufgrund der
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Phasenverschiebung der Einzelwellen zu Null (destruktive Interferenz), sofern der
Gangunterschied nicht ein ganzzahliges Vielfaches der Wellenlange ist (konstruktive
Interferenz). Diese Bedingung wird, korrekte Orientierung des Kristalls vorausgesetzt, fur
eine ganze Reihe von Positionen innerhalb der einzelnen Elementarzellen erfillt. Dabei bauen
diese Punkte eineziprokes Gitter auf, dessen geometrische Eigenschaften invers zum realen
Kristallgitter sind. Die Lange der reziproken Gittervektoren entspricht dabei den reziproken
Abstanden der Ebenen einer Netzebenenschar. Die Netzebenenscharen werden durch ihre
Schnittpunkte mit den Achsen der Elementarzelle charakterisiert (Miller'sche Indizes: hkl)
Konstruktive Streuung der Rontgenstrahlen tritt dabei an diesen Netzebenen unter einem
Winkel 8 zwischen einfallendem Strahl und der Netzebenenschar auf, sofern der Gang-
unterschied, der an den verschiedenen Netzebenen gebeugten Strahlen ein ganzzahliges
Vielfaches der Wellenlange ist (siehe Abb. 3-2):

NA = 2dy SinBhg  (Braggsche Gleichung)

n: ganze Zahl\: Wellenlange; d: Netzebenenabstand

Y
P

Abb. 3-2: Der Gangunterschied zwischen zwei Strahlen, die von benachbarten Netzebenen reflektiert werden,
muf3 2d sirB betragen, um konstruktive Interferenz aufzuweisen.

Die Ewald-Konstruktion (Abb. 3-3) ermdglicht es, unter Verwendung des reziproken Gitters
das Bragg'sche Gesetzes als Vektordiagramm darzustellen. Dabei befindet sich der Kristall
im Zentrum einer Kugel mit dem Radius\1Die Punkte, an denen der ankommende Strahl

50 die Sphare schneidet und der Ursprung U des reziproken Gitters liegen sich diametral
gegenuber. Das Bragg sche Gesetz ist fur jeden reziproken Gitterpunkt auf der Oberflache der
Kugel erfullt. Eine Rotation des Kristalls bedingt eine analoge Rotation des reziproken

Gitters, so dal3 weitere Gitterpunkte auf der Oberflache die Ewald-Sphére schneiden und
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damit in Einklang mit dem Bragg schen Gesetz gebracht werden. Diese Reflexe kdnnen in

einem Rontgenbeugungsexperiment beobachtet werden.

Abb. 3-3: Ewald-Konstruktion: Man konstruiert eine Kugel mit dem Radius 1/A um den Kristall K, so daf3 der
Ursprung des reziproken Gitters sich in U befindet. Der Wellenvektor des einfallenden Strahls ist mit

Jé:)gekennzeichnet und wird um 26 gebeugt, so dalR der Wellenvektdk entsteht. Die grauen Punkte
kennzeichnen das reziproke Gitter von denen die roten Punkte die Bragg sche Gleichung erfiillen. Ein

reziproker Gittervektor ist durcg reprasentiert.

Jeder beobachtete Reflex entspricht einen Gitterpunkt (hkl). Somit lassen sich aus den
Positionen der Reflexe Ruckschlusse auf die Geometrie und damit in den meisten Fallen auch
auf die Raumgruppe des Kristalls ziehen. Wahrend die Position der Reflexe durch die

Raumgruppe vorgegeben wird, bestimmt die Zusammensetzung der asymmetrischen Einheit
die Intensitat der einzelnen Reflexe. Ein Kristall kann als Konvolution des Inhalts der

Elementarzelle mit dem Kristallgitter angesehen werden. Das Diffraktionsmuster ist daher das
Produkt aus der molekularen Transformation und des reziproken Gitters. Da dieses Produkt
die Intensitat an reziproken Gitterpunkten bestimmt, ist diese hoch wenn die Transformation

eine hohe Intensitat aufweist und umgekehrt.

Die Intensitdt der Reflexe nimmt mit steigender Auflésung ab, was sich auf die endliche
Ausdehnung der Elektronenhillen zurlckfihren laft. Bei steigenden Streuwdnkiahmt

die Phasendifferenz, der gebeugten Wellen ebenfalls zu, was dazu fuhrt, dal3 weniger
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Streuwellen zu konstruktiver Interferenz gebracht werden kdnnen. Die Gesamtintensitat einer

an einer Einheitszelle mit n Atomen gestreuten Welle ergibt sich folgendermal3en:
(1) F(S) = Z f, exp[27rr, Eg}
£

Darin ist F(S) der Strukturfaktor fir den reziproken Gittervektor S, der gerade die
Reflexionsbedingung erfillt. Der Vektor gibt die Position des Atoms j in fraktionellen
Koordinaten an und; fist der Atomformfaktor, der berucksichtigt, daf3 ein Atom nur eine
endliche Ausdehnung hat. In der Praxis fuhrt die thermische Bewegung der Atome vor allem
bei grol3en Streuwinkeln zu einer zusatzlichen Abnahme der Intensitat. Weiterhin tragen
Fehler in der periodischen Anordung der Elementarzellen (Mosaizitat), sowie
Skalierungfehler und Absorption zu einer Abnahme der Intensitat bei. Um dies zu
berticksichtigen wird der Temperaturfaktor B als zuséatzlicher Term fur die exponentielle
Abnahme der Intensitat eingefuhrt:

sn’ég
(2) T(iso) = eXpE* B 1 E

Der Temperaturfaktor ist folgendermalRen gegeben, waideidie mittlere quadratische

Auslenkung ist:
(3) B=8m° W*
Fur jeden Reflex ergibt sich der Strukturfaktor F als Summation aller atomaren Formfaktoren

f in der asymmetrischen Einheit fur jeden einzelnen Reflex unter Multiplikation mit ihrem

jeweiligen Phasenwinkel:
(4) F(9) = Z f, exp(2rir , [5)

3.2.4.3 Das Phasenproblem und Berechnung der Elektronendichte

Da die Strukturfaktoren die Fourier Transformation der Elektronendichte sind, 1af3t sich durch

inverse Fouriertransformation aus den Strukturfaktoren die Elektronendpltg,z)
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berechnen. Jeder Strukturfaktor kann dabel as Wellenfunktion beschrieben werden, die

sowohl tber eine Amplitude als auch tber einen Phasenwinkel verfugt:
(5) p(x,y,2) = é Z F(h,k, 1) exp(-27i (hx + ky +12))

wobei F(h,k,1) =|F (h, k,1)|expia(h,k,I)

Von einem RoOntgenbeugungsexperiment erhalt man allerdings nur Aufschlul3 Gber die
Intensitat jedes Reflexes I(h,k,l), wobE(h,k,l)=|F(h,k,|)|2ist. Information Uber die Phasen-

winkel wird nicht erhalten, so dal3 eine Berechnung der Elektronendichte nicht mdglich ist. In
der Proteinkristallographie werden drei Methoden zur Losung des Phasenproblems eingesetzt:
der molekulare Ersatz (molecular replacement), der multiple isomorphe Ersatz (multiple
isomorphouseplacement) (siehe 3.2.4.3.2), die multiple anomale Dispersion MAIDihe
anomalous dpersion) (siehe 3.2.4.3.1) und in wenigen Fallen auch direkte Methoden (Karle,
1989; Uson und Sheldrick, 1999). Im Rahmen dieser Arbeit wurden nur MAD- und MIR-
Methoden zur Strukturldsung eingesetzt.

3.2.4.3.1 Multiple anomale Dispersion (MAD)

Die MAD-Methode bendtigt Rontgenstrahlung mit variabel verstellbarer Wellenlange, da
Datensatze bei verschiedenen Wellenlangen gemessen werden. Dazu verwendet man
Synchrotronstrahlung, die von Elektronen in Speicherringen erzeugt wird. Die Datenséatze, die
die Strukturldsung von NusA ermdglichten wurden an der Beamline BW6 des Deutschen
Elektronen Synchrotrons (DESY) in Hamburg aufgenommen. Die zweite Voraussetzung fur
MAD ist das Vorhandensein von Schweratomen im Protein, die geeignete Absorptionskanten
fur MAD-Experimente aufweisen. In der Regel werden Schweratom-Derivate von Kristallen
dadurch erzeugt, daf? die Kristalle in schweratomhaltige Mutterlauge eingelegt werden und
die Atome dann mit funktionellen Gruppen der Aminosauren reagieren. Diese Methode hat
den Nachteil, das dadurch haufig die Morphologie der Kristalle gestort wird und damit die
Idetifizierung von Derivaten erschwert wird. Eine andere Mdglichkeit ergibt sich durch den
Ersatz von Methionin durch Selenomethionin, indem rekombinantes Protein in Methionin
auxotrophen Bakterienstammen unter Vorhandensein von Selenomethionin im Medium
exprimiert wird (Budiseet al., 1995). Diese Methode wurde im Falle von NusA angewandt
(siehe Abschnitt 3.2.1.1).
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Bel der Messung an einer Absorptionskante findet keine elastische Streuung der Elektronen

am betroffenen Atom mehr statt. ES kommt zu einer lonisation durch Herausschlagen eines
Elektrons, im Falle von Se aus der K-Schale. Die restliche Rontgenstrahlung wechselwirkt
mit dem Kern und erfahrt dadurch eine Anderung in Amplitude und Phase, die sich von der
bei elastischer Streuung beobachteten Verschiebung von 180° unterscheigetonmabe
Steuung oder Dispersion genannt wird. Diese addiert immer eine kleinen Phasenwinkel zur
elastischen Streuung mit der Folge, dal3 die Strukturfaktoren von Friedel-Paaren (Reflexe mit
identischen Strukturfaktoramplituden und Phasenwinkeln mit umgekehrten Vorzeichen) nicht
mehr equivalent sind (siehe Abb. 3-4). Die resultierenden Intensitatsunterschiede zwischen
Friedelpaaren werddsijvoet-Differenzen genannt.

Abb. 3-4: Der Einflu@ der anomalen Dispersion auf Strukturfaktoren mit entgegengesetzten Vorzeichen fir den
Phasenwinkel (Drenth, 1994). Ohne anomale Streuung gilt E Feun. Diese Strukturfaktoren setzten sich aus
einem Beitrag des Proteing &nd einem ,normalen” Beitragyk des Schweratoms zusammen. Im Falle anomaler
Streuung addiert sich eine reale Komponehtfein Verlangerung zu fx und senkrecht dazu eine imaginare
KomponenteA f*, die stets einen kleinen Phasenwinkel dazu addiert. Als Folge davon weisen die kombinierten
Strukturfaktoren aus ,normalen® und ,anomalen® BeitragamFund Fya~ sowohl unterschiedliche Amplituden

als auch Phasenwinkel auf.

Die anomale Streuung kann dazu genutzt werden, die Positionen der anomalen streuenden

Atome zu bestimmen. Dazu berechnet man eine Patterson-Funktion, die eine Fourier-
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Summation mit den experimentell zuganglichen Intensitaten der Reflexe als Koeffizienten
darstellt (Patterson, 1934).

(6) P(uvw) = vi ;|F (hK)|” cogl27z(hu + kv + [w)]

Diese Funktion zeigt Maxima an den Endpunkten von interatomaren Abstandsvektoren

zwischen den anomal streuenden Atomen, wenn als Koeffizienten die anomalen Differenzen

(A|F|ano)2verwendet werden. Sobald die Positionen der Schweratome bekannt sind, lassen

sich daraus graphisch mit Hilfe der Harkerkonstruktion (siehe Abb. 3-5) die Phasenwinkel fir
jeden Reflex berechnen (Harker, 1956). Dabei gt FF + F.

[,

Abb. 3-5: vereinfachte Harkerkonstruktion, die die Ableitung eines eindeutigen Phasenwinkels mit Hilfe der
anomalen Streuung erlaubt. Der Vektor fur die ,normalen* Strukturfaktor-Amplituden isterggdeben.

Die beiden Bijvoet-Paare sind mit/Fund R~ gekennzeichnet, abef Fvereinfacht mit einem Phasenwinkel

mit entgegengesetzten Vorzeichen gezeichnet, damit sich die drei Kreise in einem Punkt schneiden. Im MAD
Experiment wird F durch Messung eines remote Datensatzes bestimmt, dessen Wellenlange weit von der

Absorptionskante entfernt ist.



46 3. Materialien und Methoden

Anomale Differenzen betragen nur einen kleinen Teil der isomorphen Differenzen, die in
MIR-Experimenten bestimmt werden. Da ein kompletter MAD-Datensatz aber von einem
gefrorenen Kristall aufgenommen werden kann, treten keine Fehler wegen Nichtisomorphie
verschiedener Kristalle auf. Die erste Proteinstruktur, die mit Hilfe von MAD geldst wurde,
war die des basischen blauen Kupferproteins aus der Gurke diGlisd988; Hendricksogst

al., 1988; Murthyet al., 1988).

3.2.4.3.2 Multipler isomorpher Ersatz (MIR)

Im Gegensatz zu MAD bendtigt man bei MIR mehrere Datensatze von verschieden
Schweratom-Derivaten eines Kiristalls, die mdglichst unter Beibehaltung der dreidimen-
sionalen Struktur der Kristalle erhalten werden (Isomorphie). Die Positionen der
Schweratome kdnnen Uber eine sogenabifferenz-Patter son-Funktion aus nativem Kristall

und Schweratomderivat errechnet werden. Bei nur einem Derivat ergeben sich zwei Losungen
fur die Phasenwinkel. Im Prinzip wird ein weiteres Derivat bendtigt, um die Phasenwinkel
eindeutig zu berechnen (siehe Abb. 3-6). Schlechte Datenqualitéat und schwache Isomorphie

fuhren haufig dazu, dal® sogar dies nicht ausreicht. Im Falle von TmalL4 wurden drei Derivate

Abb. 3-6: Harkerkonstruktion im Fall der MIR-Methode. Der schwarze Kreis mit Radius FP schneidet im Falle
eines Derivates (FPH1) dessen Kreis an zwei Punkten A und B, so daRR der Phasenwinkel nicht eindeutig
bestimmt werden kann. Erst unter Zuhilfenahme eines zweiten Derivats (FPH2) ergibt sich ein Schnittpunkt (A)

fur alle drei Kreise, der einen eindeutigen Phasenwinkel markiert.
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zur Strukturldsung eingesetzt.

3.2.4.4 Kristallisation

Alle Kiristallisationsexperimente wurden nach der Dampfdiffusionsmethode durchgefihrt
(McPherson, 1990). Dabei kommt es in einem abgeschlossenen Raum zur
Gleichgewichtseinstellung zwischen einem Proteintropfen und einem Reservoir, das die
Kristallisationslosung enthalt. Die damit verbundene Anderung der Konzentrationen des
Proteins und des Prazipitanz fihrt zu einer Ubersattigten Proteinlésung. Bei ginstigen
Wechselwirkungen zwischen den einzelnen Proteinmolekilen kénnen sich Kristallkeime
bilden, die durch definierte Anlagerung weiterer Molekile zu Kristallen fihren. Da die
Kristallisation von vielen verschiedenen Parametern wie zum Beispiel Temperatur, Art des
Prazipitanz und dessen Konzentration, pH-Wert und Beschaffenheit des Puffers und
eventuell von Additiven abhangt, versucht man initiale Kristallisationsbedingungen durch
einen sogenanntegparse matrix screen (Carter Jr., 1990; Carter Jr. und Carter, 1979;
Jancarik und Sung-Hou, 1991) zu finden, der verschiedenste Kombinationen der populéarsten
Puffer und Préazipitanzien enthalt. Diese kdnnen dann mit Hilfe einer Feinabstimmung bei der
man in der Regel pH-Wert und Préazipitanzkonzentration einer einzigen Bedingung variiert,

verbessert werden.

Zur Kiristallisation nach desitting drop Methode wurden jeweils 3 ul Proteinlésung mit 1,5

pl des Reservoirs vermischt, in die Vertiefung von CrysChem-Platten pipettiert und nach
Zugabe von 0,5 ml Reservoir mit CrystalClear Band (Manco Inc; Avon, OH, USA)
verschlossen. Die Ansétze wurden jeweils bei 25 °C und bei 4 °C durchgefihrt.

3.2.4.5 Kristallmontage, Datensammlung und -prozessierung

Die Kristalle wurden aus der Mutterlauge mit einer silikonisierten Spezialglaskapillare (Mark-
Roéhrchen, W. Miuller, Berlin) geerntet und mit Filterpapierstreifen weitgehend von der
Kristallisationslosung befreit. Die Kapillare wurde an beiden Enden mit Dentalwachs
(Glaswachs, Richter und Hoffman, Harvard-Dental GmbH, Berlin) verschlossen. Um ein
Austrocknen des Kristalls zu verhindern wurde etwas Reservoir-Losung in der Glaskapillare

belassen. Die Kapillare wurde mit Wachs auf einem Goniometerkopf befestigt.
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Zur Aufnahme von Cryo-Datenséatzen wurden die NusA-Kristalle in einer Cryo-Schlaufe
geerntet, in Perfluoropolyether PFO-X125/03 (Lancaster, England) als Cryoprotektans
Uberfuhrt und im Stickstoffstrom gefroren. TmalL4 —Kristalle konnten direkt aus ihrer

Mutterlauge in der Cryo-Schlaufe eingefroren werden.

Die Datensatze wurden auf eirlelage Plate (MAR Research, Hamburg) aufgenommen. Das
Funktionsprinzip beruht darauf, daR eine polykristalline Schicht aus BaFBrdtuch
Rontgenquanten zu Euoxidiert werden kann. Die dabei freigesetzten Elektronen koénnen in
metastabilen Zustdnden gefangen werden, den sogenannten Farbzentren, die eine lange
Lebensdauer aufweisen. Nach Belichten kann das gespeicherte Bild mit einem He-Ne-Laser
ausgelesen werden, der die latent gefangen Elektronen photostimuliert, die unter Emission
von blauen Licht wieder in den Grundzustand Ubergehen. Die Lumineszenz wird von einem
Photomultiplier detektiert und in ein digitales Signal Uberfiihrt. Die RéntgenstrahlungiCu-K
Strahlung bei= 1,5418A wurde mit einem Rigaku (Tokyo, Japan) Drehanoden Generator

bei 50 kV und 100 mA erzeugt.

Die Datensatze wurden mit dem HKL-Programm (Otwinowski und Minor, 1997)

ausgewertet. ldentifizierung und Verfeinerung der Schweratompositionen von anomalen
Patterson-Fouriersynthesen (NusA) oder Differenzpatterson-Funktionen (TmalL4) wurde mit
den Programmen RSPS and MLPHARE (Collaborative Computational Project, 1994)
vorgenommen. Die experimentellen Elektronendichten wurden entweder mit MLPHARE oder

mit dem Programm SHARP (de la Fortelle und Bricogne, 1997) berechnet.

3.2.4.6 Modellbau und —verfeinerung

Die Aminosaurekette wurde bei beiden Proteinen mit dem Programm MAIN (Turk, 1996)
manuell in die Elektronendichte eingepaldt. Die Verfeinerung der Strukturen wurde mit dem
Programm CNS (Briinger, 1998) durchgefihrt. Dabei wird versucht, die Differenz zwischen
den aus dem gebauten Modell berechneten Strukturfaktoren und den experimentell
bestimmten Strukturfaktoren unter Bertcksichtigung von verninftigen Werten fur Bindungs-
langen und —winkel (Engh und Huber, 1991) zu minimieren. Das verfeinerte Modell dient
dann zur Berechnung neuer, verbesserter Phasen und Elektronendichten. Ein Kriterium fir die
Qualitat der Struktur ist der R-Faktor:
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Z Fobs _k|FcaIc
R=T" _ — —x100%
Z F
wobei k ein Skalierungsfaktor ist, der beobachtete und berechnete Strukturfaktoren auf eine
einheitliche Skala bringt.

obs
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4. Ergebnisse

4.1 N-utilization substance A (NusA)

4.1.1 Reinigung von NusA

NusA aus Thermotoga maritima wurde nach einem dreistufigen Protokoll gereinigt (siehe

Abb. 4-1). Nach erfolgter Zelllyse wurde der I6sliche Uberstand (Spur 2) fur 30 min. auf 95°C
erhitzt, wobei das thermostabile NusA fast quantitativ im Uberstand verblieb (Spur 3),
wahrend ein Grof3teil deE. coli Proteine hitzedenaturiert wurde und prazipitierte. Die
Praparation wurde anschlieBend Uber eine DEAE-Séaule (Spur 4) und eine Phenyl-Sepharose-
Saule (Spur 5) gereinigt und das Protein nach Umpuffern auf 10 mM HEPES, pH 7,0, sauber
erhalten.

kDa

66>

45»

36p
29;.....__.

24»

< NusA

14.2»

Abb. 4-1. Reinigungsschritte der NusA Préparation 12% SDS-Gel mit Coomassie gefarbt: 1) Marker, 2)
Zelllysat, 3) Uberstand der 95°C Denaturierung, 4) vereinigte Fraktionen nach DEAE-Séaule, 5) vereinigte

Fraktionen nach Phenyl-Sepharose.

4.1.2 Krigtalisation

Die Verwendung der 96 Hausfactorials fuhrte bei einer Vielzahl von Bedingungen, die

Ammoniumsulfat als Prazipitanz und Tris als Puffersubstanz beinhalteten zu stabchen-
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férmigen oder stark abgerundeten Kristallen (siehe Abb. 4-2). Diese Kristalle gehdrten zu
Raumgruppe P2 und streuten bis maximal 3,8 A. Kristalle, die mit dem Detergens N,N-bis(3-
D-gluconamidopropyl)-deoxycholamin (Deoxy Big Chap) unter ansonsten gleichen
Bedingungen erhalten wurden, ergaben kein interpretierbares Diffraktionsbild. Erst die
Verwendung von 2-6% (v/v) PEG 400 als Additiv und HEPES als Puffersubstanz fiihrte zu
reproduzierbaren Kristallen der Raumgruppg2Z22 mit ungeféahren Dimensionen von &7

0,7 x 0,4 mni, die Synchrotronstrahlung bis 2.1 A streuten. Die finalen Kristallisations-
bedingungen waren 1,8 — 2 M Ammoniumsulfat, 200 mM HEPES pH 6,8-7,6; 2-6% PEG
400, wobei 3 pl Proteinldsung mit einer Konzentration von 9 mg/ml mit 1,5yl Reservoir

gemischt wurden.

A B C

Abb. 4-2: Verschiedene Kristallformen von NusA bei unterschiedlichen Kristallisationsbedingungen: (A) Kris-
tall der Raumgruppe P2 bei 1,8 M Ammoniumsulfat, 100 mM Tris pH 8,0; 2 mM Zinkacetat. (B) Fehlgeordneter
Kristall bei 1,8 M Ammoniumsulfat, 100 mM Tris pH 8,0; 0,14 mM Deoxy Big Chap (C) Kristall der
Raumgruppe P452;2 bei 1,8 M Ammoniumsulfat, 100 mM HEPES pH 7,4; 6% PEG 400

4.1.3 Datensammlung und Strukturlésung mittels multipler anomaler Dispersion

Ein erster nativer Datensatz mit einer Auflésung von 2,8 A wurde am Max-Planck-Institut mit
einem Drehanoden-Generator auf eilmeageplate aufgenommen. Um Derivate von NusA zu
erhalten wurden zwei Strategien verfolgt. Die erste beruhte auf einer konventionellen

Inkubation der Kristalle in Schweratomlésungen und anschlieender Berechnung der
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Differenzpattersonfunktion zwischen nativem Kristall und den entsprechend eingelegten
Kristallen um eventuelle Schweratompositionen zu identifizieren. Diese Methode fiuhrte zu
einem HgClJ-Derivat. Da gleichzeitig auch durch die zweite Strategie, Anzucht von
methioninauxothropherk. coli in Minimalmedium (siehe Abschnitt 3.2.1) ein Seleno-
methionin-Derivat erhalten werden konnte, wurden MAD-Daten beider Derivate und ein
nativer Datensatz am Deutschen Elektronen Synchrotron (DESY) in Hamburg aufgenommen
(siehe Tab. 4-1 und Abb. 4-3 A und B).

Abb. 4-3; Diffraktionsbild eines nativen NusA Kristalls aufgenommen am DESY in Hamburg: maximale
Auflésung : 2,1 A, Rotation: 0,5°, Wellenlanye= 0,95 A.
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Tabelle 4-1: Datensammlungs- und Phasierungsstatistik

SeM et HgCl, Nativ
Peak Edge Remote Peak Edge Remote

Raumgruppe P452,2 P4,2,2 P452,2

Zellkonstanten

a=b(A) 115.0 114.9 1155

c A 61.6 635 63.8

Wellenlange 0.9788 09793 09500 1.0000 1.0085 0.9500 0.9500

A)

Auflosung 15.0-2.7 15.0-2.7 15.0-27 15027 15.0-27 15.0-27 20-2.1

A)

Unabhangige 12248 12248 12278 12210 12181 12246 25817

Reflexe

Redundanz 10.8 10.8 10.7 10.8 10.9 10.9 7.8

Vollstandigkeit 99.7 99.7 99.6 99.6 99.2 99.4 (99.9) 99.8 (99.8)

(%) (98.9) (100) (100) (99.9) (97.7)

I/o(l) 39.6 39.6 39.6 36.4 36.4 37.4(5.9) 40.6 (3.5)
(9.7) (9.6) (10.2) (5.2 (5.0)

Rierge: (%0) 3.3 3.7 32 34 35 3.5(19.7) 7.3 (40.2)
(24.7) (15.2) (13.7) (22.9) (28.1)

Phasierung

Auflosung (A)  15.0-2.8 15.0-2.8 15.0-2.8 15.0-2.8 15.0-2.8 15.0-2.8

Schweratom- 4 1

positionen

FOM® Vor DM 0.55 0.27

Nach DM 0.83 0.80
(15.0-2.1A)

®Rerge = (Znyi [OI(h, i) - <I(h)> 00 / 343 |, wobei I(h, i) die Intensitat deirten Messung voh und <(h)> ist
der entsprechende Wert vhriir allei Messungen, also die Summation Uber alle Messungen.

® FOM = Figure of merit

Daten in Klammern gelten fiir die letzte Aufldsungsschale von 0.1A.

Die Daten wurden mit dem HKL-Programmpaket ausgewertet (Otwinowski und Minor,

1997), die Intensitdten in Strukturfaktoramplituden dberfihrt und fur die weitere
Prozessierung mit dem CCP4-Programm S2MTZ (Collaborative Computational Project,
1994) in das mtz-Format umgeschrieben. Nach Berechnung der Phasen mit MLPHARE und
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deren Modifizierung mit dem Programm DM wurde eine Elektronendichtekarte bel einer

Auflosung von 2,1 A berechnet. Elektronendichtekarten, die unabhangig voneinander mit den
vier Selen-Positionen oder der einen Hg-Position berechnet wurden, zeigten keine
signifikanten Unterschiede zueinander und zu einer Elektronendichte mit kombinierten

Phasen von beiden Derivaten.

4.1.4 Modellbau und Verfeinerung

In der experimentellen Elektronendichte konnten die meisten Sekundarstrukturelemente der
Doméanen Kklar identifiziert werden. Besonders Teile der N-terminalen Doméane und einige
Loop-Regionen zeigten keinen durchgehenden Verlauf. Sie waren nur in einer niedrig-
konturierten experimentellen Elektronendichtekarte zu sehen. Ein Polyalanin-Modell, das
bereits das gesamte Molekil umfafite, wurde in die Elektronendichte eingebaut und mit dem
Programm CNS (Briinger, 1998) verfeinert. Nach jeder Verfeinerung wurde das Modell
manuell gegen eine ZkFac Elektronendichtekarte und die experimentellen Dichten
abgeglichen und schrittweise Seitenketten in das Modell integriert. Obwohl der generelle
Verlauf des Proteinriickgrats in der langen Hel& klar zu erkennen war, war auch in
spateren Stadien der Verfeinerung keine gut definierte Elektronendichte fir die Seitenketten
zu sehen. Da die flankierenden Loop-Regionen ebenfalls schlecht definiert waren, konnte die
Primarsequenz nicht eindeutig zugeordnet werden und kann deshalb in dieser Region um eine
Aminosaure verschoben sein. Die meisten schlecht definierten Regionen des Molekiils
befinden sich in der N-terminalen Doméane (Rest 1-122), wahrend der Rest der Struktur eine
exzellente Elektronendichte aufweist (siehe Abb. 4-4). Nach Fertigstellung des Protein-
modells, wurden in stereochemisch sinnvollen Positionen Wassermolekile in positive Dif-
ferenzdichte eingebaut und isotrope Temperaturfaktoren verfeinert. Der freie R-Faktor kon-
vergierte bei 31%, was wahrscheinlich auf den flexiblen N-Terminus des Molekiils zurtick-
zufuhren ist (siehe Tabelle 4-2). Seitenketten mit verbotepgn dihedralen Haupt-
kettenwinkeln(4%) fanden sich entweder in flexiblen Loop-Bereichen oder waren in der
Elektronendichte sehr gut definiert. 5% der Reste befinden sich in grol3zligig erlaubten
Bereichen und 91% in den erlaubten oder bevorzugten Regionen im Ramachandran

Diagramm (Ramachandran, 1968).
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Abb. 4-4: Stereodarstellung eines Teils der experimentellen Elektronendichte bei 2,1 A nach
Dichtemodifizierung mit DM. Gezeigt ist die Region zwischen den Aminosauren 321 und 253 in der ersten KH-

Domaéne von NusA.

Tabelle 4-2:
Verfeinerungsstatistiken von NusA

Nativer Datensatz

Auflésung (A) 20,0-2,1
Anzahl der Reflexe 25817 (99,8%)
Anzahl der Proteinatome 2667
Anzahl der Wassermolekile 375
Ririg” 24,4
Rira’ 31,9
R.m.s. Abweichungen Bindungsléangen (A) 0,011
R.m.s. Abweichungen Bindungswinkel (°) 1,66

° Ruig = SOFops — Feacd / Y OFgsd, Wobei Ry und Ry die beobachteten beziehungsweise berechneten
Strukturfaktoramplituden sind; 8 wurde mit zuféllig ausgewahiten 5% der Daten berechnet, die von allen
Verfeinerungszyklen ausgeschlossen wurden.
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4.1.5 Kristallstruktur von NusA

4.1.5.1 Ubersicht tiber die Struktur und Oberflachentopographie

NusA vonThermotoga maritima ist ein ist ein langgestrecktes Molektl mit Abmessungen von
115 A x 28 A x 25A, das aus vier Doménen besteht (siehe Abb. 4-5). Die N-terminale
Domane (NTD) (Aminosauren 1-122) zeigt ein dreistréangiges antipargidtedtblatt, das

auf beiden Seiten von je einer-Helix flankiert wird. Die einzelnen Sekundéarstruktur-
elemente sind durch ausgedehnte Loop-Regionen miteinander verbunden, die hohe
Temperaturfaktoren aufweisen. Dieses Modul ist durch eine lange Heixund eine
nachfolgende Region (Rest 122-135), die eine vollkommen gestreckte Konformation
einnimmt, mit dem S1-Homologiemotiv verbunden. Diese Doméane, zum ersten Mal im
ribosomalen Protein S1 identifiziert, das aus 6 S1-Kopien aufgebaut ist (Gribskov, 1992;
Subramanian, 1983), besteht aus einem flinfstrangigen antiparghidiamel und weist eine
typischeGreek key Topologie mit einer kleinemgHelix nach dem dritte@-Strang,36, auf.
C-terminal zur S1-Domaéane befinden sich zwei K-Homologie (KH) Motive (Aminosauren
200-276 und 277-344). Diese Faltungsmotive wurden im pra-mRNA bindenden Protein K
entdeckt (Siomét al., 1993). Sie bestehen aus einem dreistrangigen antipargdi€laltblatt,

das sich auf einer Seite gegerhelikale Segmente packt. Wahrend KH2 die minimale
Anzahl von drep-Faltblattern und drei-Helices enthalt, hat KH1 eine zuséatzliche kleine

Helix zwischena4 und dem erstefy-Strang 39.

Das sehr gut charakterisieri2 coli NusA (coNusA) enthalt eine weitere C-terminale
Domane, die fir die Funktion des Protein nicht essentiell ist (Tsugala1988). Es wurde
gezeigt, dal3 dieses Modul mit derUntereinheit der RNAP und mikA-Protein N
wechselwirkt (Mahet al., 1999; Mahet al., 2000). Da die Sequenzhomologie zum Rest von
ecoNusA 52% betragt, kann das maritima Protein als Modell fir das minimale aktive
Fragment vorecoNusA dienen.
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N-terminale Doméane S1- Domine

4 KH 1 Doméane
85 ’7 Ju al0
g |
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Abb. 4-5: (A) Darstellung von tmaNusA mit den einzelnen Sekundarstrukturelementen in den vier Doménen.
Aminosauren, die den C-Terminus einer Domane markieren, sind durch weie Punkte gekennzBichnet.
Temperaturfaktglot des Proteins, wobei die niedrigsten B-Faktoren dunkelblau und die héchsten rot eingefarbt
sind. Deutlich sind die hohen Temperaturfaktoren vor allem der N-terminalen Doméane und der verbrickenden
Helix a3 zu erkennen. Die obere Abbildung wurde mit Bobscript angefertigt und der Temperaturfaktorplot mit

dem Swiss-Pdb-Viewer erstellt und mit OpenGL gerendert (Guex und Peitsch, 1997).

Das Oberflachenpotential von NusA zeigt eine auffallende Asymmetrie (siehe Ab. 4-7). Ein
stark positives Oberflachenpotential an dem etwa 30 Aminosauren beteiligt sind, tberspannt
fast eine gesamte Seite des Molekuls. Die Aminoséauren befinden sich vor allem in den zweli
o-Helices der N-terminalen Domaéne, in den verbindenden Loops zwisch¢hFasdtblattern

und der 3-Helix der S1-Doméne, und iB10, 311 undal0 der beiden KH-Doméanen. Ein
Sequenzvergleich (siehe Abb. 4-6) zeigt, da3 die Art der meisten Seitenketten auch bei

anderen NusA-Proteinen konserviert ist. Deshalb liegt die Vermutung nahe, daf3 diese positiv
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Borrelia burgdorferi, Thermus thermophilus, Mycoplasma

genitalium, Bacillus subtilis), die aus der SWISSPROT Datenbank (Bairoch und Apweiler, 2000) erhalten
1995) ermittelt und sind analog zu den Doméanen der obigen Abbildung eingeféarbt.

Haemophilus influenzae,
Sequenzen sind mit gelben Hintergrund markiert. Die Sekundarstrukturen wurden mit dem Programm STRIDE

Flanke des Molekils sind, sind mit schwarzen Dreiecken gekennzeichnet. Aminoséuren die in 6 von 7 Spezies
streng konserviert sind, sind durch roten Hintergrund gekennzeichnet, diejenigen mit 5 strikt konservierten

wurden. Die Nummerierung bezieht sich auf tmaNusA. Aminosauren, die Bestandteil der positiv geladenen

Abb. 4-6: Sequenzvergleich zwischen NusA Sequenzen von verschiedenen Bakterien (Thermotoga maritima,

(Frishman und Argos,

Escherichia coli,
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Abb. 4-7. Darstellung des Oberflachenpotentials von NusA, erstellt mit dem Swiss-Pdb-Viéweks:
mutmalRliche RNA bindende Oberflach@ibbon-Darstellungen des Zucker-Phosphat-Rickgrats von RNA-
Liganden fur das S1-Motiv (rot) und die beiden KH-Domanen (griin und gelb) sind schematisch dargestellt. Die
Positionen der RNA-Molekiile wurden durch Uberlagerung von NusA mit RNA-Protein-Komplexen homologer
Polypeptide erhalten, wie im Text dargestellt (siehe AbscHniit5.3). Rechts: Oberflachenpotential der

Flanke, die dem positiven Potential gegeniberliegt.

geladene Flanke auch bel anderen NusA-Homologen anzutreffen ist. In nukleinsaure-
bindenden Proteinen sind positive geladene Oberflachenbereiche in der Regel an der
Erkennung des Zucker-Phosphat-Ruckgrats beteiligt. Im Falle von NusA konnte dieser
ausgedehnte Teil fur die Interaktion mit Boten-RNA eine wichtige Rolle spielen. Auf der
gegenuberliegenden Seite der mutmalilichen RNA-bindenden Oberflache zeigt NusA eine
Flanke mit gemischtem Potential. Es treten, hydrophobe, saure und auch basische Reste auf,
wobei hauptsachlich die Helix3 mit der nachfolgenden Loop-Region (Phe127 bis Thr138),

das erste a-helikale Segment von KHI1 (Leu210, Glu214, Glu216) und einige Reste in der
Kontaktflache zwischen beiden KH-Domanen (Asp277, Asp278) beteiligt sind. Dieser Teil
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des Molekils konnte fur sequenzspezifische Wechselwirkung mit RNA (siehe Abschnitt

4.1.5.3), oder auch fur Bindung zu anderen Proteinkomponenten der Transkriptions-

maschinerie eingesetzt werden.

Scharnier

Kontaktflache
S1-KH1

1 (1.6
B1: \
B12 Kodntaktflache
KH1-KH2

KH2

Scharnier

Kontaktflache
S1-KH1

Xntaktﬂéche

KH2 KH1-KH2

Abb. 4-8: Stereodarstellung von tmaNusA. a-Helices sind in rot gezeichnet, B-Faltblatter in blau und

Loop-Regionen in gelb. Mit Scharnier ist die flexible, die NTD mit dem Rest des Molekuls verbriickende

Helix a3 gekennzeichnet.
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4.1.5.2 Stabilisierung der N-terminalen Domane durch Kristallkontakte

Deletionexperimente zeigten, dal3 eine trunkiectdusA Variante, die nur die N-terminalen

136 Reste enthalt, die entscheidenden Faktoren fir die Interaktion mit RNAP beibehdlt, aber
keine Antiterminationsaktivitat mehr zeigt (Ma&hal., 1999). Die flachenartige Anordnung

der Sekundarstrukturelemente steht im Gegensatz zur kompakten globularen Faltung, die
normalerweise fur Domanen zu beobachten ist und fuhrt zu einer lockeren Packung. Im
Einklang damit weist ein Grof3teil des N-Terminus hohe Temperaturfaktoren auf, wobei vor
allem die N-terminalen 20 Reste und Helix o3 mit ihren flankierenden Loop-Regionen
hervorstechen (siehe Abb. 4-5B). Die Konformation dieses Teiles von NusA wird
maoglicherweise stark durch Kristallkontakte beeinflu3t. Obwohl einige hydrophobe Reste der
amphipathischen Helixil, wie zum Beispiel Val23, Leu27 und Leu31, mit Valll3 und
Leulld von Helixa3 und Leu6 am N-Terminus wechselwirken, wird die Bildung eines
regularen hydrophoben Kerns durch einige hydrophile Reste gestort (Glu7, GInl1), die sich

zwischen die hydrophoben Aminoséauren einlagern.

Abb. 4-9: Stereoabbildung der wichtigsten Kristallkontakte der NTD (unten) zu der zweiten KH-Doméne eines
symmetriedquivalenten Molekils (oben). Die Kontakte kommen vor allem Ub@rRdigblatter zustande und
bedingen wahrscheinlich ein Aufklappen der NTD in diesem Bereich. Die Seitenketten, die an den Kontakten

beteiligt sind, sind itball and stick Darstellung gezeichnet.

Abgesehen von schwécheren Wechselwirkungen tber Loop-Regionen, wird die N-terminale
Doméane vor allem durch Kristallkontakte mit der zweiten KH-Domane eines

symmetriedquivalenten Molekils stabilisiert (siehe Abb. 4-9). Das KH-Motiv wechselwirkt
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mit dem dreistrangigefi-Faltblatt der NTD Uber van der Waals Kontakte von hydrophoben
Resten und Uber wenige Wasserstoffbriickenbindungen. Dabei wird die NTD mdglicherweise
aufgeweitet, indem die beiden Helices al und a2 zur Seite gedr&ngt werden. Es liegt die
Vermutung nahe, dal? dieser Bereich eine zentrale Rolle bei der Bindung an RNAP spielt und
auch in diesem Fall eine Konformationsanderung erféhrt. Die Verbindung zu den
nachfolgenden RNA-bindenden Domanen Uber Hedixst ziemlich lose, so da? die NTD

von dem Rest des Molekils abgekoppelt ist. Eine Datenbanksuche mit dem DALI-Programm
(Holm und Sander, 1993), ergab keine relevanten Homologien zu bereits bekannten

Faltungstypen.

Auf einer Seite zeigt das N-terminale Modul ein zweigeteiltes Oberflachenpotential, wobei
Helix o2 und einige Bereiche der B-Strangef2 und B3 eine Subdomane mit stark negativen
Oberflachenpotential bilden. GroR3e Teile von Helixund a3 zeigen positive Oberflachen-

ladung, die Bestandteil des langen kontinuierlichen Bandes basischer Aminosauren ist, das
sich am Molekdul entlangzieht (siehe Abb. 4-7).

4.1.5.3 Modelle fur die RNA-Bindung durch NusA

Fur beide nachfolgenden Domanen, dem S1-Motiv und dem KH-Modul wurden zum Teil
mehrere RNA-Protein Strukturen geldst, die fir die Aufstellung eines Modells der Wechsel-
wirkung von NusA mit Boten-RNA von Bedeutung sind und hier detaillierter besprochen
werden sollen. S1 Doméanen sind Vertreter der Superfamilie der OB-Proteine (Oligonukleotid-
Oligosacharid bindender Faltungstyp). S1 Motive besitzen eine zusatzlichels nach

dem dritten p-Faltblatt (6 in NusA), die in OB-Proteinen nicht vorhanden ist. Es wurden eine

Reihe von Strukturen von S1 Doménen geldst. Erwahnt seien hierEdieoli
Polynukleotidphosphorylase (PNPase) (Bycreft al., 1997) und dasBacillus subtilis
Kalteschock-Protein CspB (Schindekhal., 1993). Alle S1 Strukturen wurden ohne RNA-
Liganden geldst, aber ein in erster Linie positiv geladener Bereich auf einer Sefie des

barrels wurde als mutmalliche Bindungsstelle fir RNA identifiziert.

Einige RNA-Protein Strukturen wurden fir Polypeptide mit OB-Faltung gel6st, wie zum
Beispiel der Komplex aus der RNA-bindenden Doméne des Terminationsfaktor Rho mit

einem 9-mer poly(C) (Bogdest al., 1999), das ribosomale Protein S17 komplexiert an rRNA
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(Schluenzen et al., 2000; Wimberly et al., 2000) und die OB-Motive von Typ Il tRNA-
Synthetasen in Kontakt mit dem Anticodon-Loop des tRNA-Molekils (Cavatelli, 1993;

Eiler et al., 1999). Es ist sehr wahrscheinlich, dald diese Faltungsmotive aufgrund ihrer hohen
strukturellen Homologie zu S1-Domanen auf eine ahnliche Weise mit RNA wechselwirken.
Eine Uberlagerung zwischen dem OB-Anticodon-Loop Komplex der Aspartyl tRNA
Synthetase (Eileret al., 1999) und der S1-Domane von NusA erlaubt deshalb die
Identifizierung von Seitenketten, die wahrscheinlich an der Bindung zu RNA beteiligt sind
(siehe Abb. 4-10). Beide Proteine Uberlagern mit eimass.-Abweichung von 2,1 A fiir 45
C.-Atome. Im modellierten Komplex ist die RNA auf einer Plattform positioniert, die aus den
B-Strangenf4 bis B6 besteht. Komplettiert wird diese Plattform durch die 310-Helix und
zusatzliche Kontakte zur RNA macht der Loop zwiscfemnd 8. Die mutmaliliche RNA
bindende Region ist topologisch aquivalent zu den vorgeschlagenen Bindungsstellen fir RNA
in den S1-Doméanen (Bycrofit al., 1997; Schindeliret al., 1993). Die wahrscheinliche
Interaktionsregion mit RNA in der S1-Doméane von NusA zeigt positives Oberflachen-
potential und ist Bestandteil der ausgedehnten Region mit basischen Seitenketten auf der
Oberflache (siehe Abb. 4-7).

Im Falle des KH-Motivs wurden eine Reihe von NMR- und Kristallstrukturen von isolierten
Domanen des humanen RNA-assoziierten Proteins Vigilin (Masab, 1997), von FMR |
(Muscoet al., 1996), dem humanen Protein NOVA (Lewtsal., 1999) und von hnRNP-K
(Baberet al., 1999) gelost. KH-Domanen in bakteriellen Proteinen wurden in den Strukturen
desE. coli Zellzyklusregulators ERA (Chest al., 1999) und im ribosomalen Protein S3 aus
Thermus thermophilus (Schluenzenet al., 2000; Wimberly et al., 2000) gefunden.
Uberlagerungen der oben erwahnten Strukturen mit den entsprechenden Doméanen aus NusA
zeigten, dal3 die bakteriellen und eukaryontischen Motive unterschiedliche Topologien
aufweisen (siehe Abb. 4-11). Die Abfolge von Sekundarstrukturelementen in Bakterien lautet
a(o)Bpaap, wahrend Eukaryonten eirpaioffo Anordnung zeigen. Die fett gedruckte paaf
Substruktur entspricht dem urspringlich vorgeschlagenen minimalen KH Kernmotiv
(Castiglone Morelliet al., 1995; Gibsoret al., 1993), dem unterschiedliche Erweiterungen je
nach Art der Zellen angefugt wurden. Das Kernmotiv enthalt in allen Fallen ein konserviertes
(GXXG)-Motiv zwischen den beidern-helikalen Segmenten und einen C-terminalen
variablen Loop, die zusammen die RNA-bindende Region aufbauen (siehe unten im Text). Es

mul3 abgewartet werden, welche KH-Topologie Archaen aufweisen.
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Abb. 4-10: (A) Stereoabbildung einer Uberlagerung der S1-Doméne von NusA (rot) mit dem N-terminalen OB-
Faltungsmotiv der Aspartyl-tRNA Synthetase (blau) in Komplex mit dem Anticodon Loop der tRNA (3old)
(Eiler et al., 1999).(B) Stereoabbildung der Uberlagerung der ersten KH-Domane von NusA (rot) mit dem
NOVA KH2 Motiv (blau) in Komplex mit einer Haarnadelschleife (gold). In beiden Abbildungen sind bekannte
und mutmalliche RNA kontaktierende Bereiche der NusA-Doménen cyan oder im Falle der homologen Motive

magenta markiert. HTH Helix-Turn-Helix-Motiv; VL variabler Loop; AL zusatzlicher Loop.
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Eukaryonten Bakterien
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Abb. 4-11. Topologiediagramme der eukaryontischen und bakteriellen KH-Domanen. Rot eingefarbt ist das

- - —
~

T

gemeinsame Kernmotf@aaf, wahrend die terminalen Erweiterungen in blau gehalten sind. Mit gelben Sternen

sind die Regionen markiert, die an der Bindung zur RNA beteiligt sind.

Proteine, die KH-Domé&nen aufweisen binden eine Vielzahl von Nukleinsduren, darunter
MRNA im Fall des ribosomalen Proteins S3 (Urlaull., 1995) und Hetereochromatin-DNA

im Falle von DDP1 (Cortes und Azorin, 2000). Kirzlich wurde die Kristallstruktur der dritten
KH-Doméne des humanen Proteins NOVA in Komplex mit eimmenitro selektierten
Haarnadelschleife gelost (Lewas al., 2000). Sie zeigt, daf’ eine aliphatisclp Plattform

die Basis fur die Erkennung von einzelstrangigen Nukleinsduren darstellt. Die RNA findet
Halt zwischen dem (GXXG)-Motiv und dem sogenannten variablen Loop. Die Uberlagerung
des NOVA-RNA Komplexes mit der ersten KH-Domane von NusA zeigt, daf3 aufgrund der
unterschiedlichen Topologie das KH-Motiv von NusA auf eine leicht modifizierte Art mit
RNA wechselwirkt (siehe Abb. 4-10B). Beide Strukturen haben reins.-Abweichung von

2,2 A Uber 34 GAtome. Wiahrend die HTH-Motive beider Proteine sehr gut
Ubereinandergelegt werden kénnen, entspricht der variable Loop von NOVA KH3 dem C-
Terminus der KH-Domane von NusA (siehe Abb. 4-10B und 4-11). In Ubereinstimmung
damit zeigen auch die C-Termini der beiden KH-Domé&nen von NusA Sequenzvariabilitat
(KH1: Trp275-Asp278; KH2: lle341-Leu 344), ahnlich wie der variable Loop in NOVA. Der
RNA-Ligand von NOVA kollidiert mit einer zusatzlichen Loop-Region von KH1, (1€

und a6 verbindet (siehe Abb. 4-10B). Dieser Bereich in NusA erscheint flexibel und kénnte
deshalb bei Bindung an RNA eine Konformationsanderung erfahren, wobei neben dem HTH-

Motiv und dem C-Terminus eine zusatzliche Bindungsstelle flr die RNA entstehen kdnnte.
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Die zweite KH-Domane zeigt im wesentlichen die gleichen Eigenschaften wie das KH1

Motiv, wobei der zuséatzliche Loop (Reste 310-312) allerdings wesentlich kleiner ist.

Die RNA-bindende Oberflache der ersten KH-Doméne ist nicht Bestandteil der Flanke mit
positivem Oberflachenpotential. Statt dessen stellen zwei Reste dieses Motivs (Arg199 und
Arg232) den kontinuierlichen Verlauf des elektropositiven Bandes auf der Oberflache sicher,
wéhrend die mutmallliche Kontaktstelle fir die RNA sich auf die gegentberliegende Seite des
Molekdls in eine Region mit gemischten elektrostatischen Potential erstreckt (siehe Abb. 4-7).
Aus diesem Grund scheint KH1 besonders flr eine sequenzspezifische Erkennung von RNA
geeignet zu sein. Im Gegensatz dazu ist der RNA-kontaktierende Bereich von KH2 in der
Region mit positiven Potential eingeschlossen.

4.1.5.4 Kontaktflachen der Domanen

Wahrend die NTD vom Rest des Molekils durch die flexible HeBxabgekoppelt ist, bilden

die drei C-terminalen Faltungsmotive eine starre, dicht gestapelte Region von NusA (siehe
Abb. 4-9). Die enge Assoziierung zwischen der S1-Domane und KH1 wird durch eine
Plattform ermdglicht, die durch die wechselwirkenden N-terminalen Halftef-Baltblatter

B4 undB7 gebildet wird (Vall137, Asp176, Tyrl81) und Heti4 (Phe203, Leu210) und den
C-terminalen Teil vona7 (Lys266) in KH1 kontaktiert (siehe Abb. 4-12A). An dieser
Interaktion sind sowohl hydrophobe Kontakte als auch Wasserstoffbrickenbindungen be-
teiligt. Die Kontaktflache zwischen beiden Domanen bedeckt 14 &Hferflache, was ein

ziemlich komplementares Stapeln beider Motive vermuten Iaf3t.

Die Architektur der Kontaktflache zwischen den beiden KH-Motiven &hnelt der S1-KH1-

Wechselwirkung: Zweo-Helices des C-terminalen KH-Motivel§ undal10) packen gegen

die B-Faltblatter des vorhergehenden Motiy8®,(10 und311), wobei ein dicht gepackter

o/p3 Stapel entsteht (siehe Abb. 4-12B). Wahrend im Fall der S1-KH1 Interaktion die Achsen
der [B-Faltblatter und a-Helices senkrecht zueinander stehen, sind alle Sekundéar-
strukturelemente im Falle der KH1-KH2 Wechselwirkung parallel zueinander angeordnet.
Das zweite KH-Motiv ist 100° relativ zur ersten KH-Domane rotiert, was die direkte

kovalente Verknupfung beider Module durch eine kurze Loop-Region erlaubt. Die
Kontaktflache zwischen beiden KH-Motiven bedeckt 127@Aerflache.
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Abb. 4-12: Stapelung der RNA-bindenden DomangA) Detailierte Darstellung der Wechselwirkung
zwischen der S1- und der ersten KH-Dom#Bg Details der Kontaktflache zwischen den beiden KH-
Modulen. Konservierte Reste, die an der Domanenstapelung beteiligt sind, sioall iand stick
Darstellung gezeichne{C) Die beiden aufeinanderfolgenden KH-Motive mit in Gold gehaltenen mut-
maflichen RNA-bindenden Regionen. Abbkirzungen wie in Abb. 4-10.
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Abb. 4-13: Die Stapelung der ersten KH-Domane (grau) auf das zweite KH-Motiv (blau) ermoglicht
kooperative Bindung beider Module an einen RNA-Liganden. Dabei unterstiitzt KH2 mit seinen &d@lioes

09 KH1 in seiner Bindung zur RNA.

Bei néherer Betrachtung ergibt sich die Mdglichkeit, da? eine zusatzliche RNA-bindende
Region zwischen beiden KH-Modulen durch das Stapeln entsteht. Das HTH-Motif von KH2
(a9 und a10) konnte mitB9 und dem C-Terminus von KH1 zusammen eine neue KH-
ahnliche a/p Plattform aufbauen, wobei mdglicherweise auch die Loop-Region zwischen
Helix a8 undp12 involviert sein kdnnte (siehe Abb. 4-12C). Diese zusatzliche Bindungsstelle
wirde die Oberflache der Proteine, die fir die Interaktion mit Nukleinsauren zur Verfliigung
steht, sehr stark vergrof3ern und sich gleichzeitig positiv auf ihre Vielseitigkeit auswirken. In
der Tat wurden Hinweise gefunden, dal3 durch die Assoziation von 15 KH-Domanen im
Drosophila melanogaster Protein DDP1, einem Vigilin Homologen, zwei unabhangige RNA-
bindende Regionen entstehen (Cortes und Azorin, 2000). Dariber hinaus unterstitzt KH2
durch Seitenketten in den Helicea8 und a9, die sowohl einzel- als auch doppelstrangige
Regionen der KH1 gebundenen RNA kontaktieren, KH1 in seiner Bindung zum Liganden
(siehe Abb. 4-13). Diese Beobachtung legt die Vermutung nahe, dal? aufeinanderfolgende

KH-Module ihre Bindungspartner kooperativ kontaktieren.

Eine Vielzahl von mit Nukleinsduren assoziierten Proteinen enthalten multiple KH-Motive.

Vigilin und seine Homologen bestehen aus 15 Kopien dieses Moduls, getrennt durch
wahrscheinlicha-helikale, verbriickende Regionen mit einer Lange von ungefahr 18 Resten,
und binden verschiedenste Arten von zellularen RNA- und DNA-Molekilen (Kananabr

1998; Kruseet al., 1998; Webegt al., 1997). Als wir die globale Struktur dieses Proteins
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gemal der in NusA beobachteten Stapel modellierten, erhielten wir elongierte Molekile
(siehe Abb. 4-14). Eine Vielzahl von biochemischen Experimenten zeigte, dal3 das ribosomale
Protein S1, aufgebaut aus sechs S1-Motiven, in Losung eine langgestreckte Struktur aufweist
(Labischinski und Subramanian, 1979; Yoketal., 1979; Yokotaet al., 1977). Mit Hilfe

von hydrodynamischen Studien wurde auch eine elongierte Form flr NusA in Loésung
nachgewiesen (Gillet al., 1991b). Deshalb erscheint eine &hnliche Situation bei An-
einanderreihung von 15 KH-Motiven mdglich. Die Verteilung der mutmafllichen RNA/DNA
bindenden Regionen lalt vermuten, dal’ sich die Nukleinsdauren mehrmals um das Protein

wickeln.

Nukleinsduren

Abb. 4-14: Modell fur die Assoziation von 15 KH-Modulen im Protein Vigilin. Die Module sind jeweils um
etwa 100° gegeneinander rotiert, so da3 das achte Motiv etwa die gleiche Orientierung wie das erste Modul
aufweist. Dies 1aRt vermuten, dal sich die Nukleinsduren um das Protein wickeln. Mit rdmischen Ziffern sind
die Positionen der einzelnen KH-Module in Vigilin gekennzeichnet. Die mutmafilichen RNA-bindenden

Regionen sind grun markiert, wobei der RNA-bindende Bereich des elften Moduls magenta hervorgehoben ist.
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4.2 Ribosomales Protein L4

4.2.1 Reinigung von L4

Die Reinigung von rekombinant exprimiertem TmalL4 erfolgte mittels eines dreistufigen
Protokolls (siehe Abb. 4-15). Nach AufschluR Becoli Zellen wurde der losliche Uberstand
(Spur 2) auf 3 M LIiCl pH 7,0 gebracht und fiir 20 min. auf 70°C erhitzt. Diese Prozedur
fuhrte zu einer selektiven Hitzedenaturierung und Prazipitierung \&eleli Proteine (Spur

4), wahrend das thermophile TmalL4 im I6slichen Uberstand verblieb (Spur 3) und gegen 10
mM HEPES pH 7,0; 50 mM LiCl und 3 mM EDTA dialysiert wurde. Verbleibende Ver-
unreinigungen von Proteinen und Nukleinsduren wurden anschlieBend durch Chroma-
tographie an einer DEAE-Saule (Spur 5) und einer Hydroxylapatitsaule (Spur 6 und 7)
entfernt. Nach Austausch des Puffers auf 10 mM HEPES pH 7,0 konnte das Protein fur

Kristallisationsexperimente eingesetzt werden.

1 2 3 4 5 6 7

kDa
66
45
ik
14.2

Abb. 4-15: 12 %iges Coomassie gefarbtes SDS-Gel der Reinigungschritte fir TmalL4: 1) Marker, 2)

Uberstand der Lyse, 3) Uberstand der Hitzedenaturierung, 4) Préazipitat der Hitzedenaturierung, 5) Vereinigte

Tmal4

Fraktionen nach DEAE-Saule, 6) Vereinigte Fraktionen der Hydroxylapatitsdule 1ul, 7) Vereinigte
Fraktionen der Hydroxylapatitsaule 2 pl
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4.2.2 Kristallisation

Fur Rontgenbeugungsexperimente taugliche Kristalle wurden nach etwa 3 Wochen in
sitzenden Tropfen aus dem Hausfacto8alken erhalten. Eine Verfeinerung des pH-Wertes

und der Préazipitanzkonzentration fuhrte dazu, daf} groRBere Kristalle mit maximalen
Dimensionen von etwa 400200 x 200 um innerhalb von 3 bis vier Tagen wuchsen. Man
mischte 3 pl einer 10 mg/ml Proteinldsung in 10 mM HEPES pH 7,0 mit 1,5 pl Reservoir, das
35-38 % (v/v) Polyethylenglycol PEG 400, 0,2 M Ammoniumacetat und 0,1 M Citrat pH 3,8-
4,5 enthielt. Je nach Praparation kam es zu einer mehr oder minder grof3en Ausfallung von

Protein, die sich nach einem Tag wieder aufloste.

Abb. 4-16: Aufnahme eines TmalL4-Kristalls mit einem Polarisationsfilter.

4.2.3 Datensammlung und Strukturlésung mittels multiplen isomorphen Ersatzes

Ein nativer Datensatz bis 2,5 A Auflésung wurde auf eimaageplate am Max-Planck-
Institut aufgenommen. Am DESY in Hamburg wurde mit einem direkt aus dem
Kristallisationstropfen gefrorenen Kristall eine Aufldsung von 1,7 A erzielt (siehe Abb. 4-17)
und ein kompletter Datensatz gesammelt. Da aufgrund stark reduzierter Expression von

TmalL4 in NMM-Minimalmedium kein Selenomethionin-Derivat erhalten werden konnte,
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Abb. 4-17: Rotationsaufnahme von 1°, aufgenommen am DESY in Hamburg mit einem nativen, gefrorenen

Kristall auf einem CCD-Detektor. Die Auflésung am Detektorrand betrdgt 1,7 A und die WellehEh@e A.

wurde eine konventionelle Suche nach Schweratomderivaten durchgefihrt. Dabei konnte mit
drei Schweratomlésungen eine Derivatisierung der Kristalle erreicht werden: Uranylacetat
(UO,0OAC,), Pentafluorouranylat (KJO.Fs) und Hexachloroiridat(lll) (KIrClg). Das

Iridiumderivat konnte erst erhalten werden, als die Kristallisationslosung gegen eine
Stabilisierungslésung ausgetauscht wurde, die statt Citrat HEPES als Puffer enthielt. Citrat ist
als Puffer fur Derivatisierungen von Kristallen problematisch, da es als potentieller Ligand fur
viele Schweratomverbindungen dienen kann. Wahrend die in die Uranylverbindungen

eingelegten Kristalle Risse bekamen und neben erhdhter Mosaizitat ihre Steukraft auf 2,5 A
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Tabelle 4-3 A: Datensammlungsstatistik
Datensatz Auflésung  Vollstandigkeit R /0l Konz. Metall Dauer Anzahld. Puffer

(A) %) (%) (mM) Positionen
Nativ (RT) 2.50 92.8 (93.8) 6.0 (21.7) 15.5(3.5) - -
Nativ (cryo) 1.70 92.8 (88.0) 5.4 (34.4) 25.9(3.9) - -
UO,0Ac, (RT)  3.33 85.6 (88.8) 9.8(24.2) 9.1(3.8) 14 2trat  Ci
UO,0AG, (cryo)  2.50 75.9 (75.0) 6.5(35.3) 12.8(3.1) 14 2rat Cit
KaUO,Fs (RT) 3.90 76.0 (75.3) 14.0 (39.8) 6.8 (2.7) 12 itrat C
KqlrClg (RT) 3.05 98.9 (92.2) 15.0 (49.1) 6.9 (2.9) 8 HEPES
KslrClg (cryo) 1.70 97.8 (74.2) 5.6 (32.6) 23.8(2.8) 8 HEPES
Tabelle 4-3 B: Phasierungsstatistik
Datensatz Phasing pdwer Rl

So.  ano? iso. ano.

UO,0AC; (RT) 1.7 0.9 0.78 0.90
UO,OAC, (cryo) 1.2 1.1 0.82 0.86
K3UO,Fs (RT) 1.2 0.9 0.90 0.89
KslrClg (RT) 15 0.8 0.74 0.84
KsIrClg (cryo) 0.7 1.2 0.86 0.79

aRmerge =3 | I - <I> | /Z1, wobei | eine individuelle Messung der Intensitat ist und <I> die gemittelte Intensitat
fur diesen Reflex ist.

P Werte in Klammern bezeichnen die Statistiken fiir die héchste Auflésungsschale (0,3 A)

® Phasing power = [Z|Fy|?/ = |E|? * wobei E der lack of closure mit £ |E|? = = {|Fpu]| (obs) -
| Fou| (calc)} ?

“ Reutis = Z | | (Fpn £ Fp) — Fy(calc)| /S | Fa + Fo|

Fp, Fon, and g sind die Strukturfaktoren fiir das native Protein, das Derivat und fiir das Schweratom.

€iso0. bezeichnet isomorph und ano. anomal.

RT heild3t Raumtemperatur.
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mit Synchrotronstrahlung veringert wurde, zeigten die mit der Iridiumverbindung
derivatisierten Kristalle keinerlei Schaden, so daR am DESY ein Datensatz bis 1,7 A

Auflésung aufgenommen werden konnte.

Die Daten wurden analog zu NusA prozessiert (siehe Abschnitt 4.1.3). Fur die MIRAS-
Phasierung mit SHARP (de la Fortelle und Bricogne, 1997) wurden sowohl Cryo-Datensatze
als auch bei Raumtemperatur am Max-Planck-Institut aufgenomme Datensatze fir das
Uranylacetat und Hexachloroiridat verwendet (siehe Tabelle 4-3 A und B). Von dem
Pentafluorouranylat-Derivat konnte nur ein Datensatz bei Raumtemperatur aufgenommen

werden.

4.2.4 Modellbau und Verfeinerung

Die experimentelle Elektronendichte bei 2,5 A erlaubte den Einbau eines anfanglichen
Modells mit Gber 90% der Seitenketten (siehe Abb. 4-18). Wahrend aller Stadien der
Verfeinerung war fur die interne Region zwischen den Aminosauren Ser41l und Asp96 keine
Elektronendichte sichtbar, so dal3 dieser Teil des Molekdls nicht im finalen Modell beinhaltet
war. Eine flexible Loop-Region zwischen den Resten Asnl186 und Gly191 zeigte auch fur
Hauptkettenatome schlecht definierte Elektronendichte. Teile dieses Bereich wurden wéahrend
der Verfeinerung auf eine Besetzungszahl von 0 gesetzt. Es zeigte sich, dal3 die Konformation
eines Teils dieses Loops durch ein Citratmolekull stabilisiert wird. Nachdem ein Modell fur
die sichtbaren Teile des Proteins eingebaut und die Auflosung auf 1,7 A erhéht worden war,
wurden Wasser an stereochemisch sinnvollen Positionen in positiven Differenzdichten
eingebaut. Der freie R-Faktor konvergierte nach Verfeinerung von isotropen
Temperaturfaktoren bei 23,7% (siehe Tabelle 4-4). Das finale Modell enthielt 172
Aminosauren, 73% des gesamten Proteins, wobei sich 92,7% aller Aminosauren in den am
meist bevorzugten Regionen des Ramachandran-Plots befanden (Ramachandran, 1968) und
der durchschnittliche Fehler in den Positionen der Atome 0,23 A betrug (Luzzati, 1952).
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Tabelle 4-4: Statistiken fur das finale Modell

Auflésungsbereich (A)
Sigma cutoff
Anzahl der Reflexe bei der Verfeinernung
Prozentsatz an Reflexen flir die Berechnung dgs R
Vollstéandigkeit der Daten im Auflésungsbereich
Anzahl der Proteinatome
Anzahl der Wassermolekile
Anzahl der Citratmolekile
R-Faktor (%)
Freier R-Faktor (%)’
r.m.s Abweichungen von idealen Werten
Bindungslangen (A)
Bindungswinkel (°)
dihedrale Winkel (°)
impropers Winkel (°)
durchschnittlicher B-Faktor der Hauptkette’) A
r.m.s Abweichung der Hauptkettenatomé)(A

durchschnittlicher B-Faktor fiir Seitenketter?A

r.m.s Abweichungen fiir B-Faktoren der Seitenketteh (A

Ramachandran plot:
Reste in meist bevorzugten Regionen (%)

Reste in groR3ziigig erlaubten Regionen (%)

8.0-1.7

2.0

22 806

5.0

92.9

1398

213

20.8

23.7

0.009

151

22.7

0.98

23.6

15

28.6

92.7

7.3

A R-Faktor = {Z| | Foss| - k| Feac | |}/ Z | Fons|; ° freier R-Faktor = {Zr| | Fos| - k| Feac | |}/ Z 7| Fops|

wobel T das Testset ist.
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Abb. 4-18: Stereoabbildung eines Teils des vierstrangigdtaltblatts am C-Terminus des Proteins. Der obere
Teil zeigt die experimentelle Elektronendichte bei 2,5 A Auflésung und konturiert kiei De8 untere Teil zeigt

die finale 2K.«Fc Eektronendichte bei 1,7 A und konturiert bei G,4

4.2.5 Kristallstruktur von L4

4.2.5.1 Ubersicht Uiber die Struktur

Mit einem Molekulargewicht von 26 630 Da gehért TmalL4 zu den grof3ten ribosomalen
Proteinen. Der Teil des Proteins, der durch die Elektronendichte definiert ist, hat ungeféhre
AusmaRe von 58 33 x 30 A und zeigt eine/p-Faltung mit einem offenef-Faltblatt (siehe

Abb. 4-19). Trotz seiner verschiedenen Funktionen, die unterschiedlichen Bereichen des
Molekils zugeordnet werden konnten éLial., 1996), besteht TmalL4 nur aus einer Doméane.
Dies steht im Widerspruch zu der oft beobachteten Organisation gro3erer ribosomaler Pro-
teine in mehrere Doméanen. Abb. 4-2@igt die Abfolge der Sekundarstrukturelemente.

Siebena-Helices sind um ein hauptsachlich parallfesaltblatt gruppiert. Alle Helices sind
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teilweise solvensexponiert und deshalb bipathisch, wobei ale hydrophoben Seitenketten in
das Innere des Proteins zeigen. TmalL4 weist deshalb einen gut konservierten hydrophoben
Kern auf, der die Faltung des Proteins stabilisiert. Das Zentrum des hydrophoben Kerns ist
aus einen vierstrangigen parallel@+Faltblatt, B3 bis f6 aufgebaut. Die ersten beid@n
Strange31 undp2, befinden sich an der Peripherie des Proteins und bilden [&iHeirpin,
der nur durch zwei Wasserstoffbriickenbindungen mit dem ReBtldaktblatts verbunden ist

und fast senkrecht zu diesem steht.

Asp96

Abb. 4-19: Stereoabbildung von Tmal4, die einen Uberblick tiber die Faltung des Proteirs Igédices sind
rot, B-Faltblatter blau und Loop-Regionen grau eingefarbt. Zwischen Ser4l und Asp96 war keine

Elektronendichte sichtbar.

Eine Besonderheit der Struktur ist ein 55 Aminosauren umfassender Bereich (Ser41-Asp96)
zwischen Helixa2 und der langen gebogenen Hetr8, der keinerlei Elektronendichte
aufweist (siehe Abb 4-19). Interessanterweise sagt das Sekundarstrukturvorhersageprogramm
PHDsec (Rost und Sander, 1993) in erster Linie ungeordnete Loop-Bereiche fir diese Region
voraus. Der Rest der Struktur von TmalL4 wird korrekt von diesem Programm vorhergesagt

(siehe Abb. 4-21). Kristalle von TmalL4 enthalten Protein mit voller Lange wie durch SDS-
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PAGE von aufgelosten Kristallen gezeigt werden konnte (Daten nicht gezeigt). Die
Auswertung von Circulardichroismus-Spektren nach sgHrconsistent-Methode (Sreerama

und Woody, 1993) ergab, daR TmalL4 in Loésung 3@-¥elikale, 13 %p-Faltblatt- und

13,6% Turn-Anteile aufweist. Dies stimmt gut mit den Prozentsétzen der einzelnen
Sekundarstrukurelemente uberein, die aus der Kristallstruktur berechnet wurden, wenn man
davon ausgeht, dal3 die Region zwischen Ser4l und Asp96 ungeordnet isto(34ehi%es,
12,8%[3-Faltblatter und 25%urns). In der Kristallpackung wurden grof3e Liicken gefunden,

die wahrscheinlich den ungeordneten Teil von TmalL4 fassen. All diese Beobachtungen lassen
vermuten, dalR ein groRer interner Teil des Molekiils ungeordnet ist und nicht in einer

gefalteten Konformation durch flexible Scharniere mit dem Rest des Proteins verbunden ist.

C

Die C-terminalen zwei Drittel

o des geordneten Teils von
Tmal4, der der ungeordneten

B6 Region nachfolgt, bestehen
aus einem vierstrangigen pa-

N rallelen B-Faltblatt, das von

ab

funf Helices umgeben ist. Die
Helicesa6 unda? stehen fast

ns"f‘” senkrecht zu der Achse von a5

und zu der Ebene, die durch

Asp96

. . , das vierstrangige Faltblatt
Abb. 4-20: Topologiediagramm von TmalL4. Die Farbkodierung der

Sekundarstrukturelemente ist die gleiche wie in Abb. 4-19: aufgespannt wird, wobet7

teilweise gegen die Helix3
packt. Zwischen denf3-Strang 5 und der Helix a6 befindet sich eine zusatzliche
ausgedehnte Loop-Region aus 20 hauptsachlich basischen Aminoséuren, die in anderen
bakteriellen L4-Proteinen nicht vorhanden ist.
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Abb. 4-21. Sequenzvergleich zwischen TmalL4 und representativen Sequenzen von anderen Bakterien. Die

Spezies sind: Thermotoga maritima (Nelson et al., 1999), Escherichia coli (Zurawski und Zurawski, 1985),

Morganella morganii (Zengel et al., 1995), Haemophilus

1989),

influenzae (Fleischmann et al., 1995), Bacillus subtilis (Yasumoto et al., 1996),

(Herwig et al., 1992), Mycoplasma capricolum (Ohkubo et al., 1987),

Yersinia pseudotuberculosis (Gross et al.,

Bacillus stearothermophilus

Mycoplasma genitalium (Fraser et al., 1995)

., 1995). Der Sequenzvergleich wurde mit dem Programmen PILEUP und

und Thermus aquaticus (Pfeiffer et al

ALSCRIPT (Barton, 1993) erstellt. Die Nummerierung bezieht sich auf TmalL 4. Der Hintergrund von Resten, die

Aminosauren mit

eingefarbt.

rot

sind

in wenigstens 9 von 10 Spezies streng konserviert sind,

1993) sind mit gelben Hintergrinden gezeichnet. Die von

Konservierungswerten > 5 (Livingstone und Barton

1993) vorhergesagten Sekundarstrukturen sind ebenso gegeben wie die

dem Programm PHDsec (Rost und Sander,

, 1995) berechneten Sekundarstrukturen.

aus der Struktur mit dem Programm STRIDE (Frishman und Argos

Vorhergesagte Loop-Regionen sind nur fur den Ser41/Asp96-Bereich als horizontale Linien eingezeichnet. Reste,

die wichtig fur die regulatorische Funktion von L4 sind étLil., 1996), sind durch schwarze Dreiecke markizrt

und die Aminoséure, die im Falle einer Mutation Resistenz gegen Erythromycin verleiht (Chittum und Champney,

1994)

ist durch ein rotes Dreieck markiert.
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4.2.5.2 ldentifizierung der Bereiche mit verschiedenen Funktionen

Strukturelle Daten in Kombination mit einer Vielzahl von Primarsequenzen von r-Proteinen
erlauben es, die Konservierungsschemata auf die Oberflachen der Proteine zu legen und auf
diese Weise funktionell wichtige Bereiche, wie zum Beispiel rRNA-bindende Regionen, zu
identifizieren (Davieset al., 1998). Strukturen von r-Proteinen und r-Protein-RNA-
Komplexen zeigen, dal3 Interaktion mit RNA durch basische Aminosauren vermittelt wird, die
das Zucker-Phosphat-Ruckgrat der RNA kontaktieren oder durch aromatische Aminosauren,
die auf die RNA-Basen stapeln (Draper und Reynaldo, 1999; Liljas und Al-Karadaghi, 1997,
Oubridgeet al., 1994; Ramakrishnan und White, 1998).

Bei Betrachtung des Oberflachenpotentials von TmalL4 fallt dessen Asymmetrie auf (siehe
Abb. 4-22). Eine Seite ist stark positiv geladen und scheint fir die Bindung mit rRNA
vorbestimmt zu sein. Sie besteht aus Teilen der HeiXLys99, Lys103, Lys104, Lys106

und Lys107), dem N-Terminus vom4 (Lysl135, Lysl137 und Thrl36), den
solvensexponierten Bereichen vab (Lys160, Lys168, Leul69, Argl72 und Asnl173) und
einigen Resten vor6 (Lys207 und Phe203) unf5 (Lys178). Ein Sequenzvergleich
zwischen verschiedenen L4-Homologen (siehe Abb. 4-21) zeigt, dal Lys178 und die
Seitenketten voro6 sehr variabel sind, wahrend die meisten der anderen Aminosauren
konserviert sind. Ausgehend von diesen konservierten Aminosauren laf3t sich die
mutmalliche Kontaktflache mit RNA in zwei raumlich getrennte Regionen einteilen (siehe
Abb. 4-23). Der erste Bereich besteht aus aus dem N-Terminusx¥oem geht die
ungeordnete 55 Reste lange Region voraus, die den am starksten konservierten Teil aller
bakteriellen L4 Proteine umfafdt und viele basische Seitenketten enthalt (siehe Abb. 4-21).
Deshalb liegt die Vermutung nahe, dal3 diese Loop-Region das zentrale Element der mit RNA
interagierenden Oberflache ist. Die zweite mutmalliche RNA-bindende Region befindet sich
um die beiden Helicesa4 und a5, die beinahe senkrecht zueinander orientiert sind (siehe
Abb. 4-23). Interessanterweise entspricht der raumlichen Trennung dieser beiden RNA-
bindenden Module eine Analyse des Proteins durch Mutagense, die diesen beiden Regionen
im E. coli L4 unterschiedliche Funktionen zuschreibt éial., 1996). Wahrend die erste
Region (Helicesa2 und a3 und der dazwischen befindliche ungeordnete 43-96 Loop)
anscheinend mit rRNA interagiert, wird der zweite Bereich um die Helidéasada5 mit der

Bindung an Boten-RNA in Verbindung gebracht.
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Abb. 4-22: Elektrostatisches Oberflachenpotential von Tmal4. Links ist die mutmaRliche RNA-bincdende
Oberflache dargestellt. Rechts ist die stark negativ geladene, gegeniberliegende Seite des Molekiils dargestellt.
Die Potentiale wurden mit dem Programm GRASP berechnet (Niahalls 1991).

rRNA rRNA

Abb. 4-23: Stereoabbildung von TmalL4. Konservierte Seitenketten sind in ball and stick Darstellung gezeigt.
Deutlich zu sehen ist die rAumliche Trennung der beiden funktionellen Module des Proteinal (L1996): Die
lange Helix a3 und Helix 62 im Hintergrund bauen zusammen mit der nicht sichtbaren 55 Reste grof3en Loop-
Region die Bindungsstelle fiir rRNA auf. Am C-Terminus befinden sich die beiden Heliogd «5, die mit der
Bindung zur mRNA in Verbindung gebracht werden.
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Der mutmaldlichen RNA-bindenden Oberflache gegenlber befindet sich eine hauptsachlich
negative geladene Flanke (siehe Abb. 4-22). Sie besteht aus vielen konservierten Resten
(Asp127, Glul6l, Glul62, Glu222 und Glu223) und einigen nicht konservierten Seitenketten
(Asp128 und Asp216). Die Seitenkette von Glu222 wechselwirkt mit der Amidbindung von
Ser20 (Abstand 2,74 A), aber die restlichen Aminoséauren sind nicht in Interaktionen mit
anderen Resten involviert. Es ist aufgrund der Ladung sehr unwahrscheinlich, dal3 diese Seite
von TmalL4 mit RNA wechselwirkt. Die Funktion der konservierten Reste war zum Zeitpunkt
der Beendigung des Projekts nicht bekannt, aber es wurde vermutet, dall sie mit
Proteinkomponenten des Transkriptions- oder Translationsapparates wechselwirken.

4.2.5.3 Strukturelle Ahnlichkeiten mit anderen Proteinen

Ribosomen sind wahrscheinlich sehr alten Ursprungs (Draper und Reynaldo, 1999), so dal} r-
Proteine strukturelle Prototypen fir nukleinsdurebindende Polypeptide darstellen kénnten. In
der Tat wurden Homologien zwischen r-Proteinen und bekannten DNA- und RNA-bindenden
Motiven gefunden. Beispielsweise Uberlagern drei konservielielices in L11 sehr gut mit

den entsprechenden Bereichen von Homeodomanen DNA-bindenden Polypeptiden (Draper
und Reynaldo, 1999; Xingt al., 1997) und die beiden Doméanen des r-Proteins L2 zeigen
Homologie zu SH3arrel und OB-Modulen (Nakagawet al., 1999).

Im Falle von TmalL4 wurde mit dem DALI-Programm (Holm und Sander, 1993) und der
SCOP-Datenbank (Murziet al., 1995) nach strukturell homologen Proteinen gesucht. Es
wurden viele Treffer, vor allem Proteine mit Mononukleotid-bindenden Motiven, gefunden.
Da alle Proteine aber wesentlich groRer waren als TmalL4 und die Ahnlichkeiten sich auf
kleine Bereiche beschrankten, war es schwierig die Relevanz dieser Vergleiche zu beurteilen.
Deshalb wurde eine manuelle Suche durchgefuhrt, die zeigte, da? Domane Il des r-Proteins
L1 (Nikonov et al., 1996) und eine kleine Phosphotyrosin-Protein-Phosphatase (PTPase) (Su
et al., 1994) homolog zum C-Terminus von TmalL4 sind. Wie auch bei den grol3eren
Proteinen wurde die beste Ubereinstimmung fiir das vierstrangige pgdittblatt und fir

die Helices a5 und a6 von Tmal.4 gefunden (siche Abb. 4-24). Die r.m.s.-Abweichungen der
Cq-Atome der Uberlagerten Sekundarstrukturelemente betragt 2,3 A fir Doméane Il von L1

(47 uberlagerte Reste) und 2,0 A fur die PTPase (56 Uberlagerte Reste). Die Bereiche des
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Molekils, die eine andere Orientierung aufwiesen, zeigten immer noch toplogische

Konservierung, zum Beispiel ist Helix a4 in Tmal4 aquivalent zu Hela6 in L1 und zur

langeren HelaS in der PTPase.

Beide homologen Proteine zeigen allerdings von TmalL4 voéllig verschiedene RNA-

beziehungsweise Phosphat-bindende Bereiche. L1 bindet wahrscheinlich rRNA zwischen der

Kontaktflache beider Domé&nen (Nikonewal., 1996), wobei das C-terminale Ende der Helix

a5 1 die konservierten Seitenketten fur die Bindung zur RNA aufweist. Diese Reste

entsprechen dem C-Terminus von Helix a3 in Tmal.4. Viele Seitenketten in diesem Bereich

C-terminaler Teil von TmalL4 Doméne Il von L1

C-terminaler Teil von TmalL4 Phosphotyrosin-
phosphatase

Abb. 4-24: (A) Struktureller Vergleiche zwischen dem C-Terminus

sind in Interaktionen,
hauptsachlich mit dem N-
Terminus  von  TmalL4
involviert und stehen deshalb
nicht fur Bindung zur rRNA
zur Verfigung. Die PTPase
weist ein  Phosphat-bin-
denden Loop-Motiv zwi-
schen Bl und al auf (sieche

Abb. 4-24). Diese Region
entspricht dem Loop
zwischen PB4 und a5 in

Tmal4, der keinerlei kon-
servierte Priméarsequenz
innerhalb  der Bakterien
zeigt. Daruberhinaus ist die
konservierte Aminosaure
Glul6l Bestandteil der
negativ. geladenen Ober-
flache, die nicht in RNA-

Bindung involviert  ist.

von TmalL4 und der Doméne Il von L1. Sich entsprechende BereiCEfeshalb scheidet eine Be-

der Molekile sind in gleicher Farbe gezeichnéB) Vergleich

zwischen dem C-Terminus von TmalL4 und der Phosphotyrosi

Phosphatase. Die Farbkodierung ist die gleiche wie in (A).

F](_ailigung dieser Region an

Interaktionen mit rRNA aus.
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4.2.6 Die 50S Untereinheit von H. marismortui und Vergleich von TmalL4 mit Hmal.4

4.2.6.1 Generelle Aspekte der 50S Struktur

Etwa ein halbes Jahr nachdem unsere Struktur von Thermotoga maritima L4 publiziert
worden war, vertffentlichten Steitz und Mitarbeiter die Kristallstruktur der grofen 50S
Untereinheit des halophilen Archaednaloarcula marismortui bei 2,4 A Aufldsung (Bamt

al., 2000). Damit war die Grundlage geschaffen, lange diskutierte Probleme der Forschung
am Ribosom, wie zum Beispiel die Frage, ob die Peptidyltransferaseaktivitat vollkommen auf
RNA-vermittelter Katalyse beruht oder einige r-Proteine doch daran beteiligt sind, und nicht
zuletzt den katalytischen Mechanismus der Knupfung der Peptidbindung, unter dem Licht
einer detaillierten Struktur zu betrachten. Da kurz darauf auch zwei unabhangige
Kristallstrukturen der kleinen 30S Untereinheit vimermus thermophilus mit Auflésungen

um 3 A veréffentlicht wurden (Schluenzenal., 2000; Wimberlyet al., 2000), bieten sich

jetzt genaue Einblicke in das Ribosom in seiner Gesamtheit, die auch den Prozess der
Dekodierung einschlief3t. Im folgenden sollen einige allgemeine Aspekte und die Kon-

sequenzen, die sich aus der 50S Struktur fur TmalL4 ergeben kurz diskutiert werden.

Die gro3e 50S Untereinheit besteht zu zwei Dritteln aus rRNA, die sich in 23S und 5S rRNA
unterteilt, und zu einem Drittel aus r-Proteinen. Sie katalysiert die Bildung der Peptidbindung
und enthalt das GTPase Zentrum des Ribosoms, das die Bindungsstelle fur eine Reihe von
GTP-bindenden Proteinen enthélt, die wahrend der Initiation, Elongation und Termination der
Translation assistieren. Der Ribonukleoproteinkomplex bildet eine kompakte und mono-
lithische Einheit mit AusmafRen von etwa 250 A in jede Raumrichtung, wobei etwa die Hélfte
der sichtbaren 27 r-Proteine globulare Rumpfe auf der Oberflache aufweisen, aus denen
Erweiterungen herausragen, die sich tief in die rRNA hineinschlangeln (siehe Abb. 4-25). Die
Proteine befinden sich meist in Einbuchtungen der rRNA und verbriicken verschiedene RNA-
Segmente und —Domé&nen miteinander, so daf3, wie bereits vermutet wurde, die Faltung der
rRNA stabilisiert wird.
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zentrale Protuberanz

Abb. 4-25: Ansicht der Riickseite der 50S Untereinheit ¥ahoarcula marismortui. Die rRNAs sind als graue

und die r-Proteine sind als braune Bander dargestellt. L4 befindet sich zwischen der zentralen Protuberanz und
dem L1stalk, der in der Struktur nicht sichtbar ist, im hinteren Teil der 50S Untereinheit. Ebenso waren grof3e
Teile des sogenannten L7/L$&lks, der das GTPase Zentrum enthalt, in der Elektronendichte nicht zu sehen.
Zum Teil sind die nichtglobuléren Erweiterungen einiger r-Proteine zu erkennen, die in den kompaktén Rump
der rRNA hineinragen. Die Erweiterung e bei den Bezeichnungen einiger r-Proteine, bedeutet, dal3 es fir diese

Polypeptide nur Homologe bei Eukaryonten gibt.

Komplexe des 50S Partikels mit zwei Substratanalogen identifizierten das Peptidyl-
transferasezentrum (Nissen et al., 2000). Es befindet sich im zentralen Loop der Domane V
der 23S rRNA in einem kompakt gefalteten Bereich, wobei in einem Umkreis von wenigstens
18 A keine Proteine anzutreffen sind. Deshalb ist die Kniipfung der Peptidbindung eine
ganzlich RNA-katalysierte Reaktion, das Ribosom ist also ein Ribozym. Im Umkreis von 3 A
um den Phosphoramididsauerstoff des Yarus-Inhibitors, der ein Analogon des Ubergangs-
zustandes der Peptidyltransferasereaktion ist, befindet sich nur das N3-Atom von Adenin
2486 (A2451 in E. coli). Dieses Nukleotid ist absolut konserviert in allen drei
Organismenreichen und weist einen ungewohnlich hoheaNE¢t auf (Muthet al., 2000).

Dieser wird wahrscheinlich durch eine Ladungsibertragung, ahnlich wie bei den
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Serinproteasen verursacht. Nissen et al. postulieren, daf’ die Knupfung der Peptidbindung im
Ribosom die Umkehrreaktion zum Acylierungsschritt ist, der bei der Hydrolyse von
Peptidbindungen durch Serinproteasen auftritt (Nigsah, 2000). Dabei scheint A2486 als
generelle Base zu wirken, deren N3 ein Proton vorodéminogruppe der in der A-Stelle
gebundenen Aminoacyl-tRNA abstrahiert und damit einen nukleophilen Angriff dieser
Aminogruppe auf den Carbonylkohlenstoff der Peptidyl-tRNA ermdéglicht. Das protonierte
N3 stabilisiert dann den tetraedrischen Ubergangszustand am Kohlenstoff. Durch Transfer des
Protons auf die 3-OH-Gruppe der Peptidyl-tRNA wird das neu synthetisierte Peptid
deacyliert (siehe Abb. 4-26).

Abb. 4-26: Von Nissen et al. vorgeschlagener Mecha-
nismus der Peptidyltransferasereaktion (Nissen et al.,
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2000), bei dem ein Adenin als generelle Base wirkt.
Adenin 2486 ist as Standardtautomer gezeichnet,
konnte aber auch als Iminotautomer vorliegen, wobei
die tatséachliche Ladungsverteilung wahrscheinlich
dazwischen liegt. Zu Beginn abstrahiert das N3 von
A2486 ein Proton von dex-Aminogruppe der in der
A-Stelle gebundenen Aminoacyl-tRNA. Das pro-
tonierte N3 stabilisiert den tetraedrischen Uber-
gangszustand des Kohlenstoffs durch Wasserstoff-
brickenbindung zum Oxyanion. Im letzten Schritt
wird das Proton vom N3 abstrahiert und zum 3‘-Ende
der tRNA in der P-Stelle transferiert. Dadurch kann
das neu gebildete Peptid deacyliert werden, was zu
einer unbeladenen tRNA in der P-Stelle und einer
Peptidyl-tRNA in der A-Stelle fuhrt.
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4.2.6.2 Modell fur die RNA-Bindung von TmalL4

Sowohl Ecol4als auch TmalL4 zeigen nur schwache Sequenzhomologien zu ihren archaealen
Homologen (24% beziehungsweise 28% Haloarcula marismortui L4). Da mit der 50S
Struktur auch ein Modell fur dddaloarcula marismortui L4 (HmalL4) zur Verfugung steht,
wurde eine Uberlagerung von TmalL4 mit diesem Protein durchgefiihrt. Sie ergab, daR trotz
der geringen Sequenzhomologie eine groRe strukturelle Ahnlichkeit zwischen beiden
Proteinen vorliegt, so daR 12%-8Btome mit einer.m.s.-Abweichung von 1,5 A (iberlagern
(siehe Abb. 4-27). Bei erster Betrachtung von HmalL4 fallt auf, dall es einen langen
nichtglobularen ,Finger aufweist der fast 60 A in die rRNA hineinragt. Dieser Teil entspricht
der 55 Reste langen Region in Tmal4 fur die keine Elektronendichte erhalten werden konnte.
Damit ist klar, dafl3 dieser Bereich in der Tat sich bei Bindung an die rRNA ordnet und eine
unubliche Konformation annimmt. Dartberhinaus enthélt HmalL4 eine weitere Insertion von
25 Aminoséauren zwischea4 und (34, die nicht in TmalL4 vorhanden ist. Der zusatzliche
Loop in TmalL4 zwischef5 unda6 findet keine Entsprechung in HmalL4. Da dieser Bereich
auch in anderen bakteriellen L4-Proteinen nicht vorhanden ist, ist er somit spezifisch fur das

Thermotoga maritima Protein.

HmalL4 befindet sich im hinteren Teil der 50S Untereinheit, unterhalb der zentralen
Protuberanz. Es wechselwirkt schwach mit den r-Proteinen L24, L18e und L37e, wobei die
beiden letzgenannten Proteine keine Homologen in Bakterien aufweisen. Teile der Loop
Region von L4 kleiden einen Tunnel aus, der sich liber 100 A durch die groRe Untereinheit
zieht und wahrscheinlich die neu synthetisierte Polypeptidkette beherbergt. Mit seinem
ausgedehnten ,Finger‘ nahert sich das Protein auch dem Peptidyltransferasezentrum bis auf
etwa 22 A und gehért damit neben L2, L3 und L10e zu einer Untergruppe von r-Proteinen,

die dem aktiven RNA-Katalysezentrum bis auf maximal 18 A nahekommen.
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Abb. 4-27: Vergleich zwischen TmaL4 und HmalL4. Auf der linken Seite sind ribbon Darstellungen beider
Proteine zu sehen. Rechts ist eine Stereoabbildung der Hauptketten beider Proteine zu sehen (TmalL4 blau;
HmalL4 rot).

In Analogie zur Struktur von L4 sind auch dessen Interaktionspartner auf der rRNA gut
konserviert. Die Regionen der rRNA in Doméane | und I, die mittels UV-Strahlung. i

L4 vernetzt wurden, wechselwirken auch mit HmalL4. Allerdings unterschatzten diese
Experimente das Ausmal3 der Kontaktflache zwischen L4 und rRNA. Vor allem der
ausgedehnte ,Finger® machte unzahlige Kontakte mit rRNA vor allem in Doméne | und Il
aber im untergeordneten MaRe auch mit Domane V. Passt man gemaR der Uberlagerung
Tmal4 in die Einbuchtung zwischen den rRNA-SegmentenHalnarcula marismortui ein,

so sieht man, dal3 der globulare Rumpf des Proteins um die beiden iddliaeda5 herum

in der Tat den bereits erwdhnten (siehe Abschnitt 2.3.2) Pseudoknoten in Doméne |
kontaktiert (Nukleotide 326 bis 330) und der N-Terminus von Helx um die inE. coli
vernetzte Aminosaure herum (Tyr35) Doméne Il (Nukleotide 674 bis 676 und 447 bis 449)
kontaktiert (siehe Abb. 4-28). Die stabilisierende Funktion von L4 fur die Faltung der rRNA
wird auch dadurch deutlich, dal3 auf engsten Raum viele Kontakte gemacht werden. So bindet
die kurze Helixa2 auch rRNA Segmente in Domane Il, die tber 600 Nukleotide von der
anderen Bindungsstelle entfernt sind (Nukleotid 1348). Auch die Héligt an Kontakten zu

der gleichen Region in Domane Il beteiligt (Nukleotide 1307 bis 1309). Die lange gebogene
Helix a3 geht viele Kontakte zwischen den Positionen 664 bis 774 in Domane Il ein, wobei
die Helix in TmaL4 langer ist als in HmalL4 und deshalb mit der rRNA kollidiert. In diesem

Bereich scheint es daher leichte Unterschiede zwischen beiden L4-Proteinen und ihren RNA-
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Liganden zu geben. Der nur in TmalL4 vorhandene Loop kontaktiert Doméane Il (Nukleotide
669 bis 671). Deutlich ist zu erkennen (siehe Abb. 4-28), dal3 TmalL4 in erster Linie
Interaktionen mit dem Zucker-Phosphat-Ruckgrat der RNA macht und nur wenige
Wasserstoffbriickenbindungen zu Basen ausbildet. HmalL4 passt aber genauso wie TmalL4
genau in die Licken zwischen den einzelnen helikalen Bereichen der rRNA, so dald die zur
RNA komplementare Gestalt des Proteins bei der Erkennung seiner spezifischen
Bindungsstellen sicherlich eine grof3e Rolle spielt.

Abb. 4-28: Die Bindungsstellen von TmalL4 auf der rRNA von Haloarcula marismortui. Die Position von

TmalL4 wurde durch Uberlagerung mit Hmal4 erhalten. Deutlich ist zu sehen, daR das Protein bis auf die
langere Helixa3 sehr gut in die durch die verschiedenen rRNA Segmente geschaffenen Zwischenrdume passt.
Das Zucker-Phosphat-Ruckgrat der rRNA ist als graues Band gezeichnet, wahrend die Basen als gelbe (Doméane
1), blaue (Doméane Il Nukleotide 648 bis 758) oder griine Stédbe (Doméane Il Nukleotide 1303 bis 1310 und 1345

bis 1351) dargestellt sind. Loop bezeichnet die TmalL4 spezifische Erweiterung, die Doméane Il kontaktiert.

4.2.7 Mutagenesestudien an EcoL 4

Im Rahmen eines Forschungsaufenthaltes an der University of Maryland, Baltimore County
(UMBC) wurden anhand der von uns geldsten Kristallstruktur des ribosomalen Proteins L4
von Thermotoga maritima spezifische Mutationen in das homologe L4 Basherichia coli
eingefuhrt und deren Effekt auf die regulatorische Aktivitat des Proteins mit Hilfe des bereits
beschriebenen Aktivitatstests (siehe Abschnitt 3.2.1.4) untersucht. Dadurch sollte Aufschlul
Uber die raumliche Ausdehnung des regulatorischen Teils des Proteins gewonnen werden. Zu
Beginn der Mutagenesestudie wurden Punktmutationen in den mutmaflichen regulatorischen
Bereich des Proteins um die Heliae$ unda5 eingefiihrt. Da sich gleichzeitig herausstellte,

dall TmalL4 nur etwa 15 % der regulatorischen Aktivitat des EcoL4 Proteins aufweist, wurde
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versucht, durch gezielte Mutationen in TmalL4 dessen regulatorische Aktivitat zu steigern. Es
wurden also zwei gegensatzliche Ansatzpunkte fur die Untersuchung der Eigenschaften von
EcoL4 gewahlt:

1. Isolierung und Charakterisierung von spezifischen Mutationen in EcolL4, die dessen
transkriptorische und/oder translatorische Aktivitat verringern oder sogar aufheben.

2. Einfihrung von Mutationen in TmaL4 mit dem Ziel, dessen regulatorische Aktivitat zu
erh6hen und der von EcoL4 anzugleichen.

Es wurden 15 Mutanten in EcoL4 und eine Mutante in TmalL4 erzeugt. Tdbe#eigt eine
Zusammenfassung der bisherigen Ergebnisse. Daraus wird ersichtlich, dal3 einzelne Punkt-
mutationen in EcolL4 in der Regel nur minimale Auswirkungen auf das regulatorische Ver-
halten von EcolL4 hatten, das hei3t, dall in den meisten Fallen die Punktmutanten
vergleichbare Aktivitat wie Wildtyp EcolL4 zeigten. Nur bei der A160F MutanteJjrund

T150A (in B5) wurden nach Induktion der jeweiligen L4 Variante fast die 10-fache bzw. 6-

fache Menge an Reporterprotein exprimiert im Vergleich zum Wildtyp EcoL4. Dartberhinaus
fuhrten nur multiple Mutationen in den Helice$ und a5 zu einem Totalverlust der L4-
Regulation (EcoL4x4 und EcolL4a5). Dieses Ergebnis unterstreicht die Bedeutung der
beiden nicht konsekutiven Helices a4 und a5 fUr die Bindung zur Boten-RNA. Da die 50S
Struktur vonHaloarcula marismortui zeigt, daf’ im globularen Rumpf von L4 nelsehund

a5 auch noclu6 am C-Terminus die rRNA kontaktiert (siehe oben), wurden auch in dieser
Region multiple Mutationen eingefihrt (Ecob), die zu einem Totalverlust von L4-
vermittelter Regulation fuhrten. Wahrend des Forschungsaufenthalts wurde eine Deletions-
mutante vorBacillus stearothermophilus L4 bekannt, die Erythromycin-Resistenz vermittelt
(Wittmann-Liebold et al. unveroffentlichte Ergebnisse). Dabei wurde ein grofRer Teil der
nichtglobularen Extension des Proteins, die aus dem globularen gut definierten Kern des
Molekils herausragt, deletiert (Aminoséauren 57 bis B®&). entsprechende EcolL4 Mutante
(EcoL4-Aerythro) wurde erzeugt und es konnte gezeigt werden, daf3 diese Mutation die

regulatorischen Eigenschaften des Molekils nicht beeinfluf3t.
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Abb. 4-29: Autoradiogramm eines 12% SDS-Gels. Gezeigt werden Zellextrakte nach Induktion des
Reportergens S1@#gal’ mit IPTG und nach Induktion der jeweiligen L4-Varianten mit Arabinose. Die
Positionen des Reporterproteins und der L4-Proteine sind durch Dreiecke gekennzeichnet. Bei Induktion des
wt-EcoL4 beispielsweise ist deutlich die Reprimierutigs S10P’-gal-Reporterproteins zu erkennen,

wahrend bei der inaktiven Mutante Ecoti4-praktisch keine Auswirkungen zu beobachten sind



92 4. Ergebnisse

Protein Mutation(en) S10'B-gal’ Synthese  Lokalisierung der
+L4/-L4 Mutation(en)

Ecol 4-wt wildtyp (wt) 0,10 -
EcolL4-P129A P129A 0,17 N-Terminusvon a 4
EcolL4-K130A K130A vergleichbar mit wt ina4

(Wert nicht bestimmt)

EcoL4-T131A T131A 0,13 ino4
Ecol4-K132A K132A 0,10 ina4
Ecol4-T150A T150A 0,38 inB5
EcolL4-L153F L153F 0,08 nahe a5
EcoL4-E155A E155A 0,22 inab5
EcoL4-F158A F158A 0,12 ina5
EcolL 4-L159F L159F 0,22 ina5
EcolL4-A160F A160F 0,78 inab5
EcolL4-R162A R162A 0,11 inab5

EcoL4-04 P129A, K130A, T131A, 1,08 ina4

K132A
EcoL4-a5 N159A, A164G, R165A, 0,70 ina5
N166A
EcolL4-a6 V178F, S179D, 1181A, 0,93 ina6
A182F, F183A
EcoL 4-Aerythro K57 bis G82 deletiert vergleichbar mit wt zentraler Bereich des

(Wert nicht bestimmt) ungeordneten Loops
zwischen o2 und a3
Tmal 4-wt wildtyp 0,61 -
TmalL 4-a4/a5 K140A, E141Q, Q144K 0,57 ina4, a5, 35
Q147A, S149E, P158G,
W159E, K160L,
K151 und K152 deletiert

Tabelle 4-5: Regulatorische Eigenschaften verschiedener EcoL4 und Tmal4 Mutanten. Synthese ¢es S10'/
gal’ Reporterproteins wurde vor und nach Induktion der verschiedenen L4 Mutanten durch Autoradiographie der

Protein-Banden nach SDS-Gelelektophorese ermittelt.
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5. Diskussion

5.1 NusA

5.1.1 Bindung an RNAP und andere Komponenten des Transkriptionsapparates

Die Fahigkeit von NusA, eine Pausierung, Termination oder Antitermination des Elonga-
tionskomplexes zu induzieren héngt von der Bindung des Proteins an RNAP ab. Eine
Mutante, der die N-terminale Domaéne fehlt, ist nicht in der Lage regulativ zu wirkengMah

al., 1999).NusA interagiert in Antiterminationskomplexen auch mit Protein N und NusB
(Greenblatt und Li, 1981b). Protéiootprinting (Travigliaet al., 1999) und Bindungsstudien

mit immobilisiertem NusA (Liuet al., 1996) zeigten, da? das Protein ¢ieund p°
Untereinheiten der RNAP in Regionen kontaktiert, die mit der Bindungstellesflir
Uberlappen. Wechselwirkungen mit defntereinheiten (Liu et al., 1996) sind offensichtlich

auf die C-terminale regulatorische Doméane eooNusA beschrankt (Makt al., 2000), die

im T. maritima Homologen nicht vorhanden ist. Wahrend alle Reste, die inpter
Untereinheit von NusA kontaktiert werden, sich im N-terminalen Bereich des Polypeptids
befinden, der in defhermus aquaticus RNAP Struktur (Zhangt al., 1999), wahrscheinlich
aufgrund von Unordnung, nicht zu sehen ist, verteilen sich die kontaktierten Aminosauren in
der B-Untereinheit (Travigliaet al., 1999) {iber einen Bereich von fast 90 A. Um diese Distanz
zu Uberbricken, mufRte NusA die stark elongierte Form annehmen, die in der Kristallstruktur
zu sehen ist. In der Tat zeigten auch hydrodynamische Studien, daf? NusA in L&sung
wahrscheinlich eine langgestreckte Form aufweist (&illal., 1991b). Als Konsequenz
wirden wahrscheinlich auch die RNA-bindenden S1- und KH-Motive in Kontakt mit RNAP
kommen. Die kurzlich vertffentlichten Strukturen der kleinen 30S Untereinheiten des
Ribosomes, zeigten, dal ribosomale Proteine Uber diese Module auch andere Proteine im
Komplex kontaktieren (Schluenzes al., 2000; Wimberlyet al., 2000): Die N-terminale

Helix des KH-Motivs in S3 wechselwirkt mit den r-Proteinen S14 und S10 (Nusk) und die
OB-Domaéane von S17 weist einen erweitelfteiurn auf, der mit S12 wechselwirkt. Vor allem

die Interaktion zwischen einem r-Protein mit einem KH-Modul und NusE ist interessant,
wenn man in Betracht zieht, daf? NusA und NuskE beide Bestandteile der N-vermittelten und
rrn Antiterminationskomplexe sind, obwohl eine direkte Wechselwirkung zwischen beiden

Polypeptiden noch nicht nachgewiesen wurde.
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Die auffallige Asymmetrie des elektrostatischen Oberflachenpotentials von NusA steht im
Einklang mit einer gleichzeitigen Bindung an mRNA auf der einen Seite und RNAP und
anderen Transkriptionsfaktoren auf der anderen Seite. Wechselwirkungen zu anderen
Proteinen koénnten Uber die Flanke mit gemischtem Potential vermittelt werden, die sich
gegenuber der mutmalllichen RNA-bindenden Region des Proteins befindet. Aufgrund der
ausgedehnten Kontakte benotigt NusA moglicherweise keinen ausgepréagt positiv geladenen
Bereich, um an die stark saure RNAP zu binden, wie es fur den Transkriptspaltungsfaktor
GreA vorgeschlagen wurde (Stebbetgl., 1995).

NusA induziert bei Bindung Konformationsdnderungen in der RNAP (Zhang und Hanna,
1994). In Analogie dazu zeigt die Kristallstruktur eine hohe Flexibilitat der N-terminalen
Domane, was eine gegenseitige Konformationsdnderung beider Proteine bei Interaktion
wahrscheinlich erscheinen lat. Die hohe Beweglichkeit von wichtigen Regionen, die mit
RNAP wechselwirken, stellt NusA in eine Linie mit anderen Transkriptionsfaktoren wie zum
Beispiel ¢”°, dem ebenfalls groRe Flexibilitdt nachgewiesen wurde (Maltebted., 1996;
Severinovaet al., 1996) Obwohl die Bindungsstellen von NusA und ¢” wahrscheinlich
uberlappen, gibt es keine offensichtliche strukturelle Ahnlichkeit zwischen der N-terminalen
Doméne von NusA und den bisher bekannten RNAP-bindenden Regionef {dtalhotra

et al.,, 1996). Da bekannt ist, daR RNAP beim Eintritt in den Elongationszyklus grol3e
strukturelle Anderungen durchmacht und nach Freisetzungo-@faktoren NusA bindet,
erscheint es moglich, daR vor allem d@usA kontaktierende Bereich bei diesem Ubergang

seine Struktur verandert (Gét al., 1991a).

5.1.2 Kombination von sequenzspezifischer und —unspezifischer RNA-Bindung

Obwohl es verninftig erscheint, dafl NusA durch Bindung mit der Boten-RNA seine
Funktionen ausibt, gibt es widerspriichliche Ergebnisse, was die RNA-Bindung des Proteins
betrifft. Sequenzvergleiche zeigten, dal3 NusA Faltungsmotive enthalt, die zu S1 und KH-
Doméanen homolog sind, Modulen, die in anderen Proteinen an der spezifischen wie auch
unspezifischen Bindung an Nukleinsduren beteiligt sind (Byetofl., 1997; Dodson und
Shapiro, 1997; Gibsoet al., 1993). Varianten beider Motive bindbaxA der A-nut-site oder

kleine Haarnadelschleifen definierter Sequenz (Leia., 2000; Mogridge und Greenblatt,
1998). NusA konnte zwar in Transkriptionskomplexen an neu synthetisierte mRNA ohne
Praferenz fur bestimmte Sequenzen vernetzt werden (Liu und Hanna, 1995), aber Versuche,
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in vitro RNA-Bindung von isoliertem NusA zu beweisen, lieferten nicht reproduzierbare
Ergebnisse. So konnten Tsugawa und Kollegen bei Filterbindungsexperimenten zeigen, daf}
NusA Sequenzen kontaktiert, die stromaufwarts l®tA-Stelle liegen (Tsugawat al.,

1985), andere Gruppen waren jedoch nicht in der Lage bei einer Vielzahl von biochemischen
Experimenten wie zum Beispiel Gel-Shifts, dieses Ergebnis flr das isolierte Polypeptid
nachzuvollziehen (Malet al., 1999; Mogridgeet al., 1995). Nichtsdestotrotz ergaben sich
Hinweise auf spezifische Bindung von RNA durch NusA in Antiterminationskomplexen (Das
und Wolska, 1984; Horwitet al., 1987) Eine regulatorische Sequenz, die der A-boxA-Stelle

ahnelt, ist an der Antitermination mn Operons beteiligt (Aksogt al., 1984; Berget al.,

1989; Liet al., 1984), bindet aber wahrscheinlich eher an ein Heterodimer aus NusB und
Nusg als an NusA (Nodwell und Greenblatt, 1993). Die meisten NusA kontrollierten
regulatorischen Signale auf der mRNA, die zu einer verstarkten Termination der
Transkription fihren, bestehen aus G/C-reichen Haarnadelschleifen (Faehlahm1982;
Greenblatt und Li, 1981b). Es wurde gezeigt, dall KH-Domé&nen 4 bis 5 Nukleotide in
einzelstrangigen Bereichen von Haarnadelschleifen erkennen kénnen @ alvj2000), so

dal3 eine Interaktion zwischen den KH-Motiven von NusA und den oben genannten
Sekundarstrukturen mdglich erscheint. Obwohl es Hinweise gibt, da? NusA diese Strukturen
stabilisiert (Artsimovitch und Landick, 1998), konnte keine direkte Bindung nachgewiesen

werden.

Eine kdrzlich erschienene Arbeit von Greenblatt und Mitarbeitern sorgte fir eine teilweise
Klarung dieser widersprichlichen Ergebnisse (Miaél., 2000). Sie konnten zeigen, daf} die
C-terminale Doméne voecoNusA autoinhibitorische Aktivitat zeigt. Sie faltet sich offenbar
zurliick und bedeckt zumindest einen Teil der RNA-bindenden Motive des Proteins. Nach
Deletion eines Teils dieses regulatorischen Bereichs konni¢ro Bindung an dienut-site

RNA nachgewiesen werden, wobei Mutationen in #exA oder boxB Sequenz die
Interaktion verhinderten (Ma#& al., 2000; Mogridgest al., 1995), was fur eine spezifische
Erkennung der RNA spricht. Die a-Untereinheit der RNAP und Protein N legen bei Bindung

an die C-terminale Domane vanoNusA offenbar dessen RNA-bindende Regionen frei, so

dal eine Interaktion mit der Boten-RNA erfolgen kann.

Die Kristallstruktur vontmaNusA sorgt fur eine weitere Klarung beziglich der RNA-
bindenden Eigenschaften des Elongationsfaktors: Die Modelle fir die RNA-Bindung von

NusA, die anhand von bekannten Komplexstrukturen von isolierten homologen Motiven
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erstellt wurden, sind besonders Uberzeugend, da die nukleinsdurebindenden Bereiche auch
zuganglich sind, wenn die einzelnen Domé&nen in NusA eingebunden werden und nicht in
Interdomanenkontakten involviert sind. Diese Strukturen legen nahe, dafl3 NusA in der Lage
ist sowohl spezifisch als auch unspezifisch RNA zu binden. Das ausgedehnte Band positiven
Oberflachenpotentials erinnert an eine unspezifisch RNA-bindende Region, die eine
Annaherung des Proteins an das negativ geladene Zucker-Phosphat-Ruckgrat erlaubt.
Folgerichtig scheint die Ladungsverteilung dieser Region in allen NusA Homologen
konserviert zu sein, obwohl die Sequenz variiert. Vermutlich markiert sie den Verlauf der
Boten-RNA entlang des Molekils und ermoglicht NusA, sie kontinuierlich nach
regulatorischen Sequenzen abzutasten. Die Bewegung der mRNA entlang NusA wird dabei
moglicherweise durch die fortschreitende Kettenverlangerung im aktiven Zentrum der RNAP
wahrend der Elongation ausgeldst. In diesem Zusammenhang ist es erwdhnenswert, dal3 eine
Deletion der N-terminalen Doméne ebenfalls die vitro RNA-Bindung durch NusA
verhindert (Mahet al., 2000) Deshalb sind die positiv geladenen Regionen der Helices ol

und a3 wahrscheinlich ebenfalls an unspezifischer Interaktion mit der RNA beteiligt.
DarUberhinaus wurde gezeigt, da3 die Autoinhibierung emMNusA durch eine negativ
geladene Region am C-Terminus vermittelt wird (Makal., 2000; Mogridgeet al., 1995),

die sehr einfach die positiv geladene Flanke blockieren konnte.

Sequenzspezifische Wechselwirkung zur RNA wird in den S1- und KH-Modulen von NusA
offenbar. Die RNA-bindende Region des ersten KH-Moduls befindet sich abseits von dem
positiven Oberflachenpotential, was vermuten laf3t, dal® dieses Motiv nicht Gber das Zucker-
Phosphat-Ruckgrat unspezifisch mit der Boten-RNA interagiert. Der zuséatzliche Loop kdnnte
weitergehende sequenzspezifische Kontakte, abgesehen von der KH-typischen Fixierung der
RNA zwischen dem HTH-Motif und dem variablen Loop (C-Terminus), ermdglichen. Die
Affinitat fur die RNA-Liganden wirde durch das zweite KH-Motiv weiter erhéht werden, das
kooperativ die Bindung unterstutzt. Deshalb scheint die erste KH-Domane der beste Kandidat
fur spezifische Wechselwirkung mit RNA zu sein. Im Gegensatz dazu ist die zweite KH-
Doméane in das positive Oberflachenpotential eingebettet und hat keinen zusatzlichen
ausgedehnten Loop wie KH1. Es erscheint wahrscheinlich, dal das zweite KH-Motiv
unspezifische Wechselwirkung mit RNA vermittelt, da sein gesamtes Aussehen dem der KH-
Domaéne des ribosomalen Proteins S3 ahnelt, das fur unspezifische Interaktion mit mRNA
verantwortlich ist (Schluenzest al., 2000; Urlauket al., 1995; Wimberlyet al., 2000).
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Mutationen in der S1-Domane lassen eine Beteiligung dieser Region an Antitermination
vermuten. Eine Leul83Arg-Mutation iff. coli Protein fuhrt dazu, dal3 das Protein nicht
mehr die A-nut-site binden kann (Friedman und Baron, 1974; Mafal., 2000). Zumindest

die hydrophobe Eigenschaft dieser Aminoséaure ist konserviert (lleX8aMNusA) wobei sie
Bestandteil des hydrophoben Kerns der S1-Domane ist. Deshalb erscheint der Ersatz durch
eine hydrophile Aminosaure die strukturelle Integritat der ganzen S1-Domaéane zu storen. Eine
zweite Mutation in ecoNusA, Argl99Ala, hebt ebenfalls die NusA vermittelte
Antitermination auf (Mahet al., 2000). Diese streng konservierte Aminosaure (Arg198 in
tmaNusA) befindet sich an der Peripherie der S1-Domane an der Kontaktflache zwischen dem
S1- und KH1-Motiv (siehe Abb. 4-12A) und ist an einer Reihe von wichtigen
Wasserstoffbriickenbindungen und Salzbriicken zu anderen strikt konservierten Seitenketten,
Aspl70, Arg277 und Asp264 beteiligt. Bei Entfernung von Arg198 wird eindeutig die relative
Orientierung beider RNA-bindenden Doménen zueinander destabilisiert und wahrscheinlich
der kontinuierliche Verlauf der Region mit positiven Oberflachenpotential gestotrt. In diesem
Zusammenhang ist es bemerkenswert, daf3 die Kontaktflache zwischen den beiden KH-
Modulen ebenfalls durch viele streng konservierte Wechselwirkungen zwischen den
Seitenketten von Lys234 und Asn324 und Hauptkettenatomen von Ala288 und Ala286
stabilisiert wird (siehe Abb.4-12B). Es durfte aufschluf3reich sein, den Effekt von Mutationen

in diesem Bereich auf die Aktivitat von NusA zu untersuchen.

5.1.3 Stapelung der Doméanen

Obwohl schon die Strukturen einer Reihe von isolierten S1- und KH-Doméanen von

Prokaryonten und Eukaryonten bestimmt wurden, ist in NusA zum ersten Mal die Anordnung
von mehreren solcher Module zu sehen, was representativ fiur eine Vielzahl von
nukleinsaurebindenden Proteinen ist. Detailiertes Wissen Uber die Anordnung der Doméanen

ist eine wichtige Voraussetzung fir das Verstandins der Funktion dieser Polypeptide.

In den Kiristallstrukturen von isolierten und RNA gebundenen NOVA KH-Monomeren
(Lewiset al., 1999; Lewist al., 2000) wechselwirken zwei Protomere in der asymmetrischen
Einheit Uber ihrai-helikalen Oberflachen, was einer KH1-KH2 Stapelung tber die Helides

und o8 entsprechen wirde. Diese Interaktion wurde auch als Modell fir die Anordung von
KH-Doménen in Proteinen verstanden. Diese Orientierung bringt die N-Termini beider
Motive nah zueinander, so dal’3 die oft gefundenen kurzen verbriickenden Loop-Regionen
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durch langere Bereiche ersetzt werden muf3ten. Trotz ihrer anderen Topologie kénnen auch
die NOVA-Monomere analog zu der in NusA beobachteten a/f Stapelung orientiert werden,

so dal3 eine direkte Verbindung zwischen den C- und N-Termini geschaffen wird.
DarlUberhinaus birgt die/p-Stapelung von NusA weitere Vorteile gegenliber der Anordnung

der beiden NOVA-Monomere im Kristall: Die KH1-KH2 Kontaktflache in NusA verdeckt
1269 &, wahrend die NOVA-Kristallkontakte nur 8882 Aausmachen. Zum anderen
unterstitzt die zweite KH-Domane die erste bei der Bindung zur RNA, wie bereits
besprochen. Eine solche Kooperativitat ist bei dem nichtkristallographischen NOVA-Dimer
nicht moglich, da die RNA-Liganden an den entgegengesetzten Enden des Komplexes binden.
Abgesehen davon scheint die o/p-Stapelung ein generelles Prinzip bei der Organisation
mehrerer Module in Proteinen zu sein, da auch die S1-KH1-Wechselwirkung ein solches
Schema aufweist. Daher kdnnte NusA auch als Modell fir andere Proteine dienen, die aus S1-
und KH- Modulen aufgebaut sind, wie zum Beispiel PNPase (Byetraft, 1997).

5.1.4 Modell fur den Effekt von NusA auf die Elongation der Transkription

Die Kristallstruktur in Kombination mit biochemischen Daten legt die Vermutung nahe, dafl3
NusA in permanentem Kontakt mit der RNAP wéahrend der Elongationsphase steht und
standig die mMRNA nach regulatorischen Sequenzen abtastet (siehe Abb. 5-1). In der Tat
Uberlappen einige durcprotein footprinting identifizierte Regionen der RNAP, die NusA
kontaktieren, auch mit Bereichen, die bei Abwesenheit des Elongationsfaktors mit mRNA
vernetzt werden kénnen (Moone&y al., 1998; Travigliaet al., 1999). Interessanterweise
befindet sich die vernetzte Region der mRNA nur ungefahr 14 Nukleotide stromaufwarts von
den neu synthetisierten Bereichen der Nukleinsdure, so dafd vermutet werden kann, daf3 NusA
nach dem Austritt der mRNA aus der RNAP in Aktion tritt. Der lange und kontinuierliche
Bereich positiven Oberflachenpotentials erlaubt die Annédherung und Wechselwirkung mit
MRNA beliebiger Sequenz Uber das Zucker-Phosphat-Rickgrat. Spezifische Erkennung von
regulatorischen Haarnadelschleifen auf der Boten-RNA erfolgt vor allem tber das erste KH-
Modul, dessen einzigartige Mischung von Seitenketten direkte Interaktion mit den Basen der
Nukeotide ermdglicht. In diesem Zusammenhang scheint es mdglich, dal3 dieser Bereich von
NusA auch die regulatorische Haarnadelschleife HE inladgler-Region des S10 Operons
direkt kontaktiert, die essentiell fir eine NusA-vermittelte Pausierung der RNAP ist (Zengel
und Lindahl, 1994). Das zweite KH-Motiv unterstutzt vielleicht nur die Ausrichtung der
MRNA auf dem Protein. Das S1-Motiv konnte die mRNA nach regulatorischen Elementen
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abtasten, die keine offensichtliche Sekundarstruktur aufweisen, wie zum Bdispiel
Kooperative Bindung der linear angeordneten RNA-bindenden Faltungsmotive an RNA
konnte es NusA maoglich machen, eine Vielzahl verschiedener regulatorischer Signale zu
erkennen, die unter Umstanden aus mehreren getrennten Berechen bestehen kénnten, wie die
boxA und boxB Sequenzen der A-nut-site. Es ist auch denkbar, dall NusA Uber seine
zusatzlichen Protein-bindenden Eigenschaften die Assemblierung verschiedenster Trans-
kriptionsfaktoren um Terminations/Antiterminations-Sequenzen herum steuert. Aufgrund
seiner vielfaltigen Aufgaben, die ein Zusammenspiel mit verschieden Komponenten zur Folge
haben, sind wahrscheinlich Strukturen von physiologischen Transkriptionskomplexen nétig,

um unzweideutig alle funktionellen Bereiche von NusA zu identifizieren.

Abb. 5-1: Stereodarstellung einer moglichen Orientierung von NusA auf der RNAP (2hahg1999). RNAP

ist als graue Oberflache dargestellt. Die ungefahre mutmalfiliche Position des Elongationsfaktors wurde aus den
durch protein footprinting identifizierten Bereichen der RNAP p-Untereinheit, die mit NusA wechselwirken,

abgeleitet (Travigliat al., 1999). Das Protein wurde so auf der Oberflache positioniert, daf3 alle RNA-bindenden
Bereiche weiterhin zugéanglich sind und die N-terminale Doméne den grof3ten,footpinting markierten

Bereich, kontaktiert. Die RNA-Liganden der S1-Domane sind als gelbes, die der KH1 als griines und der KH2
Domane als blaues Band dargestellit.
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5.2 Ribosomales Protein L4

5.2.1 Tmal4 als struktureller Prototyp flr EcolL4

Wahrend eine Fulle von biochemischen und molekularbiologischen Daten fiE. dak
Ribosom und seine einzelnen Komponenten vorhanden ist, sind die mesdphiteh
Proteine und rRNA nur schwer zu kristallisieren. Detalllierte strukturelle Daten Uber das
Ribosom wurden in erster Linie von extremophilen OrganismenThéemus thermophilus

oder Haloarcula marismortui erhalten. Es ist allgemein anerkannt, dal3 die ribosomalen
Komponenten so hoch konserviert sind, daf3 das generelle Aussehen des Ribosoms sich in
allen Organismenreichen sehr ahnelt. Eine Uberlagerung der 23S rRNAaloarcula
marismortui auf die 7,5 A Cryo-Elektronenmikroskopie-Dichte d@ercoli 50S Untereinheit
(Matadeeret al., 1999) zeigt, dal’ in erster Anndherung beide Strukturen sehr homolog sind
(Brimacombe, 2000). Bei genauerer Betrachtung fallt allerdings auf, daf3 im Detail beide
Strukturen in manchen Regionen voneinander abweichen, was auf eine Reihe von Insertionen

und Deletionen in der rRNA zuriickzufihren ist.

Das gleiche gilt auch fur die r-Proteine. Von den 27 Proteinen, die id.daarismortui 50S
Untereinheit zu sehen sind, existieren fir 12 Polypeptide keine bakteriellen sondern nur
eukaryontische Homologe (Bahal., 2000). HmalL4 zeigt zwar klare strukturelle Ahnlichkeit

zu Tmal4, aber abgesehen von der geringen Sequenzhomologie und den jeweils spezifischen
Insertionen sind auch eine Reihe von Unterschieden in der Sekundarstruktur zu sehen. So ist
beispielsweise der helikale Bereieh von TmalL4 in HmalL4 nicht vorhanden, sondern durch

eine Loop-Region (Aminosauren 200 bis 207), die rRNA kontaktiert, ersetzt. Ebenso ist die
Helix a6 durch eine kirzere;@Helix (Reste 221-223) ausgetauscht. Beide Elemente von
Tmal4 sind aber sehr wahrscheinlich Encoli Protein vorhanden, wie die hohe Sequenz-
identitat zwischen EcoL4 und TmalL4 (42%) und das Sekundarstrukturvorhersageprogramm
PHDsec (Daten nicht gezeigt) vermuten lassen. Zuséatzlich war es moéglich, Tnaleblin
Ribosomen einzubauen (T. Allen, L.Lindahl und J. Zengel, unveroffentlichte Ergebnisse),
was fir eine hohe strukturelle Ubereinstimmung zwischen beiden Proteinen spricht. Deshalb

scheint TmalL4 ein besseres Modell fiir EcoL4 zu sein als Hmal4.
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5.2.2 Bindung an ribosomale RNA

Sowohl die Kristallstruktur der 50S Untereinheit, as auch eine Reihe von biochemischen
Experimenten haben die wichtigsten RNA-bindenden Regionen von L4 identifiziert. Das

Protein scheint ahnlich wie zum Beispiel L14 (Davasal., 1996) eine hierarchische
Ordnung von RNA-bindenden Modulen zu besitzen mit einer ausgedehnten priméren
Bindungsstelle und einem ziemlich kompakten sekundaren Modul. Mutageneseexperimente
(Li et al., 1996) zeigten, dald Deletionen in Hetig den Einbau des Proteins ins Ribosom
verhindern. In Analogie dazu zeigt die 50S Struktur (Baal., 2000), das dieser helikale
Bereich zusammen mit der langen ausgedehnten nichtglobularen Erweiterung und der voran-
gehenden Helixa2 eine Vielzahl von Kontakten mit der rRNA macht. Aus diesen Grinden
scheint diese Region die priméare rRNA-Bindungsstelle darzustellen. Auf der anderen Seite
kontaktieren die helikalen Segmente a4 bis a6 im globuldren c-terminalen Teil des
Polypeptids ebenfalls rRNA. lgt al. konnten zeigen, dal3 Mutationen im Bereich der beiden
nicht konsekutiven Helices 04 und a5 nicht die Assemblierung von L4 in ribosomale Partikel

storen (Liet al., 1996). Es erscheint daher wahrscheinlich, dal? diese Bereiche die sekundére
Bindungsstelle von L4 reprasentieren, die im Vergleich zur primaren nur untergeordnete

Bedeutung fur die Interaktion mit rRNA besitzt.

5.2.3 Regulatorische Eigenschaften von L4

Interessanterweise fuhren die letztgenannten Mutationen im C-Terminus zu EcolL4-Varianten,
die nicht mehr in der Lage sind, sowohl Transkription als auch Translation des S10-Operons
zu regulieren (Liet al., 1996). Diese Entdeckung fuhrte zur Identifizierung eines
regulatorischen Moduls im C-terminalen Bereich von EcolL4, das wahrscheinlich innerhalb
des pausierten Transkriptionskomplexes die Haarnadelschleifen HD und HE |eadéer
Sequenz des S10-Operons kontaktiert (siehe Einleitung Abschnitt 2.3.2). Dies steht im
Einklang mit der Beobachtung, dal3 EcolL4, gebunden an den Pseuknoten in Doméne | der
23S rRNA, der 04 und o5 kontaktiert, regulatorisch inaktiv ist (Zengel und Lindahl, 1993). Es
scheint also eine Art konkurrierende Bindung zwischenabeler-mRNA Sequenz und der
rRNA vorzuliegen. Der gleichzeitige Einsatz des regulatorischen Moduls als sekundare
Bindungsstelle fir rRNA koénnte erklaren, warum die L4-Proteinkomponente des
regulatorischen Apparates so gut konserviert ist und auch in L4-Homologen wie zum Beispiel

Pseudomonas aeruginosa vorhanden ist, die in ihren jeweiligen Organismen nicht regulativ
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tatig sind, wahrend die RNA-Komponente der regulatorischen Sekundarstrukturen in der
MRNA nur in einer kleinen Untergruppe der Proteobakterien vorhanden ist. Da die oben
erwadhnte Deletion in der Helig3, die den Einbau von L4 ins Ribosom stOrte, dessen

regulatorische Aktivitat nicht beeintrachtigte, scheint das primare rRNA-Bindungsmotiv nicht

an der Wechselwirkung mit der mRNA beteiligt zu sein.

Zur weiteren Untersuchung des regulatorischen Bereichs von EcoL4 wurden Punktmutationen
in 04, a5 und auch a6, das gemal3 der 50S Struktur void. marismortui (Banet al., 2000)
ebenfalls rRNA bindet, eingefihrt. Es zeigte sich, dal3 nur die gleichzeitige Veranderung von
mehreren Aminosauren zu einem Verlust der Kontrolle des S10-Operons fuhrt. Da L4,
multiple Kontakte mit rRNA macht, erscheint es wahrscheinlich, dafl® entsprechend
ausgedehnte Kontakte zur mRNA ausgebildet werden, die nicht durch Veranderung einer
einzigen Aminosaure aufgehoben werden kénnen. Interessanterweise stellte sich heraus, dai3
Tmal4 das erste bakterielle L4-Protein ist, das eine stark veringerte regulatorische Aktivitat
im Vergleich zu EcolL4 aufweist. Da offenbar auch die Helix a6 an der Reprimierung der
Transkription und Translation des S10-Operons entscheidend beteiligt ist und dieser Bereich
relativ groBe Sequenzvariabilitat zeigt, 1&Rt sich vermuten, dalR dies der Grund fur die
veringerte Aktivitat von Tmal4 ist. Ein weiterer Hinweis dafur ergibt sich aus der TmalL4
Mutante, bei der Aminosauren a# und a5 zu der entsprechenden Ecol.4 Sequenz mutiert

wurden (TmalL4a4/a5). Diese Mutante zeigt nur geringflgig bessere Regulation als wildtyp
Tmal4, was darauf hindeutet, dafl3 noch weitere Bereiche wichtig sind, mdglicherweise eben
o-Helix a6. Weitere Mutagenese-Experimente sind geplant, um diese Hypothese zu

Uberprufen.

Die Beteiligung von a6 an der Regulation wirft die wichtige Frage nach der
dreidimensionalen Struktur der L4-Bindungspartner auf der mRNA auf. Die beiden
aufeinanderfolgenden Haarnadelschleifen HD und HE mussen sich in eine Struktur falten, die
effektiv mit dem Arrangement des Pseudoknotens in Doméane | und6demtaktierten
RNA-Helix in Domane Il der 23S rRNA um Bindung an L4 konkurriert. Denoch ist keine
offensichtliche Homologie zwischen der Faltung der rRNA und der Struktur der beiden
Haarnadelschleifen HD und HE zu erkennen. Da aber wie oben besprochen die
Komplementaritat zwischen L4 und den Zwischenrdumen, die durch die rRNA gebildet
werden, wichtig zu sein scheint fir die Bindung, miissen Ahnlichkeiten zwischen der mRNA

und der rRNA vorhanden sein, die aus der Sekundarstruktur der beiden Haarnadelschleifen
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nicht evident sind. Mdglicherweise sind andere Proteinkomponenten des pausierten Trans-
kriptionskomplexes wie beispielsweise NusA noétig, um die Faltung der beiden Haar-
nadelschleifen in eine komplexere Struktur zu stabilisieren. Es scheint beispielsweise
maoglich, dald NusA als permanenter Bestandteil der RNAP wahrend des Elongationszyklus
direkt mit der regulatorischen Haarnadelschleife HE wechselwirkt und so eine Kon-
formationsanderung in der RNA induziert, die es L4 erlaubt die zweite Haarnadelschleife HD
zu kontaktieren, die essentiell fur die L4-vermittelte Kontrolle ist (Zengel und Lindahl, 1994).
Da Hmal4 in der grol3en Untereinheit nur am Rande andere Proteine kontaktiert, ist es
daruberhinaus wahrscheinlich, dalR NusA oder die RNAP nicht mit L4 wechselwirken,
sondern dafl} L4 mittels seiner ausgedehnten RNA-bindenden Oberflachen im pausierten
Transkriptionskomplex gehalten wird. Dabei scheint die grof3e und flexible Loop-Region im
N-Terminus von L4, die der wichtigste Faktor fur den Einbau in das Ribosom ist, keine Rolle
zu spielen. Gerade dieses Paradoxon macht es nétig, weiter mit der strukturellen
Untersuchung des S10-Operon-Transkriptionskomplexes und seiner Bestandteile fort-

zufahren.
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7. Anhang

7.1 Abklrzungen

% (VIV)
% (W/V)
Abb.

A

ARM
ATP
DEAE
DNA
dNTP
EcoL4

E. coli
ecoNusA
EDTA
HEPES
HTH-Motiv
IPTG

kb

kDa

LB

min
MRNA
NTP

oD

PCR
PEG
r.ms.
RNA
RNAP
r-Protein(e)
rRNA

V olumenprozent
Gewichtsprozent
Abbildung

Angstrgm ;1A= 13° m
Arginin reiches Motiv
Adenosin-5'-triphosphat
Diethyl-aminoethyl-
Desoxyribonukleinséure

Desoxyribonucleosidtriphosphat

ribosomales Protein L4 v&scherichia coli

Escherichia coli
Escherichia coli NusA
Ethylendiamin-N,N,N‘,N*-tetraacetat

Hydroxyethyl-piperanzin-ethansulfonsaure

Helix-Turn-Helix-Motiv
Isopropyl-p-thiogalaktopyranosid
Kilobasen

Kilodalton
Luria-Bertani

Minute(n)

Boten-RNA éngl. messenger RNA)
Nucleosidtriphosphat

Optische Dichte
Polymerasekettenreaktion
Polyethylenglykol
root mean square
Ribonukleinsaureefgl. ribonucleic acid)
RNA-Polymerase

ribosomale Protein(e)

ribosomale Ribonukleinsaure
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S Svedberg (102 5)

TmalL4 ribosomales Protein L4 von Thermotoga maritima
tmaNusA Thermotoga maritima NusA

tRNA transfer-RNA

Tris a,a,0-Tris-(hydroxymethyl)aminoethan

Upm Umdrehungen in der Minute

7.2 Abkilrzungen fir Aminoséuren

A Ala Alanin M Met  Methionin
N Asn  Asparagin P Pro  Prolin

D Asp Asparaginsaure Q GIn  Glutamin
E Glu  Glutaminséaure R Arg  Arginin

F Phe  Phenylalanin S Ser  Serin

G Gly Glycin T Thr  Threonin

H His  Histidin Vv Val Valin

I lle Isoleucin \W Trp  Tryptophan
K Lys Lysin Y Tyr  Tyrosin

Leu Leucin



