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Zusammenfassung

Die Biogenese der ribosomalen 30S Untereinheit von Escherichia coli wird durch die 5'-seitig
kotranskribierte Sequenz beeinflult. Dieser untranslatierte Sequenzbereich wird als "Leader-
Region" bezeichnet und ist an verschiedenen Prozessen regulatorisch beteiligt. Frihere
Arbeiten konnten zeigen, dal® Elemente in der Leader-Region Einfluy auf die Transkription
des dahinter liegenden 16S rRNA-Strukturgens haben. Eine direkte Wechselwirkung der
Leader-Region mit dem 5'-Bereich der 16S rRNA konnte ebenso gezeigt werden. Ein
Element des Leader-Bereichs ist die sogenannte t -Region. In dieser Region eingefuhrte
Punktmutationen fihren in vivo zur Auspragung eines kalte-sensitiven Phanotyps. Die
Kaltesensitivitdt konnte auf die Akkumulation defekter ribosomaler Untereinheiten
zurlckgefuhrt werden. In dieser Arbeit sollten die Effekte des Leaders auf die Assemblierung
der 30S Untereinheit in vitro untersucht werden. Dazu wurden folgende Experimente

durchgefihrt:

e Durch in vitro-Assemblierungsstudien mit Vorlaufertranskripten wurde der Einflul des
Leaders auf die Proteinzusammensetzung der Partikel sowohl in der Wildtyp- als auch in
der mutierten Form der Transkripte untersucht. Assemblierungen unterhalb der
Standardtemperatur belegten die positive Hilfestellung des Leaders bei der

Proteinbindung.

e  Strukturuntersuchungen der assemblierten Partikel durch chemische Modifikation
konnten die gewonnen Daten auf Nukleinsaure-Ebene erweitern. Bereiche, die durch den
Leader in seiner jeweiligen Form (Wildtyp oder Mutante) strukturell beeinflul3t werden,

konnten somit eingegrenzt werden.

o Zeitaufgeldste Faltungsstudien konnten die mdgliche kinetische Wirkung des Leaders
aufzeigen. Durch die chemische Modifikation renaturierender Transkripte wurde die
unterschiedliche Wirkung beider Leaderformen auf die Geschwindigkeit der Faltung

einzelner Positionen innerhalb der 16S rRNA deutlich.

Die Erkenntnisse dieser Arbeit konnten eine positive Beteiligung des Leaders bei der
Strukturierung der 5-Domane der 16S rRNA zeigen und belegen, dal es sich bei der hier
untersuchten Hilfestellung um eine 'transiente’ Interaktion handelt, da die Assemblierung der
vollstandigen 16S rRNA durch den Leader massiv gestort wird. Die Beteiligung des Leaders
an der Strukturbildung des zentralen Pseudoknotens der 16S rRNA lie sich experimentell
belegen. Dabei scheint ein Teil des Leader-Bereiches bei der Synthese der frihen 16S-rRNA-
Sequenzen als "Platzhalter" zu fungieren, wahrend ein weiterer Teil des Leaders offenbar die

positiven Effekte auf die Bindung der ersten ribosomalen Proteine vermittelt.
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1 Einleitung

1.1 RNA - ein Molekiil mit Struktur und vielen Funktionen

Crick und Orgel postulierten erstmals die These, RNA konnte als eine Art ,Ur-
Nukleinsaure® aus evolutionarer Sicht wesentlich alter als DNA sein und so-
wohl als Trager der genetischen Information als auch als Katalysator fir das
Uberleben einer Zelle wichtiger Porzesse fungiert haben (Crick, 1968; Orgel,
1968) Seitdem ist das Wissen uber die Vielfaltigkeit und Variabilitat der Ei-
genschaften von RNA enorm gestiegen. Mittlerweile ist bekannt, dall RNA
nicht nur in Form der mRNA als Informationstrager oder als tRNA und rRNA
an der Proteinbiosynthese beteiligt ist. In den letzten Jahren wurden zahlrei-
che zusatzliche Funktionen entdeckt, die durch RNA-Molekulle vermittelt wer-
den. Daflr spricht z.B. die Fllle der neuen in den letzten Jahren bekannt ge-
wordenen RNAs: snRNAs, snoRNAs, tmRNA, gRNA, sowie regulatorische
RNAs wie dsRNA, 6S RNA, 4.5S RNA, etc.

Man fand heraus, dal® die durch RNAs vermittelten katalytischen Reaktionen
genauso zahlreich sind, wie die Variabilitat der Strukturmotive, die in den ver-
schiedenen RNAs gefunden wurden. Das Spektrum der durch RNA vermittel-
ten katalytischen Reaktionen umfafit z.B. die Knlpfung von Peptidbindungen
(Zhang et al., 1997), die Beteiligung an Spleil’- und Prozessierungsvorgangen
in Form von Ribozymen (Cech et al., 1981) und Ribonukleoproteinkomplexen
(RNPs, Lee et al., 1996), posttranskriptionelle Modifikationen und chaperonar-
tige Faltungshilfen durch snoRNAs (Filipowicz et al., 1999, Bachellerie et al.,
1995), um nur einige zu nennen. Aber auch die Translation kann durch RNAs
in Form des Signal-Recognition-Particles (SRP) gesteuert werden (Bovia et
al., 1996) um die Faltungs- und Seggregationsablaufe bei der Proteinsynthese
zu koordinieren (Baldwin, 2000). Um ihre Funktionen erflllen zu kénnen, mufl}
die katalytische RNA analog zu funktionsvermittelnden Proteinen eine aktive
Konformation einnehmen. Der Ubergang vom Transkript zur funktionell akti-

ven Struktur ist daher ein wichtiger und notwendiger Schritt.
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1.2 Die Faltung von RNA-Molekiilen: Eine wichtige Voraussetzung ih-

rer Funktion

An den vielen mittlerweile sehr gut untersuchten RNA-Spezies kann man den
Zusammenhang zwischen Struktur und Funktion einer katalytischen RNA er-
kennen (Batey and Doudna, 1998). Katalytische RNAs besitzten ebenso wie
Proteine, eine aktive Konformation. Nur in dieser aktiven Struktur kann die
RNA ihre katalytische Funktion erfullen. Die Faltung der RNA in die aktive
Konformation kann bei kleinen Molekllen sehr rasch erfolgen. Arbeiten von
Kim et al. zeigten bereits in den 70er Jahren, dal} die Kleeblatt-dhnliche Se-
kundarstruktur der tRNA eine komplexe Tertiarstruktur ausbildet (Kim et al.,
1973, 1978). Wahrend die Ausbildung von lokalen Sekundarstrukturelemen-
ten, wie z.B. die Bildung von Helices sehr schnell erfolgt (im Bereich von 10-
100 ps, Coutts, 1971, Cole et al., 1972), liegt die Ausbildung von Tertiarstruk-
turen bei der tRNA im Bereich von Millisekunden. Je grofier ein RNA-Molekdl
ist und je komplexer die native Konformation, desto variabler ist auch der Fal-
tungsweg, da mit steigender Komplexitat die Anzahl an mdglichen co-

existierenden Strukturen zunimmt.

Arbeiten, die den Faltungsweg des Gruppe | Ribozyms (1000 bis 2000 nt) von
Tetrahymena untersucht haben, stellten fest, da® die Einstellung der aktiven
Konformation im Bereich von Minuten bis Stunden lag (Cech, 1993). Weiter-
hin konnten wahrend dieses Zeitraums partiell gefaltete Intermediate nachge-

wiesen werden, die Uber eine lange Lebensdauer verfugten.

1.3 Divalente Metall-lonen sind fiir die Strukturbildung essentiell

Die Bildung komplexer RNA-Strukturelemente ist auf das Vorhandensein di-
valenter Kationen angewiesen. Durch die zum Teil sehr kompakte Strukturbil-
dung konnen in RNA viele Phosphate auf engen Raum zusammenkommen.
Dadurch entstehen starke elektrostatisch abstossende Krafte, die kompensiert

werden mussen, um die Struktur zu erhalten.

Dies kann sowohl durch monovalente als auch divalente lonen erfolgen. Es ist
schon lange bekannt, dak monovalente lonen, wie z.B. Na* die Tertiarstruktur

von tRNA stabilisieren (Cole et al., 1972). Magnesium-lonen spielen eine
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wichtige Rolle bei der Stabilisierung von RNA-Strukturelementen und sind es-
sentiell fur die Erhaltung sowohl der strukturellen Integritat als auch der biolo-
gischen Aktivitat der RNA. Verschiedene Arbeiten konnten die wichtige Betei-
ligung von Magnesium-lonen an Aufrechterhaltung der aktiven Struktur von
Ribozymen zeigen (Pyle et al., 1993; Cate et al., 1996, Pan et al., 1999).

1.4 Magnesium-lonen kéonnen auf zwei Arten mit der RNA interagieren

Magnesium-lonen konnen in hydratisierter und in nicht-hydratisierter Form an
RNA binden. Diese beiden Bindungsmodi wurden von Misra beschrieben
(Misra und Draper, 1999). In hydratisierter Form interagieren die Magnesium-
lonen Uber unspezifische elektrostatische 'long-range'-Wechselwirkungen mit
der RNA. Diese Art der Bindung wird als 'diffuse binding' bezeichnet. Magne-
sium-lonen ohne Hydrathillle dienen als Zentrum fur die Bindung anorgani-
sche Liganden, die durch die RNA-Faltung entsprechend positioniert wurden
und kénnen so als "Ankerpunkte" die lokalen Stukturen stabilisieren (Misra
und Draper, 1999).

1.5 Der kinetische 'Partition’-Mechanismus: ein Modell der RNA-

Faltung

Die Faltung von Proteinen kann durch verschiedene thermodynamische Mo-
delle beschrieben werden, bei denen die freie Energie der einzelnen Struktur-
ubergange in Form einer dreidimensionalen "Energielandschaft" dargestellt
wird (Bryngelson et al., 1989, 1995; Thirumalai et al., 1995). Die Faltung eines
Proteins verlauft in diesen Modellen innerhalb einer dreidimensionalen Land-
schaft, die die freie Energie des Moleklls darstellt. Da jede Aminosaure meh-
rere energetisch gunstige Wechselwirkungen ausbilden kann, existieren ne-
ben der nativen Struktur viele thermodynamische ahnlich stabile Konformatio-
nen. Woodson hat fur die Faltung langer RNA-Molekile einen ahnlichen Me-
chanismus postuliert, bei dem ein Teil der RNA-Population direkt und sehr
schnell die native Struktur einnimmt (dies entsprache dem globalen Minimum

der Energielandschaft), wahrend sich die Ubrigen Molekile der RNA-
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Population in fehlgefaltete Intermediate (lokale Minima) umlagern (Woodson,
2000). Woodson postulierte dieses Faltungsmodell als kinetischen Partition-
Mechanismus (KPM).

Je langer ein RNA-Molekul ist, desto komplexer ist auch die in Abb. 1.1 dar-
gestellte Energielandschaft der Strukturbildung. Dieses Modell verdeutlicht
auch, warum der Bildungszeitraum der nativen Struktur mit zunehmender
Komplexitat der RNA zunimmt. Je mehr alternative Konformationen gebildet
werden konnen, die nicht der nativen Struktur entsprechen (in der Abbildung
als 'misfolded states' bezeichnet), desto weniger RNA-Molekile finden direkt
die native Struktur. Mit der Komplexitat der RNA steigt ebenfalls die Anzahl
stabiler koexisitierender Intermedia-
te. Nur 5-10% z.B. der Tetrahyme-

na Vorlaufer-RNA und ein noch ge-

Unfolded States

ringerer Anteil des Ribozyms bilden

TR

unter physiologischen Bedingungen l;,;',’,,;;-,,

die native Konformation innerhalb QR
von 30 Sekunden aus (Russel et

al., 1999, Pan et al., 1997).

Ein ebenso wichtiger Punkt bei der
Strukturbildung ist die Geschwin-
digkeit der Transkription. Da durch
die Polaritat des Transkriptionspro-
zesses die Synthese der RNA se- Misfolded states |
quentiell verlauft, kbnnen sich zu- Native state

nachst lokale Strukturen zwischen Abb. 1.1: Darstellung der freien Energie

bei RNA-Strukturbildung. Stabile Intermedi-
unmittelbar benachbarten Berei- ate und Alternativstrukturen konkurieren mit

der nativen Konformation (aus Thirumalai und
chen ausbilden, bevor die zu einem  Woodson, 1996).
spateren Zeitpunkt synthetisierten
Sequenzbereiche fur die Ausbil-
dung von 'long-range'-Wechselwirkungen zur Verfligung stehen. Lewicki und
Mitarbeiter konnten zeigen, dal} ribosomale 16S rRNA, die in vivo durch eine
schnelle Phagen-Polymerase transkribiert wurde, nicht in funktionelle 30S Un-

tereinheiten assembliert werden konnte (Lewicki et al., 1993). Wurde die Re-
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aktionstemperatur auf 25°C verringert und die Geschwindigkeit der Phagen-
Polymerase somit herabgesetzt, war eine Assemblierung der 16S rRNA in

funktionelle 30S Untereinheiten maoglich.

1.6 RNA-Protein-Wechselwirkungen

RNA-bindenden Proteinen prasentiert sich aufgrund der hoheren Strukturviel-
falt bei RNA ein groeres Spektrum an verschiedenen Bindemotiven als bei
DNA. Trotz der ernormen Strukturvielfalt, die bei den verschiedensten RNAs
zu finden ist, sind die Sequenzen und die nativen Strukturen der ribosomalen

RNAs in den verschiedenen Organismen hoch konserviert. In den letzten Jah-

\&/7\55{,%

Rev-RRE Oct-1 Homeodomain

L11-C76 - rRNA

BIV Tat-TAR Met Repressor

Abb. 1.2: Geometrie verschiedener RNA-Protein-Komplexe. Die dargestellten Bei-
spiele verdeutlichen, wie genau sich Proteine durch gezielte Abstimmung der binden-
den Aminosaurereste an die lokale Nukleinsdure-Geometrie anpassen kénnen. In der
Mitte des jeweiligen Komplexes ist das Bindemotiv der Proteinkomponente dargestellt,
wie es die Struktur des als Band dargestellten Nukleinsdurebereiches der Bindung er-
kennt. Man kann sehr gut die Anpassung der Proteine an die jeweilige Nukleinsdurege-
ometrie durch die Variation des Bindungsmotives erkennen. Bei den beiden mittleren
Komplexen handelt es sich um DNA-Protein-Wechselwirkungen (aus: Draper, 1999).

ren liessen sich durch das Studium verschiedener RNA-Protein-Komplexe In-
formationen Uber die Erkennungsmotive auf Seiten der RNA gewinnen. Bei
den Experimenten wurde jedoch auch deutlich, dal3 bei der Bildung der ver-
schiedenen Komplexe nicht notwendigerweise nur das Protein eine

Konformationsanderung durchlaufen muf3.
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Bei den mittlerweile mehr als 89 untersuchten und bekannten Komplexen
konnten die RNA-bindenden Proteine durch verschiedene Bindungsmotive in
zwei Gruppen unterteilt werden (Jones et al., 2001; Draper, 1999). Die erste
Gruppe bilden Proteine, die in den Furchen der RNA binden. Dazu werden o-
Helices, 31p-Helices, R-Ketten oder unregelmassige Loops als Bindungsmoti-
ve auf Seiten des Proteins ausgebildet. Die Proteine dieser Bindungsklasse
erkennen sowohl die Basensequenz als auch die lokale Geometrie der Fur-
che. Durch die Ausbildung dieser angepal3ten Motive kann das Protein den
Bindungsbereich der RNA sehr prazise erkennen. Das "Auflésungsvermogen”
der Erkennungsmotive kann durch den Einbau von Glycinresten verbessert
werden. Durch Glycinreste wird nicht nur
die "Reichweite" des Erkennungsmotivs
vergroRert. Diese Modifikation erlaubt zu-
satzlich eine bessere Annaherung and die

Amid- und Carbonylgruppen des RNA-

Ruckgrats.

Die zweite Gruppe der Proteine prasentiert
Bindungstaschen, die aus R-Faltblattern free L11
zusammensetzen. Diese Gruppe von Pro-
teinen bindet an einzelstrangige RNA

(Draper, 1999). Wie genau sich Proteine

P

mit den entsprechenden Motiven der Ge-

ometrie der Nukleinsdure anpassen kon-

nen, kann man auf den Beispielen in Ab- p'
. free RNA S15-RNA complex
bildung 1.2 erkennen.

1.7 'induced fit'-Mechanismen

Die Bildung von RNA-Protein-Komplexen

kann die Struktur beider Bindungspartner

auf drei Arten beeinfluBen. Entweder an- Abb. 1.3: Konformationsénderungen

; ; ; ; der Komponenten bei verschiedenen
dert sich die Konformation der RNA, die RNA-Protein-Komplexen (aus: Willi-

Konformation des Proteins oder die Kon- amson et al., 2000).
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formationen beider Molekile. In Abb. 1.3 werden alle drei Arten der gegensei-
tigen BeeinfluBung durch die folgenden Komplexe illustriert. Ein Beispiel fur
eine protein-induzierte Konformationsénderung ist der S15-rRNA-Komplex.
S15 bindet an dem Knotenpunkt dreier Helices. Die rRNA durchlauft dabei
grole Konformationsanderungen, wahrend das Protein seine Konformation
kaum andert (Williamson et al., 2000).

Der L11-rRNA-Komplex dagegen ist ein Beispiel fur eine RNA-induzierte Kon-
formationsénderung. L11 bildet einen Teil des Wechselwirkungsbereiches mit
den Elongationsfaktoren EF-G und EF-Tu und ist Element der Bindungsstelle
fur das Antibiotikum Thiostrepton. In diesem Fall muf® die RNA das Erken-
nungsmotiv als Tertiarstruktur in der richtigen Konformation prasentieren. Ein
flexibler Loop des Proteins nimmt durch die Bindung an die RNA eine geord-

nete Struktur ein.

Eine beidseitig induzierte Konformationsanderung erfolgt bei der Bildung des
U1A-UTR-Komplexes. Die RNP-Konsensus-Domane des U1A Proteins bindet
an einen internen Loop an der 3'-untranslatierten Region der eigenen mRNA
zur Regulation der Polyadenylierung. Dabei verandern beide Bindungspartner

ihre Konformation (Williamson et al., 2000).

Faktoren, die die Erkennungsregion eines Proteins auf Seiten der RNA struk-
turell beeinfluBen, kénnen somit zu einer Verbesserung oder Verschlechte-

rung der Proteinbindung fuhren

1.8 Ribosomen — Regulation und Biogenese

Ribosomen gehdéren zu den am besten untersuchten Protein-RNA-
Komplexen. Das bakterielle Ribosomen besteht aus 3 ribosomalen RNAs und
55 ribosomalen Proteinen und zahlt damit zu den gréften in Bakterien vor-
kommenden Ribonukleoproteinkomplexen. Obwohl dieser Komplex bereits
seit mehr als 30 Jahren intensiv erforscht wird, wurde erst 2000 die Rontgen-
struktur der ribosomalen 30S-Untereinheit von Thermus thermophilus inklusi-

ve der ribosomalen Proteine verdffentlicht (Wimberly et al., 2000).
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Als zentraler Ort der Proteinbiosynthese sind Ribosomen essentiell fur das
Wachstum der Zelle. Da gerade in der exponentiellen Wachstumsphase ein
grofRer Anteil der Ressourcen einer Zelle in der Proteinbiosynthese umgesetzt
wird, bedarf dieser Prozel} einer sehr genauen Regulation, die auf mehreren
Ebenen erfolgt. Die Regulationen der Synthese von ribosomalen Proteinen
und ribosomaler RNA sind effizient miteinander verbunden. Die Synthese der
ribosomalen Proteine mul} koordiniert erfolgen, da die Gene auf unterschiedli-
chen Transkriptionseinheiten liegen (siehe Abb. 1.4, Ellwood and Nomura,
1982). Nomura konnte zeigen, dal} einige ribosomale Proteine durch einen als
autokatalytische Ruckkopplung bezeichneten Mechanismus ihre eigene Syn-
these regulieren konnen ( Nomura et al., 1984). Zum einen kdnnen sie an ihre
eigene mMRNA binden und fungieren somit als ihr eigener Translationsrepres-
sor (Jinks-Robertson and Nomura, 1982). Zum anderen haben Jinks-
Robertson und Gourse aul3erdem gezeigt, dal® die translationelle Rickkopp-
lung der Synthese ribosomaler Proteine ebenfalls Uber die Menge an freier
ribosomaler RNA reguliert wird (Jinks-Robertson et al., 1987; Gourse et al.,
1996). Die Synthese der ribosomalen Komponenten wird somit tGber ein kom-

plexes Regulationsnetzwerk uberwacht und gesteuert.

Da die Translationsgeschwindigkeit 20 Aminosauren pro Sekunde nicht uber-
schreiten kann, mul} die Anpassung einer Bakterienzelle an sich verandernde
Wachstumsbedingungen Uber die Ribosomenanzahl erfolgen. Gausing konnte
bereits 1977 zeigen, dal die Syntheserate der ribosomalen RNA und damit
der Ribosomen mit dem Quadrat der Wachstumsrate ansteigt (Gausing et al.,
1977).

820 S2EF-Ts

S6 prig S181L9

E. coliK-12

thrS IF-3 L35 L20pheS

Abb. 1.4: Position der ribosomalen Operons und der Gene
fur die ribosomalen Proteine im E. coli -Genom.
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Die Assemblierung der ribosomalen Untereinheiten erfolgt in einem selbstab-
laufenden Prozel3, der fur die kleine ribosomale Untereinheit in vitro erstmals
von Held und Nomura 1974 durchgefuhrt wurde. Bei diesen Experimenten
konnten die Bindungsabhangigkeiten der ribosomalen Proteine in der 30S Un-
tereinheit aufgeklart werden. Die ribosomalen Proteine erkennen Bindungs-
motive anhand strukturierter RNA-Regionen. Durch die Bindung erfolgen wei-
tere Umstrukturierungen der ribosomalen RNA, die dadurch Erkennungsmoti-
ve fur die nachfolgenden Proteine ausbildet, usw. Die Bindungsabhangigkei-

ten sind auf der Assemblierungskarte in Abb. 1.5 dargestellt.

-
|
»

-
'
[l
fom

-
?

Abb. 1.5: ,Assemblymap“ der ribosomalen 30S Untereinheit von E.
coli., nach Held et al., 1974. Die Interaktionen und Abhangigkeiten
zwischen den einzelnen ribosomalen Proteinen sind durch Pfeile ge-
kennzeichnet. Je starker der Pfeil, desto starker ist auch der Effekt auf
die Bindung der folgenden Proteine. Proteine oberhalb der punktierten
Linie sind zur Bildung eines RI-Partikels notwendig.

Proteine, die unmittelbar an die 16S rRNA binden kénnen, werden als ,primar
bindende® Proteine bezeichnet. Die Erkennungsmotive fir diese Proteine
werden direkt von der rRNA ausgebildet und sind nicht von der Bindung ande-
rer ribsomaler Proteine abhangig. Diese Proteine (S4, S7, S8, S15, S17 und
S20) sind essentiell fir den weiteren Assemblierungsverlauf notwendig, da
durch ihre Bindung die Erkennungsregionen fir die nachfolgend bindenden
Proteine ausgebildet werden. Die Faltung in die native Konformation der ribo-
somalen Untereinheit ist deshalb von der rRNA und von den ribosomalen Pro-

teinen abhangig.
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Held und Nomura konnten aulierdem zeigen, dal} in vitro eine Assemblie-
rungstemperatur von 40°C notwendig ist, um native 30S Untereinheiten zu
erhalten, die eine vollstandige Proteinbesetzung zeigen. Unterhalb dieser kri-
tischen Temperatur werden lediglich sogenannte Rekonstitutions-Inter-
mediate, auch als ,RI-Partikel“ bezeichnet, ausgebildet. Diesen Partikeln feh-
len die in Abb. 1.5 unterhalb der gepunkteten Line dargestellten Proteine S2,
S3, S10, S14 und S21. Der Vorstellung nach bedarf es der bei 40°C zur Ver-
fugung stehenden Energie, um eine wichtige Konformationsanderung im RI-
Partikel zu induzieren, die anschlieend dazu fihrt, da} die noch fehlenden

Proteine gebunden werden.
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1.9 Der Leader-Bereich — Struktur und Funktion

Bei der Leader-Region handelt es sich um einen hochkonservierten Sequenz-
bereich, der zahlreiche regulatorische Funktionen besitzt. Als Leader-Region
wird der 5'-seitig der 16S rRNA liegende Sequenzbereich ab dem P2-
Promotor bezeichnet. Innerhalb dieses kotranskribierten Sequenzbereiches
liegen die 'nut-adhnlichen Elemente BoxB, BoxA und BoxC, sowie die
t.-Region. In der Abb. 1.6 ist das rrnB-Operon als Beispiel fur den Aufbau ei-
ner ribosomalen Transkriptionseinheit von E. coli dargestellt. Die Leader-
Region wurde vergrof3ert, um die im Leader befindlichen regulatorischen Ele-
mente darstellen zu kénnen. Die von dem Leader-Bereich vermittelten regula-

torischen Funktionen sollen im folgenden kurz zusammengefal3t werden.

16S tRNA 238 58
R ‘IH =TT, —

BoxB BoxA BoxC t -Struktur

/
L —HH —
tht |
nut-dhnliche Elemente ? ?

RNA Polymerase RNA Polymerase
Pausierungsstelle Pausierungsstelle

Abb. 1.6: Aufbau des ribosomalen rrnB-Operons von E. coli. Die
Strukturgene fir die ribsomalen rRNAs stehen unter der Regulation
eines Tandem-Promotors. Der vor dem 16S rRNA-Gen liegende Le-
ader-Bereich und dessen regulatorischen Elemente wurden vergro-
Rert dargestellt.

1.9.1 Prozessierunqg

Eine grundlegende Leader-vermittelte Funktion besteht in der Prasentation
des initialen Prozessierungssignals bei der Reifung der 16S rRNA. Dabei bil-
det der Leader-Bereich mit dem Spacer-Bereich zwischen der 16S rRNA und
der 23S rRNA eine stabile Wechselwirkung aus, welche das Prozessierungs-
signal fur die RNase lll darstellt. Die RNase lll ist das erste von mehreren En-

zymen (z.B. RNase E, RNase P und RNase F), die an der Reifung der ribo-
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somalen RNAs beteiligt sind. Die Schnittstellen der an der Prozessierung be-
teiligten Enzyme sind in der Abbildung 1.7 schematisch dargestellt. Die in
dieser Arbeit untersuchten Punktmutationen in der t -Region des Leaders ha-
ben keinen Einflul auf die Prozessierung durch die RNase Ill. Arbeiten von
Thelen belegen, dald innerhalb des Leader-Bereichs der t -Mutante die Pro-

zessierung korrekt erfolgt (TheilRen et al., 1990a).

23S RNA

23— 123

Riase || —=— RNase Il =

| |

|
H [ RNase £
(1]

RNase P RNaseF 1 T2
s N 1 1 r—H o
e | B Ed -
[
} 53 RNA

Abb. 1.7: Schematische Darstellung der Prozessierungspositionen beim
rrmB-Operon von E. coli. Der Leader-Bereich bildet mit dem Spacer-Bereich
die Schnittstelle fiir die Rnase Il aus (links). Aus: Wagner et al., 1993

1.9.2 Antitermination

Der Vorgang der Antitermination ist aus dem Phagen A bekannt. Das N-
Protein des Phagen bindet zusammen mit den wirtseigenen Nus-Faktoren an
sogenannte 'nut-sites' (N-utilization-sites). Dies sind die Boxen A, B und C.
Durch Wechselwirkung dieser Faktoren mit der RNA-Polymerase entsteht ein
Antiterminationskomplex (Horwitz et al., 1987), der es der Polymerase ermdg-
licht, Uber Terminatoren hinwegzulesen. Beim Phagen A wird so eine zeitge-

steuerte Genexpression ermoglicht.

Die im Leader-Bereich gefundenen 'nut-ahnlichen Elemente BoxB, BoxA und
BoxC weisen hohe Homologien zu den 'nut-sites' des Phagen A auf. Da ein

fur diesen Antiterminationsmechanismus wichtiger Faktor, das N-Protein, bis-
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her in E. coli nicht nachgewiesen werden konnte, eine Beteiligung der Leader-
RNA an Antiterminationsprozessen jedoch auch bei in vitro-
Transkriptionsstudien nachgewiesen werden konnte (Aksoy et al., 1984, Squi-
res et al., 1993), scheint die Leader-vermittelte Funktion der nut-ahnlichen

Elemente durch andere Mechanismen zu erfolgen.

1.9.3 Pausierung

Ein weiterer wichtiger Mechanismus der Genregulation sind Pausierungser-
eignisse bei der Transkription. Verschiedene Faktoren konnen dafur sorgen,
dall die RNA-Polymerase an definierten Pausierungstellen die Transkription
vorubergehend unterbricht. Im in vitro-System konnten die Transkriptions-
faktoren NusA, ppGpp und die DNA-Topologie als pausen-vermittelnde Fakto-
ren identifiziert werden (Theilen et al., 1990a, Krohn et al., 1992, Krohn and
Wagner, 1995). Wie auf Abbildung 1.6 zu erkennen, liegen im Leader-
Bereich, unter anderem in der t -Region, einige Pausierungsstellen. Diese
kdnnten z.B. dafir sorgen, daf} sich die native Struktur des Leaders ausbilden
kann, bevor die Transkription der 16S rRNA beginnt und der Leader seine fal-

tungsunterstutzende Hilfsfunktion vermittelt.

1.9.4 Strukturierung und Assemblierung

Der fUr diese Arbeit zentrale Aspekt der Leader-vermittelten Funktionen ist die
Rolle des Leaders bei der Strukturierung und Assemblierung der 30S Unter-
einheit. Sowohl die BoxA als auch die t -Region haben einen Einflu® auf die
Strukturbildung der 16S rRNA. Eine Deletion der BoxA fuhrt zu einer verrin-
gerten Menge an 16S rRNA und damit zu einer Reduktion des ,30S-Pools”
(TheiBen et al., 1990b). In dieser Arbeit werden die Auswirkungen von
Punktmutationen untersucht, die in der t -Region des Leaders eingefuhrt wur-
den. Da die Prozessierung durch die Mutationen nicht betroffen ist (TheilRen
et al., 1990a) und eine Akkumulation an defekten 30S Untereinheiten beo-
bachtet werden konnte, wurde ein strukturvermittelnder Effekt der t -Region
des Leaders auf die Faltung und Assemblierung der 30S Untereinheit postu-

liert. In weiteren Arbeiten konnte die Auspragung eines kalte-sensitiven Pha-
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notyps auf defekte 30S Untereinheiten zurtickgefiihrt werden, deren Defekte
widerum durch die Punktmutationen im Leader-Bereich der 16S rRNA verur-
sacht werden (Theil3en et al., 1993). Nachfolgende Untersuchungen zeigten,
dald der Leader direkte Kontakte zur 16S rRNA ausbilden kann, die sich in
frGhen Bereichen der 5-Region der 16S rRNA befinden (Pardon et al., 1995).
Die Analyse der 16S rRNA in den defekten Partikeln brachte zahlreiche struk-
turelle Unterschiede zu der 16S rRNA aus intakten 30S Untereinheiten hervor
(Balzer et al., 1998). Arbeiten von Besangon konnten zeigen, dal} der Leader
ausschlieRBlich mit der 5°-Region der 16S rRNA interagieren kann. Diese
Wechselwirkung wird zu einem spateren Zeitpunkt durch die wesentlich stabi-
liere Interaktion zwischen Leader und Spacer abgelost. Der aus Leader- und
Spacersequenzen gebildete Doppelstrang enthalt die Rnase IlI-Schnittstelle.
Zusatzlich konnte ein kinetischer Einflul des Leaders auf die Bildungsge-
schwindigkeit bestimmter Helices in der 16S rRNA gezeigt werden (Besangon
et al., 1999), der Hinweise auf die ,chaperonartige“ Hilfsfunktion bei der Bio-
genese der ribosomalen 30S Untereinheit lieferte. Zu diesem Zeitpunkt waren
allerdings noch keine naheren Informationen tber den Mechanismus der Lea-
der-vermittelten Einflisse bekannt. Dieser Informationsstand war der Aus-
gangspunkt dieser Arbeit, die zu weiteren Erkenntnissen uber die Leaderef-

fekte und den strukturellen Mechanismus der ,Chaperonfunktion® fihren soll.



Einleitung 20

Fragestellung und Konzeption der Arbeit

In der vorliegenden Arbeit soll durch in vitro Analysen der Einflu von 5‘-seitig
zusatzlich transkribierten Sequenzen auf die Strukturbildung und der Reifung
der kleinen ribosomalen Untereinheit untersucht werden. Strukturelle Unter-
suchungen der defekten 30S Untereinheiten zeigten einen Assoziationsdefekt
der akkumulierenden 30S Untereinheiten, die somit nicht mehr in der Lage
waren, zu intakten 70S Ribosomen zu assoziieren. Aufbauend auf diesen Er-
kenntnissen, sollte in dieser Arbeit der Einflu® des Leaders auf die Strukturie-
rung der 16S rRNA und die Assemblierung zur 30S Untereinheit in vitro unter-

sucht werden.

Durch in vitro Rekonstitutionsexperimente mit beiden Leaderformen (Wildtyp-
Leader und Mutante) soll der Einflu auf die Partikelbildung bei verschiede-
nen Temperaturen untersucht werden, um Hinweise auf die postulierte tran-
siente Hilfsfunktion des Leaders erhalten zu kdnnen. Assemblierungsstudien
mit der isolierten 5‘-Region und mit der vollstandigen 16S rRNA sollen zeigen,
ob der Leader eine Rolle bei der Strukturierung des zentralen Pseudoknotens
spielt (Brink et al., 1993). Dabei handelt es sich um ein wichtiges tertiares
Strukturelement, welches im Zentrum der 16S rRNA alle Domanen miteinan-

der verbindet.

Eine strukturelle Untersuchung der assemblierten Partikel durch chemische
Modifikation soll einen Einblick in die Leader-vermittelten Strukturveranderun-
gen auf RNA-Ebene ermdglichen, die zu einer veranderten Proteinbesetzung
fuhren. Mit dieser Methode soll erstmals die strukturelle Analyse des Leaders
im assemblierten aber noch nicht prozessierten Zustand innerhalb des Parti-
kels ermoglicht werden. Dadurch sollen gleichzeitig strukturelle Informationen
uber den Wirkort (die 16S rRNA) und Uber den Bereich der chaperonartigen
Hilfssquenz (der Leader) gesammelt und so weitere Einblicke in den Mecha-

nismus der Leader-vermittelten Faltungshilfe gewonnen werden.

In einem letzten Teil soll der Aspekt der kinetischen Beeinfluung der Bil-
dungsgeschwindigkeiten bestimmter Bereiche der 16S rRNA durch den Lea-
der aufgegriffen und durch eine geeignete Methode detailierter untersucht
werden. Durch eine zeitabhangige Modifkation soll die Faltung der denaturier-

ten 16S rRNA in Abwesenheit der Proteine verfolgt werden. Die dadurch ge-
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wonnenen Daten sollten einen Blick auf die zeitliche Strukturbildung der Um-
gebung der untersuchten Bereiche auf Nukleotidebene erlauben. Eine Lea-
der-vermittelte Funktion auf den kinetischen Verlauf der Faltung sollte mit die-

ser Methode nachzuweisen versucht werden.

Die ,chaperonartige” Hilfsfunktion bei der Assemblierung der 30S Untereinheit
ist eine von mehren regulatorischen Funktionen des Leaders. Bisherige Arbei-
ten zu dieser Leaderfunktion beschaftigten sich mit der frihen (Struktur des
Leaders und der Ort der Wechselwirkung in der 16S rRNA) und der spaten
(Struktur der defekten 30S Untereinheiten) Leaderwirkung. Aufbauend auf
diesen grundlegenden Erkenntnissen soll in dieser Arbeit die Leaderwirkung
auf die ersten Assemblierungsschritte untersucht werden, um damit das Bild
eines Modellsystems fur eine Chaperonfunktion auf RNA-Basis weiter zu ver-

vollstandigen.
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2 Ergebnisse

2.1 Der EinfluB des Leaders auf die Proteinbindung von Assemblie-

rungsvorstufen

Der upstream des 16S rRNA-Strukturgens liegende Leader-Bereich hat einen
direkten EinflulR sowohl auf die Strukturbildung der 16S rRNA, als auch auf
die Assemblierung der ribosomalen 30S Untereinheit. Dies wurde unter ande-
rem durch Arbeiten von Pardon und Besangon gezeigt. Dabei lie3 sich durch
,Cross-link“-Experimente eine direkte Interaktion des Leaders mit Elementen
der 5'-Region der 16S rRNA nachweisen (Pardon et al., 1995). Komplex-
Bildungsanalysen des Leaders mit Teilen der 16S rRNA belegten, dal3 der
Leader nur mit der 16S rRNA interagieren kann, solange die 3'-seitige
Spacer-Sequenz noch nicht fur die Ausbildung des Prozessierungssignals zur
Verfugung steht. Die transienten Leaderkontakte zur 16S RNA erstrecken sich
somit auf die 5-Region. Dies konnte durch die Komplexstudien nachgewiesen

werden (Besancgon et al., 1999).

Analysen des Verhaltnisses ribosomaler Untereinheiten in Wildtypzellen und
solchen, die Punktmutationen im Leader beeinhalten, ergaben, dal} der Anteil
an intakten 70S Ribosomen und dissoziierten 30S Untereinheiten im Falle des
mutierten Leaders drastisch reduziert war. Eine strukturelle Untersuchung der
30S Untereinheiten ergab dartber hinaus zahlreiche Unterschiede im Ver-
gleich zu den 30S Untereinheiten aus den Wildtypzellen. Strukturelle Unter-
schiede konnten also, obwohl der Leader in reifen Untereinheiten nicht mehr

vorhanden ist, in vivo bestatigt werden (Balzer et al., 1998).

Da in vivo die Assemblierung der 16S rRNA zur funktionellen 30S Unterein-
heit mit der Prozessierung des Leaders einhergeht und der Leader in der Zel-
le nur eine geringe Halbwertszeit besitzt, multe die Assemblierung fir eine in
vitro-Analyse von der Prozessierung entkoppelt werden, um so die durch den

Leader vermittelten Effekte auf die Strukturbildung aufklaren zu kénnen.

Das von Held und Nomura 1973 entwickelte Rekonstitutionssystem wurde

abgewandelt, um ein Studium der Assemblierung in vitro zu ermoéglichen. Da
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auch in vitro ein ,Einfrieren des Assemblierungsprozesses zu definierten
Zeitpunkten nicht moglich ist, muldte ein alternativer Weg gefunden werden,
um die ersten Faltungsschritte in Anwesenheit des Leaders untersuchen zu
kénnen. Eine Moglichkeit bestand darin, das System thermodynamisch zu li-

mitieren.

Die Strukturbildung von RNA ist in starkem Male von der zur Verfiigung ste-
henden Energie abhangig. Die Arbeiten von Held und Nomura am in vitro-
Rekonstitutionssystem zeigten, dafd ein sogenannter ,hitze-aktivierender*
Schritt notwendig ist, um intakte ribosomale Untereinheiten zu assemblieren,
die alle ribosomalen Proteine enthalten (Held und Nomura, 1973). Unterhalb
einer Temperatur von 40°C bilden sich bei dem selbstablaufenden Assemblie-
rungsprozely sogenannte RI-Partikel (Reconstitution Intermediates) aus, die
nicht alle 21 ribosomalen Proteine enthalten. Erst durch die Inkubation bei
40°C kommt es im RI-Partikel zu einer strukturellen Konformationsanderung,
die eine Bindung der noch fehlenden Proteine ermdglicht. Held und Nomura
konnten in ihrem System die energetischen Abhangigkeiten bei der Struktur-
bildung ribosomaler Untereinheiten somit eindeutig zeigen. Es ist vorstellbar,
dald wahrend der Transkription und der gleichzeitig stattfindenden Strukturie-
rung der 16S rRNA koexistierende Strukturen ausgebildet werden, die Uber
zahlreiche Konformationsanderungen den korrekten Faltungs- und Assemblie-
rungspfad zum RI-Partikel durchlaufen. Wird die bendtigte Aktivierungsener-
gie bereitgestellt, kann auch die letzte thermodynamische Hirde, der Uber-
gang vom RI-Partikel zur nativen ribosomalen Untereinheit Uberwunden wer-
den. Bei einer Verringerung der Temperatur sind die zur Faltung bendtigten
Aktivierungsenergien fur einige koexisitierende Strukturen grof3er als die dem
System zur Verfigung stehende Energie. Bestimmte Konformationsibergan-
ge, die zum Erreichen der nativen Struktur notwendig sind, konnen durch die
thermodynamische Limitierung nicht erfolgen. Alternative, moglicherweise
nicht funktionellen Zwischenstufen des Assemblierungspfades sind auf diese

Weise vielleicht ,energetisch arretierbar”.

Um unter den oben genannten Gesichtspunkten die EinfliRe des Leaders auf
die korrekte Strukturfindung der 16S rRNA zu untersuchen, wurden in vitro-

Assemblierungsstudien bei verschiedenen Temperaturen durchgefuhrt. Ne-
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ben den Studien bei 40°C, der Temperatur, bei der die Ausbildung intakter
Partikel moglich ist, wurde die Assemblierung bei 30°C und bei 12°C unter-
sucht. Die fur diese Experimente bendtigten RNAs wurden durch in vitro-
Transkriptionen mit den entsprechenden T7-Transkriptionsvektoren herge-
stellt. Die ribosomalen Proteine wurden aus isolierten Ribosomen in Form von

ribosomalem Gesamtprotein (TP70) prapariert (siehe Material & Methoden).

Durch einen Vergleich der bei der jeweiligen Reaktionstemperatur assemblier-

ten Partikel sollten folgende Fragen beantwortet werden:

1. Welchen Einfluy hat die Anwesenheit des Leaders auf die Partikelbildung

in vitro im Vergleich zur Assemblierung der Leader-freien 16S rRNA?

2. Kodnnen die in vivo zur Auspragung eines kalte-sensitiven Phanotypes flh-
renden Punktmutationen im Leader auch bei einer in vitro-Assemblierung

strukturelle Unterschiede auslosen?

Im ersten Experiment wurde daher zunachst die Assemblierung von Partikeln
mit allen drei Derivaten (leaderfreie Kontrolle, Wildtyp-Leader und mutiertem

Leader) untersucht.

2.2 Proteinbindung an der isolierten 5‘-Region

An der Assemblierung der ribosomalen 30S Untereinheit sind neben der 16S
rRNA 21 ribosomale Proteine beteiligt. Bei einem derart komplexen System,
scheint es zunachst schwierig, durch den Leader vermittelte Effekte auf die
Proteinbindung z. B. von solchen zu unterscheiden, die indirekt durch Wech-
selwirkung zwischen Proteinen vermittelt werden. Es bedurfte somit zunachst
einer Vereinfachung des Systems, um den direkten Leader-Effekt studieren

zu kbnnen.

Da sich die direkte Wechselwirkung des Leaders auf die 5-Region der 16S
rRNA beschrankt, wurden die Analysen zunachst an verkurzten 16S rRNA-
Transkripten durchgefiihrt, die nur die ersten 614 Nukleotide enthalten. Das
Studium der betroffenen Domane, unabhangig von den Einflissen der ubri-

gen Domanen, ermoglichte die Analyse eines limitierten Proteinmusters und
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dadurch einen einfacheren Zugang zum System. In dieser Region binden die
ribosomalen Proteine S4, S5, S16, S17 und S20. Um die Leader-Effekte zu-
ordnen zu koénnen, wurde neben den beiden leaderhaltigen 5‘-Regionen
(Wildtyp- oder mutierter Leader in cis) auch die leaderfreie 5'-Region assemb-
liert.

Nach dem Protokoll von Held und Nomura wurden die Transkripte in einer
Endkonzentration von 200 nM in die Assemblierung eingesetzt. Um zu ge-
wahrleisten, dald alle ribosomalen Proteinen in ausreichenden Mengen im
Reaktionsgemisch vorhanden sind, wurden die Assemblierungsreaktionen mit
einem 5fach molaren Uberschu an TP70 durchgefiihrt. Durch diese Vorge-
hensweise wurde ebenfalls versucht, praparationsbedingte Mengen-
Unterschiede zwischen einzelnen TP70-Praparationen zu minimieren. Die As-
semblierungsansatze wurden auf Eis gemischt, durch Zugabe des ribosoma-
len Proteingemisches gestartet und anschlieBend eine Stunde bei der ent-

sprechenden Temperatur inkubiert.

Die Reaktionstemperaturen betrugen, 12°C, 30°C und 40°C. Bei 40°C handelt
es sich um die Standardbedingungen nach Held und Nomura, wohingegen
bei 12°C die fur die meisten Konformationsanderungen notwendigen Aktivie-
rungsenergien nicht mehr zur Verfigung stehen und die gebildeten Partikel

schon sehr frih auf dem Assemblierungspfad ,arretiert” werden.

Zum Stoppen der Reaktion wurden die Proben nach Ablauf der Reaktionszeit
fur 10 Minuten auf Eis inkubiert. Um die assemblierten Partikel vom freien
Proteintberschul® zu trennen, wurden die Proben anschlie3end auf vorberei-
tete Saccharosegradienten aufgetragen. Der Gradientenverlauf betrug 10%
auf 30% Saccharose. Die Partikel wurden Uber Nacht zentrifugiert. Die Gra-
dienten wurden nach dem Lauf unter Verwendung eines Durchflul3-
Spektralphotometers fraktioniert und die Fraktionen in denen sich die Partikel
befanden, wurden gesammelt. Durch die Vewendung von TP70 im Uberschuf
konnte keine freie RNA mehr bei der Fraktionierung detektiert werden. Die
Partikel wurden aus der Saccharosel6sung gefallt, gewaschen und in 1x Re-
konstitutionspuffer resuspendiert. Ein Aliquot des jeweiligen Ansatzes wurde
entnommen, um die Bestimmung der RNA-Menge zur Normierung der Prote-

insignale zu ermoglichen.
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Um die Proben flr das 2D-Gelsystem vorzubereiten, wurden alle Partikel mit
RNase T1 hydrolysiert. Durch diesen Schritt wird die RNA abgebaut und die
Partikel zerfallen in freie Proteine. Diese Hydrolyse ist zwingend notwendig,
weil intakte Partikel durch die hohe negative Ladung der RNA nicht in das
Gelsystem einlaufen. Da ribosomale Proteine vorwiegend zu den basischen
Proteinen gehoren, erfolgt die Auftrennung in Richtung Kathode. Parallel zu
den Reaktionsansatzen wurde zusatzlich ein Gel mit freiem TP70 beladen,
um die Zuordnung der ribosomalen Proteine zu erleichtern und um bei fehlen-
den Proteinsignalen in den assemblierten Partikeln die Anwesenheit des ent-
sprechenden Proteins im TP70-Extrakt Uberprifen zu kénnen. Sollte also die
Bindung eines Proteins durch den Leader-Einflu} inhibiert werden, so kann
dies aus dem Vergleich mit dem TP70-Kontrollgel leicht erklart werden. Die
Gele wurden mit Coomassie Briliant Blue R250 gefarbt (5.2.9.1), Gber einen
Durchlichtscanner elektronisch erfasst und anschlieRend unter Verwendung

einer Quantifizierungssoftware ausgewertet.

Die ermittelten Rohdaten wurden gegen die im Spektral-Photometer bestimm-
te RNA-Menge, sowie gegen einen als Auftrags- und Farbestandard mit auf-
getrennten Proteinmarker rechnerisch normiert. Aus den normierten Werten
wurden die jeweiligen Verhaltnisse (Wildtyp-Leader zu Leader-freier Kontrolle
und mutierter Leader zu Leader-freier Kontrolle) gebildet. Bei der Verhaltnis-
bildung wurde ein experimenteller ,Uber-alles“-Fehler von 20% veranschlagt
und die entsprechenden Effekte ihrer Starke nach in folgende Kategorien

unterteilt:

e Ein Verhaltnis von 0.8 bis 0.5 spiegelt eine starke Bindung wieder, in den
3D-Strukturen dargestellt in hellgrin. Ein Verhaltnis kleiner als 0.5 steht

fur eine sehr starke Bindung und wird durch dunkelgriin reprasentiert.

e Ein Verhaltnis von 1.2 bis 2 weist auf eine schwache Bindung hin, die
durch orange dargestellt wird, wohingegen ein Verhaltnis groRer als 2 auf

eine sehr schwache Bindung hinweist und durch rot reprasentiert wird.

e Verhaltnisse zwischen 0.8 und 1.2 befanden sich somit im Bereich der

Fehlertoleranz und wurden als unverandert in grau dargestellt.
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Nachfolgend sind die 2D-Gele des Leader-freien Partikels bei allen drei Tem-

peraturen abgebildet

In der Abbildung 2.1 auf Seite 28 werden die Veranderungen im Proteinmus-
ter unter Verwendung der drei-dimensionalen Struktur von Wimberly (Wimber-
ly et al., 2000) dargestellt. In der oberen Reihe sind die Veranderungen bei
Anwesenheit des Wildtyp-Leaders im Vergleich zur Leader-freien Kontrolle
dargestellt. Die untere Reihe zeigt die Veranderungen bei Anwesenheit des
mutierten Leaders im Vergleich zur Leader-freien Kontrolle und kennzeichnet
so die Auswirkungen der Punktmutationen. Die Farbcodierung wird in der o-

beren rechten Ecke erlautert.
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2.2.1 Ergebnisse

Die Analyse bei 12°C zeigt zunachst, dald die im in vitro-System assemblier-
ten Partikel nur Proteine enthalten, die in der 5-Region binden kdnnen. Dies
sind S4, S5, S16, S17 und S20. Damit mussen die in vitro assemblierten Teil-
partikel den nativen Partikeln insofern entsprechen, dal} die Bindungsmotive
der funf Proteine in den Teiltranskripten der nattrlichen Anordnung sehr nahe
kommen mussen. S5 konnte bei den Assemblierungen der isolierten 5°-
Region bei keinem der drei Derivate nachgewiesen werden, obwohl es im
freien TP70-Gemisch eindeutig zugeordnet werden konnte. Da S16 und S17
auf den Gelen nicht als getrennte Signale aufgeldst werden konnten, wurden

sie als ein gemeinsames Signal ausgewertet.

Die Anwesenheit des Leaders sorgt bei 12°C fur eine leicht verbesserte Bin-
dung von S4 und S20 (Vergl. Abb. 2.1). Die Bindung von S16 und S17 wird
durch den Wildtyp-Leader leicht verringert. Die Punktmutationen im mutierten
Leader fuhren im Vergleich zur Leader-freien Kontrolle zu einer sehr starken

Bindung von S4, sowie zu leicht erhdhten Bindung von S20.

Bei 30°C zeigt der Leader in der Wildtyp-Form keinen Einflul auf die Protein-
bindung. Die Anwesenheit der Mutationen dagegen erhoht stark die Bindung
von S4.

Bei 40°C sorgt die Anwesenheit des Leaders fur eine leichte Verbesserung
der Proteinbindung von S16 und S17. S20 wird durch den Wildtyp-Leader
auch bei 40°C nicht beeinflut. Die Anwesenheit der Leader-Mutante fuhrt bei
40°C zu einer leicht erhdhten Bindung von S4. S16 und S17 bleiben bei der
Mutante bei 40°C unbeeinfluf3t.

Ein zu berlcksichtigender Aspekt ist das Fehlen von S5, obwohl es im TP70-
Extrakt nachgewiesen wurde. S5 bindet im Bereich des zentralen Pseudokno-
tens. Als Domanen-ubergreifendes Strukturelement enthalt dieser Sequenz-
elemente sowohl in der 5°-Region, als auch in der 3‘-Region. Da die in der 3'-
Region liegenden Sequenzelemente in den 16S rRNA-Teiltranskripten fur die
regulare Pseudoknotenformation nicht zur Verfugung stehen, wird das Fehlen
von S5 in allen drei Partikel-Derivaten dadurch erklarbar, dal} sich der Pseu-

doknoten im Bereich der S5-Bindung befindet. Die unmittelbarer Nahe des 5°-
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Endes der 16S rRNA konnte das Fehlen von S5 auch auf einen struktureller

Einflul des Leaders verantworlich erscheinen lassen.

2.3 Proteinbindung an der vollstandigen 16S rRNA

Durch die Analysen mit der isolierten 5°-Region konnte die Funktionalitat des
Rekonstitutionssystems belegt werden. Damit waren fur weitere Experimente

folgende Voraussetzungen gegeben:

e Die Auswirkungen der beiden Leaderformen auf die isolierte 5-Region lie-
Ren sich mit dem Verfahren der in vitro-Assemblierung untersuchen, da
nur Signale von Proteinen detektiert wurden, die auch erwartet werden

konnten.

e Durch Leader ausgebildete alternative Strukturen konnten durch Verringe-
rung der Assemblierungstemperatur “eingefroren” werden. Dies zeigte sich
durch Unterschiede zwischen Partikeln bei gleicher Assemblierungstempe-
ratur. Wenn alle Partikel die gleichen Assemblierungsschritte durchlaufen
wulrden und die Leaderwirkung lediglich kinetischer Natur ware, wurde
durch den Leader nur die Geschwindigkeit der Faltungsschritte verandert.
In diesem Fall wirde sich mit steigender Temperatur lediglich die Zunah-
me einzelner Proteine verandern. Es ware aber keine Reduktion einzelner
Proteine im Vergleich zu anderen Partikeln der gleichen Reaktionstempe-

ratur zu beobachten.

Aufgrund der bisherigen Ergebnisse sollte das in vitro Assemblierungssystem
daher auch geeignet sein, den Einflul® des Leaders auf die Assemblierung der
vollstandigen 16S rRNA zu beobachten. Da der zentrale Pseudoknoten ein
wichtiges Strukturelement fur die korrekte Partikelformation darstellt, und der
Leader unmittelbar an dieses Element angrenzt, kdnnte eine Analyse der as-
semblierten Vollange weiteren Aufschluld Uber eine Leader-vermittelte Veran-
derung in diesem Bereich geben. Aus der Arbeit von Balzer war bekannt, dal}
sich unter dem Einflull des mutierten Leaders gereifte 30S Untereinheiten
nicht nur in der 5-Region strukturell von den intakten Wildtyp-30S Unterein-
heiten unterschieden. Viele der auftretenden Unterschiede konnten ebenfalls

der zentralen, sowie der 3‘-Domane zugeordnet werden (Balzer et al., 1998).
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Da sich die strukturell durch den Leader vermittelten Effekte also nicht nur auf
die 5'-Region begrenzten, war eine Erweiterung der Analysen auf die Ubrigen
Regionen der 16S rRNA erforderlich.

Um den Einflul® der beiden Leaderformen auf die Ausbildung des Pseudokno-
tens zu untersuchen, mufdten die Transkripte um die notwendigen Sequenzen
verlangert werden. Um dies zu erreichen, wurden neue Plasmide konstruiert,
bei der eine 3‘-seitig des 16S rRNA-Strukturgens liegende, ca. 400 bp entfern-
te, singulare Restriktionsschnittstelle mittels PCR unmittelbar hinter das 16S
rRNA-Gen versetzt wurde. Dadurch konnten Transkripte hergestellt werden,
die nur 5 Nukleotide langer waren, als die native 16S rRNA. Da fir eine stabi-
le Wechselwirkung des 3'-seitigen Spacer-Bereichs mit dem Leader mehr als
40 Nukleotide notwendig sind, sollten die 5 zusatzlichen Nukleotide die Struk-

turbildung des restlichen Moleklils nicht beeinflu3en.

Auch diese Analysen wurden mit allen drei Derivaten (Leader-freie Kontrolle,
16S rRNA mit Wildtyp-Leader und 16S rRNA mit mutiertem Leader) bei
S5fachem Proteinuberschul durchgefuhrt (siehe 5.3.4). Die Reaktionen erfolg-
ten bei 12°C, 30°C und 40°C fur jeweils 1 h in 1x Rekonstitutionspuffer. Nach
der Inkubation wurden die Reaktionen auf Eis gestoppt und von jeder Probe
ein Aliquot zur Bestimmung der RNA-Menge entnommen. Anschliel3end er-
folgte die zweidimensionale Auftrennung (5.2.8.3). Die Analyse der Daten er-

folgte identisch zu der unter 2.2 beschriebenen Vorgehensweise.

In der Abbildung 2.2 auf Seite 32 sind wie schon flr die Ergebnisse in der
assemblierten 5°-Region, die 3D-Strukturen der kompletten 30S Partikel dar-
gestellt.
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Bei der Auswertung dieses Experimentes muf3ten folgende Einschrankungen

berlcksichtigt werden:

1. S5 liel3 sich bei 40°C zwar bei allen drei Derivaten nachweisen, das Sig-
nal war jedoch zu schwach um quantifiziert zu werden, so dafl® auf eine
numerische Auswertung verzichtet und das S5-Signal nicht in die grafi-

sche Darstellung mit einbezogen wurde.

2. Das Signal von S6 war in allen Fallen nicht einheitlich genug, um quantifi-

ziert zu werden, da es am Rande des Gels starke Verbreiterungen zeigte.

3. S11, S12 und S21 lieflen sich in keinem Partikel nachweisen, obwonhl sie

im freien TP70-Gemisch nachgewiesen werden konnten.

4. Die Proteine S15, S16 und S17 lieRen sich auch bei diesem Experiment
nicht eindeutig in diskrete Signale auflésen. Da S15 in der zentralen Do-
mane bindet, S16 und S17 jedoch in der 5-Domane binden, wurde im
Gegensatz zu den vorherigen Experimenten auf eine gemeinsame Aus-

wertung verzichtet.

2.3.1 Ergebnisse

Allgemein 1aRt sich bei den Analysen der Vollangen-Assemblierungen fest-
stellen, dal} sich mit Zunahme der Temperatur die assemblierten Partikel
immer mehr dem nativen Zustand nahern. So binden bei 12°C nur einige Pro-
teine, wohingegen bei 40°C alle (unter den oben genannten Einschrankun-
gen) bindenden Proteine vorhanden sind. Auch bei diesen Analysen wurde
das leaderfreie Partikel jeweils als Referenz verwendet. Der Assemblierungs-
fortschritt kann auf den 2D-Gelen im Anhang (siehe A.2) gut verfolgt werden.
Einige Proteine, wie z. B. S19 tauchen erst ab 30°C auf. Andere Proteine
nehmen von 12°C an mit steigender Temperatur in lhrer Intensitat zu, so z. B.
S9.

Im Unterschied zu den Studien an der isolierten 5-Region sind in Anwesen-
heit des Leaders im Vergleich zur Leader-freien Kontrolle bei keiner Tempe-
ratur Verstarkungen der Proteinsignale zu beobachten. Alle vermessenen
Proteine zeigen eine deutlich schwachere Bindung als im Leader-freien Parti-

kel. Allerdings lassen sich trotz der schwacheren Bindung in Anwsenheit bei-
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der Leader bei einigen Proteinen leichte Affinitatserh6hungen mit Zunahme
der Temperatur erkennen. Die Bindung von S7 wird in Anwesenheit beider
Leader bei 12°C stark verringert. Bei 30°C und 40°C kann jedoch eine leichte
Verbesserung der Bindung (zu erkennen am Ubergang von rot nach orange,
Abb. 3.2) beobachtet werden.

Auffallig ist, dal} trotz der Reifung des Partikels mit Zunahme der Temperatur
alle Proteine in der 3‘-Region ebenfalls in inhibitorischer Weise beeinfluf3t
werden, obwohl Leader und 3'-Region nicht in direkter Form miteinander in-

teragieren kdnnen.

Vergleicht man die Auswirkungen beider Leader-Derivate miteinander, so
lassen sich die Effekte der Leader-Mutante bei allen drei untersuchten Tem-
peraturen klar erkennen. Bei 12°C wird die Bindung von S4 im Falle der Mut-
ante nicht so stark gehemmt, wie in Anwesenheit des Wildtyp-Leaders. Die
Bindung von S13 hingegen wird bei der Mutante starker negativ beeinflufit,
als in Anwesenheit des Wildtyp-Leaders. Bei 12°C ist somit nur die Bindung
von S4 und S13 direkt durch die Leader-Mutationen betroffen.

Bei 30°C wird die Bindung von S4 in Anwesenheit beider Leader nicht
beeinflul3t. Die ribosomalen Proteine S10, S14 und S19 sind ab dieser Te-
mepratur vorhanden. Die Anwesenheit der Mutante sorgt im Vergleich zum
Wildtyp-Leader auRerdem fir eine bessere Bindung von S8, S9, S10 und
S20.

Bei 40°C kann nun auch S3 nachgewiesen werden. Die Anwesenheit der
Mutante fuhrt bei dieser Temperatur im Vergleich zum Wildtyp-Leader zu ei-
ner besseren Bindung von S4, sowie zu einer schlechteren Bindung von S3,
S14 und S19.

Da der Leader nur mit der 5-Region der 16S rRNA direkte Wechselwirkun-
gen eingehen kann, erscheint der Einflu des Leaders auf die Bindung von
Proteinen in der 3'-Domane zunachst Uberraschend zu sein. Um diese uner-
wartete Auftreten sogenannter ,long-range“-Wechselwirkungen aufklaren zu

konnen, sind Informationen Uber die Struktur der 16S rRNA und des Leaders
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in den jeweiligen Partikeln notwendig. Mit Hilfe dieser Informationen sollte es

maoglich sein, folgende Befunde aufklaren zu kdnnen:

1. Bei der isolierten 5°-Region hilft die Anwesenheit des Leaders bei der As-
semblierung, indem die Anlagerung der dort bindenden ribosomalen Pro-
teine verbessert wird. Der Leader zeigt somit in beiden Formen (Wildtyp

und Mutante) einen positiven Einflufd auf die Assemblierung.

2. Bei der 16S rRNA-Vollange hingegen scheint die Anwesenheit des Lea-
ders einen stdrenden Einfluld zu haben. Dies auldert sich in einer Verrin-
gerung bei allen detektierten Proteine. Die Leader-Mutationen kbnnen den
inhibitorischen Effekt in einigen Fallen abschwachen oder sogar kompen-

sieren.

3. Auch Proteine in der 3'-Domane sind mit steigender Temperatur in zu-
nehmender Weise betroffen, obwohl Interaktionen des Leaders nur mit

der 5'-Domane nachgewiesen werden konnten.

2.4 Der Leader und die Assemblierung: eine Frage der Struktur

Um die Verbindung zwischen der Interaktion des Leaders mit der 16S rRNA
und der darauf folgenden Bindung ribosomaler Proteine aufzuklaren, bedurfte
es einer detaillierten strukturellen Untersuchung der assemblierten Partikel.
Die auf Proteinebene gefundenen Einflif3e der Leader-Derivate haben ihre
Ursache in einer strukturellen Veranderung der von den Proteinen erkannten

Bindungsstrukturen in den entsprechenden Regionen der 16S rRNA.

RNA-bindende Proteine erkennen ihren Bindungsort durch die strukturelle
Umgebung. Dies bedeutet dal3, im Gegensatz zu z.B. einigen DNA-bindenden
Proteinen, die ihren Bindungsort anhand der Basensequenz erkennen, die
raumliche Anordnung der zur Bindung bendtigten RNA-Sequenz entschei-
dend ist. Eine strukturelle Untersuchung der Partikel sollte die auf Proteinebe-
ne gewonnenen Erkenntnisse bestatigen. Zusatzlich ist es so vielleicht mog-
lich, die scheinbaren Unklarheiten zwischen der Leaderwirkung auf die isolier-

te 5-Region und auf die Vollange aufzuklaren.
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Die in vitro-Assemblierungen wurden wie in den vorangegangenen Analysen
(5.3.4) durchgefuhrt. Lediglich das Reaktionsvolumen wurden aufgrund den
fur diese Untersuchung bendtigten geringeren Mengen entsprechend verklei-
nert. Auch in diesem Experiment sollte die Temepraturabhangigkeit der Struk-
turbildung fur alle drei Derivate (ohne Leader, Wildtyp und Mutante) unter-
sucht werden. Die Ansatze wurden entsprechend bei 12°C, 30°C und 40°C far
jeweils eine Stunde inkubiert. Anschlief3end erfolgte nach einer kurzen Inku-

bation auf Eis eine Modifikation mit Kethoxal bei 10°C.

Kethoxal ist ein strukturspezifisches Agens, welches einzelstrangige Guano-
sine durch Bildung eines labilen Flnfrings zwischen den beiden Carbo-
nylgruppen des Kethoxals und den Aminogruppen N1 und N2 des Guanosins
modifiziert. Diese Modifikation kann durch Anwesenheit von Borat stabilisiert
werden und fuhrt in einer nachfolgenden ,Primer Extension“-Reaktion zu ei-
nem spezifischen Abbruch an der vor der Modifikation befindlichen Position.
Die Strukturformeln von Kethoxal und des gebildeten Guanosin-Adduktes sind
in den Materialen und Methoden illustiert (5.3.9).

Die Modifikationen wurden bei 10°C fur eine Dauer von 30 Min. durchgefuhrt.
Die Modifikationstemperatur wurde so gewahlt, dal} sie unterhalb der niedrigs-
ten Assemblierungstemperatur liegt, um wahrend der Modifikationsphase wei-
tere Strukturumlagerungen zu unterbinden. Die assemblierten Partikel sollten
mit der Struktur, die sie wahrend des Assemblierungszeitraums eingenommen
haben, modifiziert werden. Nach der Modifikation wurden sie auf vorbereiteten
Saccharosegradienten vom freien Proteinliberschul3 getrennt. Vor dem ei-
gentlichen Experiment wurde Uberpruft, ob die Inkubation mit Kethoxal zu ei-
ner Veranderung der Partikelstruktur fuhrt. Dazu wurde die eine Halfte eines
Rekonstitutionsansatzes mit Kethoxal behandelt. Bei der zweiten Halfte des
Ansatzes wurde das entsprechende Volumen in Form von 10% Ethanol zuge-
geben (siehe 5.3.9). Beide Ansatze wurden bei 10°C inkubiert und anschlie-
Rend auf Saccharosegradienten aufgetrennt. Die beiden Partikel wiesen im
Rahmen der Fehlertoleranz keine Unterschiede im Sedimentationsverhalten

auf.

Bei den ,Primer Extension“-Analysen wurden die radioaktiv markierten Oligo-

nukleotide so gewahlt, dal} sie die Beobachtung der Zuganglichkeiten in den
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relevanten Bereichen erlaubten. Als relevant fur den Leader-Einflu® wurden

folgende Bereiche angesehen:

1. Der Leader selbst. Die Punktmutationen, die in vivo zur Auspragung ei-
nes kaltesensitiven-Phanotyps fuhren, befinden sich in Regionen des Le-
aders. Somit sollten bei den verschiedenen Assemblierungstemperaturen
Strukturunterschiede in beiden Leaderformen zu erwarten sein, die die
Faltung der 16S rRNA beeinflussen und so die Bindung der ribosomalen

Proteine verandern konnten.

2. Das unmittelbare 5‘-Ende der 16S rRNA. In diesem Bereich wurden in
den ,Cross-link“-Experimenten von Pardon, 1995 direkte Interaktionen
zwischen Leader und 16S rRNA nachgewiesen. Auch ein Teil des zentra-

len Pseudoknotens ist am 5‘-Ende lokalisiert.

3. Die Helices 4, 16, 17 und 18 sind die Orte der S4-Bindung. Da S4 als
primar bindendes Protein in direktem Kontakt zur 16S rRNA steht und im
Assemblierungsverlauf als eines der ersten Proteine binden kann, waren
in diesen Regionen ebenfalls strukturelle Unterschiede zu erwarten. Die-
se Annahmen werden auch durch die Daten der Proteinbindungsanalysen

(s.0) unterstutzt.

4. Die Helices 27, 28, 29 und 30. In diesem Bereich befindet sich das zwei-
te Element des zentralen Pseudoknotens, welches in der 3‘-Domane liegt.
AulBerdem sollten Bereiche in der 3'-Region auf strukturelle Veranderun-
gen untersucht werden, da die Interaktionen des Leaders nur in der 5'-
Domane erfolgen. Erwartungsgemald sollten demnach keine Strukturun-
terschiede in der 3'-Domane bei Anwesenheit des Leaders zu beobachten

sein.
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Auf der folgenden Abbildung sind die untersuchten Bereiche farbig hervorge-
hoben. Die einzelnen Helices sind gemal der Nomenklatur von Woese et al.,

1983 gekennzeichnet.
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2.5 Strukturanalyse der assemblierten 5’-Region

2.5.1 Die Leader-Region

In der nachfolgenden Tabelle sind die Modifikationsergebnisse der Leaderre-
gion zusammengefaldt. Dabei werden die Zuganglichkeiten in Kategorien von
schwach (+) bis sehr stark (++++) eingeteilt. Positionen, die keine Zugang-

lichkeiten zeigten, sind durch graue Kastchen gekennzeichnet.

. _ _Wildtyp__| _Mutante Tabelle 2.3: strukturelle
Helix [ Position [12°C [30°C [40°C [12°C [30°C [40°C Analyse des Leader-
BoxC ++ ++ . .
— G239 - bereiches .der assemblier-
G241 T ten 5'-Region. In der Tabel-
G243 e le sind die durch Primer Ex-
G245 + tension gewonnenen Signale
A249 [ ++ J+++t + |+ | in Partikeln mit der isolierten
U252 +Ht+ e+ 5'-Region aufgefiihrt. Die
A253 et +t zugeordneten Positionen,
U256 + | ++ |+t | €= sowie der entsprechende
v Cc257 Rl s | v | 4 Helixbereich sind links ange-
A258 T LAAAS geben. Die Intensititen der
A261 +++ +++ . .
G263 e e Slgnal_e reichen von schwach
G266 T T (+) bis sehr stark (++++).
U268 " v Positionen, die keine Zu-
U269 ++++ ++++ génglichkeit zeigten, sind
A270 Iy grau hinterlegt. Pfeile weisen
A271 . auf Positionen, die nur in
u272 Tt Anwesenheit der Proteine
L | U273 +++ zuganglich sind.
G278
G280
G282
A286 + [+
A287 + ++ +
C288 ++ | +++ + ++ | +++ | 44—
U289 ++ | +++ + |+ | g
U290
U291 +++ +++
U292 ++ | +++ |+ +++ <

Die Tabelle 2.3 zeigt, dal’ es zwischen den beiden Leader-Derivaten sowohl
strukturelle Unterschiede als auch Gemeinsamkeiten gibt. Beiden Leadern
gemeinsam sind die fehlenden Zuganglichkeiten der Positionen G278, G280
und G282. Auch Strukturabbriche, die durch die Bindung der ribosomalen
Proteine erfolgen und demnach nicht auf die Modifikation durch Kethoxal zu-
ruckzufuhren sind, zeigen an den Positionen U252, A253, A258 und C288

Gemeinsamkeiten zwischen beiden Leadern auf.
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Starke strukturelle Unterschiede kann man beim Wildtyp-Leader in den feh-
lenden Zuganglichkeiten der Positionen G241-G245 und A270-U273 erken-
nen. Im mutierten Leader dagegen ist die t.-Region im Bereich von G241-
G245 etwas offener, im Bereich von A270-U273 hingegen viel zuganglicher.
Das heildt also, dal sich beide Leader-Derivate beziglich ihrer Struktur in der
t.-Region (G245-U275) stark unterscheiden, in der sich auch die Punktmutati-
onen befinden. Die mutierte Form des Leaders zeigt dort einen wesentlich zu-

ganglicheren Bereich.

Die Ergebnisse zeigen jedoch auch die temperaturabhangige Veranderung
einiger Positionen (in der Tabelle 2.3 durch Pfeile gekennzeichnet). Diese
temperaturabhangigen Effekte wurden bei allen gekennzeichneten Positionen
beobachtet. Mit Zunahme der Temperatur werden die Strukturabbriche bei-
der Leader-Derivate an den Positionen A249, U256, C257, A286, U291 und
U292 starker, d.h. mit steigender Temperatur treten verstarkt Protein-
vermittelte Signale im Leader unmittelbar vor dem Beginn der 16S rRNA auf.

Dies deutet auf die Nahe dieses Bereichs zu einem ribosomalen Protein hin.
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2.5.2 Das 5-Ende der 16S rRNA

Die folgende Tabelle 2.4 fal3t die Zuganglichkeiten im Bereich des 5-Endes
der 16S rRNA zusammen. Da sich dieser Bereich in unmittelbarer Nachbar-
schaft des Leaders befindet, steht er auch bei der nascierenden RNA als ers-

te Interaktionsmdglichkeit zur Verfliigung.

Wildtyp Mutante ohne Leader
Helix [ Position|12°C |30°C [40°C |12°C |30°C |40°C |12°C |30°C |40°C
G6 P P ++
N G9 +++
1 G11 +++
- u14 VI ++ |
G15 +++
[2] A19 +++ 4+ ++ | e+ | 44
] G21 P P ++
1 G22 | [ -
A26 ++ e+ [ +++ | +++
3 G27 + + +
|| G31 P P P

Tabelle 2.4: Strukturinformationen uiber das 5-Ende der assemb-

lierten 5‘-Region. Die Symbolik entspricht der in Tabelle 2.3. Auch in

dieser Tabelle sind nur die Zuganglichkeiten bei Proteinanwesenheit

angegeben. Positionen, die im Vergleich zur nicht assemblierten, frei-

en RNA eine proteinabhdngige Protektion zeigen, sind mit ,P“ ge-

kennzeichnet.
Die Interaktion des Leaders mit Bereichen der 5-Region kann in diesem Ex-
periment erneut bestatigt werden. In Anwesenheit beider Leader-Derivate
werden die Zuganglichkeiten bei G6 und G21 gegenuber dem leaderfreien
Partikel erhoht. Zusatzlich ist bei beiden Positionen eine Protektion bei Prote-
inanwesenheit erkennbar (dies wird beim Vergleich mit den Zuganglichkeiten
der jeweils bei gleicher Temperatur mitgefuhrten freien RNA deutlich, siehe
Anhang). Die Positionen G9, G11, G15 und G22 sind in Anwesenheit des
Leaders nicht durch Kethoxal modifizierbar. Da dieser Effekt bei allen Tempe-
raturen zu beobachten ist, spricht dies fur eine sehr stabile Wechselwirkung
zwischen Leader und 16S rRNA, zumal die gleichen Positionen im Leader-
freien Partikel gut modifizierbar sind. Die ab 30°C bei U14 und ab 40°C bei
A26 beobachteten Strukturabbriiche mussen auf die Wechselwirkung riboso-
maler Proteine zurlckzufihren sein, das es sich bei diesen Positionen um
Nukleotide handelt, die nicht durch Kethoxal modifiziert werden und diese

Signale in den Protein-freien Kontrollen nicht auftreten.
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2.5.3 Die Helices 16,17 und 18

In dieser Region werden die zentralen Strukturmotive zur Bindung von S4
ausgebildet. Die nachfolgende Tabelle 2.5 illustriert die Zuganglichkeiten die-

ses Bereiches.

Wildtyp Mutante ohne Leader
Helix | Position[12°C|30°C [40°C|12°C|30°C [40°C [12°C [30°C [40°C
] G410 P P P
G413 P P P
16 G416 P P P
G417 P P P
A430 P P P
G433 P P P
] U437 P P P
Ad41 P P P
G445 P P P
G449 P P P
17 G450 P P P
G453 P P P
G454 P P P
G457
A459 ++++ +++ ++++
A460 +++ ++ +++
L A461 +++ ++ +++
G505 P P P
G521 +++ +++ +++
18 G524 ++++ +++ T+t
G527 +++ +++ +++
L U534 ++ ++ ++
G548 +++ +++ +++
i G550 +++ +++ +++

Tabelle 2.5: Zugénglichkeiten im zentralen Bereich der S4-
Bindung der assemblierten 5‘-Region. Die Symbolik entspricht
den vorangegangenen Tabellen.

Die Tabelle zeigt eine deutliche Protektion im Bereich der Helices 16 und 17
in allen drei Derivaten. Dabei sind alle im Experiment erfallten Posititionen
zwischen G410 und G454, in Anwesenheit der Proteinen sehr stark geschutzt.
Dies lalt auf eine starke Proteinbindung schlie®en. A441 ist trotz der Protek-
tion noch gut zuganglich. Die Zuganglichkeit von U534 ist bei allen drei Parti-
keln erst bei 40°C zu beobachten. Da die genannten Strukturabbriiche nicht
an Guanosinen beobachtet wurden, missen sie auf die Bindung von S4 zu-
ruckzufuhren sein, da sich alle genannten Positionen im Bereich der S4-
Bindung befinden. Auch am oberen Ende von Helix 17 kann bei 40°C eine
strukturelle Anderung bei allen drei Partikeln beobachtet werden, die ebenfalls
nicht auf die Modifikation durch Kethoxal zurtickzufihren ist. A459, A460 und
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A461 sind auch erst bei 40°C zuganglich. Die Anwesenheit des mutierten Le-
aders zeigt an diesen Positionen eine etwas schwachere Auspragung. Diese
Signale liegen im Bereich der Bindung von S16. Somit kdnnten die Abbruche
A459-A461 aus der Bindung von S16 resultieren.

Interessant ist ebenfalls das Verhaltnis von G524 zu G527, welche ihre Inten-
sitaten in Abwesenheit beider Leader umkehren. Auch dies ist ein Hinweis auf

strukturelle Unterschiede zum Leader-freien Partikel.

Die strukturelle Untersuchung der assemblierten 5°-Region ergibt folgendes
Bild:

1. Beide Partikel, die den Leader enthalten, zeigen insbesondere in der t-
Region starke strukturelle Unterschiede. Im Falle des Wildtyp-Leaders
konnten dort Protein-vermittelte Protektionen gefunden werden. Die mu-
tierte Form hingegen zeigte in diesem Bereich an mehreren Positionen

Zuganglichkeiten, die im Wildtyp-Leader nicht vorhanden sind.

2. Am unmittelbaren 5-Ende konnten auf Seiten der 16S rRNA keine struktu-
rellen Unterschiede zwischen den beiden Leaderformen festgestellt wer-

den.

3. In Anwesenheit des Leaders sind einige Positionen am unmittelbaren 5°-
Ende der 16S rRNA auch nach einer Assemblierungsdauer von 1 h nicht

durch Kethoxal modifizierbar.
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2.6 Strukturanalyse der assemblierten Vollangentranskripte

Aus den Proteinbindungs-Analysen ging eindeutig hervor, dal} die Wechsel-
wirkungen des Leaders in der 5-Region auch Einflull auf die Bindung von
Proteinen in der 3-Region haben. Da der Leader keine Kontakte zur 3'-
Region ausbilden kann, mul} es ein strukturelles Bindeglied zwischen der 5'-
und der 3‘-Region geben, Uber welches die Effekte vermittelt werden kénnen.
Zwischen den Helices 27 und 28 liegt der in der 3‘-Region befindliche Teil des
zentralen Pseudoknotens, der auch raumlich in unmittelbarer Nahe des 5'-
Endes der 16S rRNA lokalisiert ist. Sollte der Leader mit Teilen des Pseudo-
knotens in der 5°-Region interagieren, konnten hier strukturelle Unterschiede
erkennbar sein. Die Helices 29 und 30 liegen relativ zentral in der 3'-Region.
Signale in diesem Bereich kénnten ebenfalls Aufschlul® Gber mégliche indirek-
te Einflusse auf die Struktur der 3'-Domane geben. Aus diesen Grinden wur-
den die strukturellen Analysen der Partikel mit der vollstandigen 16S rRNA um
die Helices 27, 28, 29 und 30 erweitert.

Durch den direkten Vergleich der Strukturinformationen beider Partikel sollen
zusatzlich Ruckschlusse uber die Auswirkungen des Leaders in Anwesenheit

der zentralen und der 3‘-Region gewonnen werden.

Dieses Experiment wurde unter den gleichen Bedingungen durchgefuhrt, wie
die Strukturanalysen an der isolierten 5-Region. Transkribierte RNA aller drei
Derivate wurde mit 5fach molarem Uberschuf® an TP70 fiir 1 h bei der jeweili-
gen Reaktionstemperatur inkubiert. Nach dem Stoppen der Assemblierung

auf Eis folgte die anschlieRende Modifikation durch Kethoxal.
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2.6.1 Die Leader-Region

In der Abbildung 2.6 auf Seite 46 sind die strukturellen Zuganglichkeiten im
Leader der assemblierten Vollangentranskripte aufgefuhrt. Auch hier erfolgt
die Einteilung in schwache (+) bis sehr starke (++++) Zuganglichkeiten. Nicht
zugangliche Positionen sind dunkelgrau unterlegt, Positionen an denen Pro-
tektion durch Proteine erfolgt, mit ,P“ gekennzeichnet. Um die in der Vollange
auftretenden Effekte mit den Strukturdaten der isolierten 5°-Region besser
vergleichen zu kénnen, wurden in den folgenden Abbildungen die Daten aus
den zu korrelierenden Bereichen der isolierten 5-Region jeweils zusatzlich

nocheinmal dargestellt.
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isolierte 5‘-Region Volldngentranskripte
Wildtyp Mutante Wildtyp Mutante
Helix | Position [12°C [30°C [40°C [12°C [30°C [40°C Position [12°C |30°C [40°C |12°C |30°C [40°C
BoxC ++ ++ BoxC ++ ++
] G239 ++ G239 -
G241 + G241
G243 ++ G243 +
G245 + G245 +
A249 [ ++ [++++ + | +++ A249 [ ++ | +++ ++
U252 ++++ ++++ U252 +++ +++
A253 +++ +++ A253 +++ +++
U256 + | ++++ ++ | +++ U256
C257 + |++++ ++ | +++ C257 ++ [+ | ++
v A258 ++++ ++++ A258 +++
A261 +++ +++ A261 + ++ [ ] 4+
G263 +++ +++ G263 + +
G266 +++ +++ G266 + +
U268 + o+ U268 [ ++ ] +
U269 ++++ ++++ U269 ++ ++
A270 +++ A270 + | +
A271 +++ A271 +
U272 +++ U272 ++
U273 +++ U273 +
o G278 G278
G280 G280
G282 G282
A286 + + A286 + +
A287 + ++ + A287 + ++ +
C288 ++ |+ |+ ++ | +++ C288 ++ | +++ ++
U289 ++ | +++ |+ ++ | +++ U289 ++ [ ++++ ++
U290 U290
U291 +++ +++ U291 +H+ [+ +4++
U292 | ++ [ +++ [++++ +++ U292 il Rand Kanss B +++

Abb. 2.6: Ubersicht iiber die Zuginglichkeiten der Leader-Bereiche beider as-
semblierter Transkriptlangen. Die linke Tabelle falt die Zuganglichkeiten der as-
semblierten 5-Region noch einmal zusammen und wurde fir den Vergleich mit den
Zuganglichkeiten in den assemblierten Vollangentranskripten (rechte Tabelle) erneut
dargestellt. Die Symbolik entspricht den vorrangegangenen Tabellen.
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Zunachst ist festzustellen, dal} sich beim Wildtyp-Leader die Zuganglichkeiten
im Leaderbereich der Vollange auf den ersten Blick nicht von denen der iso-
lierten 5°-Region unterscheiden. Dies ist fur die Positionen G241-G245, A270-
U273, sowie G278, G280 und G282 der Fall. Die Positionen am 3‘-Ende des
Leaders A286-U292 zeigen ebenfalls keine strukturellen Unterschiede. Die
eigentlichen Auswirkungen zeigen sich in der t -Region, in der sich eine Reihe

von Unterschieden feststellen lassen.

Die Positionen A261, G263, G266 und U269 zeigen in den Vollan-
gentranskripten eine deutlich verringerte Zuganglichkeit. Die Position U256
zeigt im Gegensatz zur isolierten 5-Region nicht mehr die temperatur-
abhangige Zunahme der Zuganglichkeit. Auch der Strukturabbruch bei C257
tritt nur noch bei 40°C auf. Die Position A270 hingegen zeigt bei 40°C eine
leichte Zuganglichkeit.

Die Interaktionen des Leaders mit der vollstandigen 16S rRNA scheinen sich
im Falle der Vollange deutlich von denen mit der isolierten 5-Region zu unter-
scheiden. Auch die Veranderungen in der Leader-Mutante scheinen sich auf
den Bereich der t -Region zu konzentrieren. Der in der assemblierten 5'-
Region stark zugangliche Bereich von A261-U273 scheint in der vollstandigen
16S rRNA weniger zuganglich zu sein. Zudem zeigt er in den assemblierten
Vollangentranskripten an vielen Positionen eine deutlich starkere Tempera-
turabhangigkeit. Ebenso auffallig ist, dall A287-U289 bei der Mutante bei

12°C nicht mehr zuganglich sind.

Auch in diesem Bereich scheint die Mutante eine Struktur auszubilden, die
sich schon bei 12°C erheblich von derjenigen in der assemblierten 5°-Region

unterscheidet.

Die Ergebnisse deuten an, dal® Leader und Elemente der 3‘-Region der 16S
rRNA an der Ausbildung von Strukturen in konkurrierender Form beteiligt sein
mussen, auch wenn gezeigt wurde, dal® der Leader nur mit Elementen der 5°-

Region wechselwirken kann.
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2.6.2 Das 5-Ende der 16S rRNA

Vergleicht man das nahe 5°-Ende in beiden assemblierten Partikelvarianten
(isolierte 5°-Region, Tab. 2.4 und Vollange, Tab. 2.7), so fallt auf, dal3 es im
Gegensatz zum Leader-Bereich keine signifikanten Unterschiede gibt. Bis auf
kleine Unterschiede in den Strukturabbrichen an den Positionen A19 und

A26, gibt es zwischen den beiden Partikelgruppen keine Unterschiede.

Die fehlenden Zuganglichkeiten der Guanosine G9, G11, G15 und G22 bei
Leader-Anwesenheit sind ebenso bei beiden Gruppen vertreten, wie auch die
starkeren Zuganglichkeiten bei G6 und G21. Auch die proteinvermittelte Pro-
tektion bei G6, G21 und G31 ist bei allen drei Derivaten in beiden Partikel-

gruppen vorhanden.

Von den starken Veranderungen im Leader-Bereich beider Leader-Derivate
scheinen die Interaktionen am unmittelbaren 5-Ende der 16S rRNA in beiden

Partikelgruppen somit offensichtlich nicht beeinflut zu werden.

Wildtyp Mutante ohne Leader
Helix | Position |12°C [30°C [40°C |12°C |30°C [40°C [12°C |30°C [40°C
G6 P P ++
] G9 +++
1 G11 +++
o u14 [ ++ ] +++] [ ++ ] +++ | |
G15 +++
(2] A19 +++ +++ +++
] G21 P P ++
1 G22 +++
A26 + [ +++ + [ +++ ] + | +++
G27 + + +
i G31 P P P

Tab. 2.7: Zuganglichkeiten am 5‘-Ende der 16S rRNA in den
assemblierten Vollangentranskripten. Die Symbolik ent-
spricht den vorangegangenen Tabellen.
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2.6.3 Die Helices 16,17 und 18

Im Gegensatz zum nahen 5-Ende scheint der zentrale Bereich der S4-
Bindung jedoch im Falle der assemblierten Vollange starker betroffen zu sein.
Als erstes fallt auf, dal® die starke, vermutlich durch S4 vermittelte Protektion
in den Helices 16 und 17 nicht mehr zu beobachten ist und statt dessen die
Positionen an einigen Stellen ein etwas differenziertes Muster zeigen (siehe
Tab. 2.8).

Wildtyp Mutante ohne Leader

Helix | Position [12°C [30°C [40°C [12°C [30°C [40°C [12°C [30°C [40°C
G410 + P + P + P
G413 + P + P + P

16 G416
G417
A430 ++ ++ ++
G433 ++ ++ ++

] U437 + + +
Ad41 ++ P ++ P ++ P
G445 ++ ++ ++
G449 ++ ++ ++

17 G450 ++ ++ ++
G453 ++ ++ ++
G454 ++ ++ ++
G457
A459 +++ | ++++ +++ +++ | ++++
A460 ++ | +++ ++ ++ | +++
Ad461 ++ | +++ ++ ++ | +++

[ G505 +++ | +++ P +++ P +++ P
G521 +++ +++ +++

18 G524 +++ +++ +++
G527 +++ +++ +++
U534

N G548 +++ +++ +++

3 G550 +++ +++ +++

Tab. 2.8: Zuganglichkeiten im zentralen Bereich der
S4-Bindung im assemblierten Volldngentranskript. Die
Symbolik entspricht den vorrangegangenen Abbildungen.
Vergleiche auch Tabelle 2.5.

Es ist zu erkennen, dal} im Vergleich zum gleichen Bereich der assemblierten
5-Region (Tab. 2.5) viele Positionen in der Helix 16 des assemblierten Vol-
langentranskriptes starker zuganglich zu sein scheinen. Die Protein-
vermittelte Protektion ist bei allen drei Partikelformen nur noch an den Positi-
onen G410, G413, A441 und G505 zu beobachten. Insbesondere scheinen
alle Partikel bei 12°C an diesen Positionen keine Proteinkontakte mehr aus-
zubilden. Die Positionen G416 und G417 sind im Gegensatz zur isolierten 5'-
Region nicht zuganglich. Ebenfalls auffallig ist die Zuganglichkeit am oberen

Ende der Helix 17, A459-A461, die in den assemblierten Vollangentranskrip-
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ten auch schon bei 30°C in allen Partikeln zu beobachten ist. Dabei tritt auch
in der Vollange das Phanomen auf, da® diese Zuganglichkeiten in dem Parti-
kel mit dem mutierten Leader geringer ausfallen als bei den beiden anderen

Partikelformen.

Die Zuganglichkeit von A441 zeigt auch eine gewisse Temperaturabhangig-
keit, da die Signale bei 12°C bei allen drei Derivaten, dagegen bei 30°C nur
beim Wildtyp-Leader schwacher ausfallen. Die Proteinprotektion setzt eben-
falls erst ab 30°C ein.

Die reziproke Signalintensitat von G524 und G527 ist in der assemblierten
Vollange ebenfalls nicht zu beobachten. Auch die ausschlieldlich bei 40°C bei
allen Derivaten der isolierten 5‘-Region auftretenden Signale bei U534 fehlen

in der Vollange.

Im Vergleich zur assemblierten 5-Region weisen die Partikel der Vollan-
gentranskripte insgesamt eine erhdohte Zuganglichkeit in der zentralen S4-
Binderegion auf. Die Anzahl der durch S4 vermittelten Protektionssignale be-
schrankt sich bei den Vollangentranskripten auf wenige Positionen. Die struk-
turellen Informationen Uber diesen Bereich machen deutlich, dal3 es zwar ei-
nen generellen Einflud auf die S4-Binderegion gibt, dal® dieser Einflul aber
auf die Anwesenheit der zusatzlichen Sequenzen (zentrale- und 3‘-Region)

zuruckzufiihen ist.

Direkte Hinweise auf die spezifische Wirkung einer der beiden Leader-
Derivate in dieser Region, lassen sich mit Ausnahme der schwacheren Signa-
le von A459-A461 bei 30°C im Falle der Mutante nicht finden.

2.6.4 Die 3-Region der 16S rRNA

Die Untersuchung dieses Bereiches war aus mehreren Grinden von grol3er
Bedeutung. Durch die strukturelle Analyse dieser Region sollte erneut belegt
werden, dal} die 3'-Region durch die fehlende Moglichkeit zur Interaktion mit
dem Leader nicht direkt durch Leader-Effekte beeinflut werden kann. Wie die
Proteinanalysen der Partikel zeigten (vergleiche Abschnitt 2.3, sowie Abbil-

dung 2.2), haben beide Leader einen inhibitorischen Effekt auf Proteine, die
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in der 3‘-Region der 16S rRNA binden. Dieser Uberraschende Befund einer
maoglicherweise indirekt vermittelten Leaderwirkung aus den Proteinanalysen
bedurfte wegen der genannten fehlenden Interaktionsmaoglichkeiten der nahe-
ren Untersuchung. Die inhibitorische Wirkung beider Leaderformen auf die
Bindung von Proteinen in der 3‘-Region der assemblierten Vollange sollte also

mit diesem Experiment strukturell detaillierter analysiert werden.

In der nachfolgenden Abbildung 2.9 sind die in der 3‘-Region der assemblier-
ten Vollangentranskripte untersuchten Zuganglichkeiten aufgefuhrt (oben).
Die untere Tabelle zeigt die Zuganglichkeiten der unter den gleichen Bedin-
gungen mitgefuihrten proteinfreien RNAs. Dadurch kénnen proteinvermittelte
Strukturunterschiede von Effekten reiner RNA-RNA-Interaktion, die ohne

Einfluld der ribosomalen Proteine erfolgt, unterschieden werden.

Partikel Wildtyp Mutante ohne Leader
Helix [ Position [12°C[30°C [40°C [12°C [30°C [40°C [12°C [30°C [40°C
A892 ++ ++ ++
A900 +++ +++ +++
A901 +++ +++ +++
A913 +++ +++ +++
n G917 ++ ++ ++
H G2z | + ] P + P
G925 [ ++ ++
C936 ++++ ++++ ++++
C948 +++ +++ +++
freie RNA Wildtyp Mutante ohne Leader
Helix [ Position[12°C [30°C J40°C [12°C [30°C [40°C [12°C [30°C [40°C
A892 ++ ++ ++
27 A900 +++ +++ +++
A901 +++ +++ +++
A913 +++ +++ +++
E G917 ++ ++ ++
ﬁ G922 + [ 4+ [+t + [+t ] +++
G925
C936 ++++ ++++ ++++
C948 +++ e v

Abb. 2.9: Zuganglichkeiten in der 3‘-Region der Vol-
langentranskripte. Die Zuganglichkeiten im assemblier-
ten Zustand sind oben aufgeflihrt, die Tabelle unten zeigt
die Zuganglichkeiten der gleichen Positionen in den mit-
geflhrten protein-freien RNAs.

Das Experiment zeigt, da® Helix 27 und Helix 30 an den erfalten Positionen
keinen Leader-Einflu} bezulglich ihrer Struktur erkennen lassen. Auch die Po-
sition G917, die das mittlere Basenpaar des zentralen Pseudoknotens bildet,

scheint nicht betroffen zu sein.
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Ein deutlicher Hinweis auf die Ursache der inhibitorischen Einflif3e beider Le-
ader-Derivate auf die 3'-Region zeigt die Analyse an Position G922. Diese
Position liegt in Helix 28, welche die erste Helix der 3‘-Region nach dem
Pseudoknoten darstellt. Die Strukturdaten der freien RNAs lassen an dieser
Position eine Zuganglichkeit erkennen, die mit steigender Temperatur immer
starker wird. Dies konnte ein klarer Hinweis auf eine Destabilisierung der He-

lix 28 sein, die bei Anwesenheit des Leaders erfolgt.

2.6.5 Zusammenfassunq der Ergebnisse aus den Modifikationsanalysen

e Im Leader-Bereich der assemblierten 5°-Region lassen sich zahlreiche Un-
terschiede zwischen den beiden Leader-Derivaten detektieren. Dabei zeigt
die Mutante erhdhte Zuganglichkeiten in der t -Region, also dem Bereich,
in dem sich auch die Punktmutationen befinden. Auch in den assemblier-
ten Vollangentranskripten unterscheiden sich beide Leader-Derivate von-
einander. Die Unterschiede liegen ebenfalls in der t -Region. Einflulle der
zusatzlich vorhandenen zentralen und 3‘-Region auf die Veranderungen in
den Leader-Regionen konnten bei der Vollange ebenfalls klar gezeigt

werden.

e Am unmittelbaren 5-Ende der 16S rRNA gibt es Positionen, die bei Anwe-
senheit des Leaders nicht zuganglich sind. Dies gilt auch bei Anwesenheit
des mutierten Leaders. An zwei Positionen (G6 und G21) gibt es in Anwe-

senheit der Proteine eine deutliche proteinvermittelte Protektion.

e In den Helices 16 und 17 sind in der assemblierten 5-Region bei allen drei
Partikelformen starke proteinabhangige Protektionen im zentralen Bereich
der S4-Bindung nachweisbar, was fur eine effiziente S4-Bindung in allen
drei Partikeln spricht. Die starken Strukturabbriiche am auf3eren Ende von
Helix 17, die in Anwesenheit der Proteine im Falle des mutierten Leaders
schwacher ausfallen, stehen in guter Ubereinstimmung mit den Protein-
Analysen, bei denen S16 im Falle der Mutante ebenfalls eine verringerte

Bindung zeigt.
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Einen mdglichen Erklarungsansatz fur die Leaderwirkung auf die 3‘-bindenden
Proteine lieferten die Strukturuntersuchungen in der frihen 3'-Region der as-
semblierten Vollangentranskripte. Die dort temperaturabhangige Zunahme der
Zuganglichkeit von G922 in den freien RNAs kdnnte auf einen destabilisieren-
den Effekt beider Leaderformen auf die Helix 28 hinweisen. Dieser kdnnte zu
einer Destabilisierung der gesamten 3‘-Region und damit zu einer Verschlech-

terung der Proteinbindung flhren.
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2.7 Die Leaderwirkung: auch eine Frage des Timings ?

Ein wichtiger Aspekt der Ergebnisse aus den strukturellen Untersuchungen
der assemblierten Partikel ist zum Beispiel, dal® mehrere Guanosine am An-
fang der 5-Domane bei Leaderprasenz nicht modifiziert werden. Da die glei-
chen Positionen in Abwesenheit des Leaders zuganglich sind, spricht dies fur
einen neuen, noch nicht bekannten Bereich direkter Interaktion zwischen Le-
ader und 16S rRNA. Diese Kontakte wurden bei allen untersuchten Tempera-

turen beobachtet, was fur eine sehr stabile Wechselwirkung spricht.

Weiterhin werden diese Kontake auch durch die Anwesenheit der Ubrigen
Regionen (zentrale und 3‘-Region) der 16S rRNA nicht beeinflu’t, so dal} die
Interaktion des Leaders am nahen 5'-Ende offensichtlich folgende Eigenschaf-

ten besitzen mul}:

1. Die Wechselwirkung besitzt zwischen den Positionen G6 und G22 eine
hohe Stabilitat, da sie bei allen Temperaturen und auch in Anwesenheit

der zentralen und 3'-Region erhalten bleibt.

2. Sie erfolgt in einem Bereich, in dem im spateren Faltungsverlauf der struk-
turell wichtige zentrale Pseudoknoten ausgebildet werden mul}. Selbst bei
Anwesenheit aller dazu notwendigen Sequenzen wird die Interaktion mit
dem Leader der Wechselwirkung mit der komplementaren Sequenz der 3'-
Region schon bei 12°C in der assemblierten Volldnge vorgezogen. Da
dem System bei dieser Temperatur nur wenig Energie zur Verfligung
steht, kdnnten diese Eigenschaften fir eine Wechselwirkung sprechen, die

zu einem sehr frGhen Zeitpunkt der Faltung ausgebildet wird.

Im Laufe der Prozessierung bildet der Leader mit dem 3'-seitig hinter der 16S
rRNA liegenden Spacer-Bereich das Signal fur den initialen Schnitt des ersten
Enzyms dieser Reaktionskaskade. Somit ist er im reifen 30S Partikel in vivo
nicht mehr prasent. Wie in Komplexbildungsanalysen gezeigt wurde, besitzen
die Interaktionen des Leaders mit dem Spacer-Bereich eine hohere Stabilitat,
als die Wechselwirkungen mit Sequenzen innerhalb der 5-Domane der 16S
rRNA, (Besangon et al., 1999). Daraus ergibt sich, dal} die Interaktionen zwi-
schen Leader und 16S rRNA von transienter Natur sein missen und der

Strukturbildung im zeitlichen Ablauf nur ein begrenztes Zeitfenster zur Verfu-
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gung steht. Spatestens, wenn im Verlauf der Transkription der Spacer-Bereich
als Interaktionspartner zur Verflugung steht, wird die Wechselwirkung mit der

5'-Region der 16S rRNA, bedingt durch die geringere Affinitat, aufgehoben.

Die bisherigen Experiente konnten nur Aufschlisse Uber den Endzustand der
Leader-bedingten Einflisse auf die Strukturierung der Partikel geben. Die ini-
tialen Schritte des Faltungsvorgangs blieben bisher unbeachtet. Die bei den
jeweiligen Rekonstitutionstemperaturen ausgebildeten Strukturen befanden
sich alle, bedingt durch den Reaktionszeitraum von einer Stunde, in einem
thermodynamischen Gleichgewicht. Besangon konnte zeigen, dal’ der Leader
ebenfalls Einflu auf die Geschwindigkeit der Bildung einzelner Helices in der
16S rRNA hat. Unter anderem lield sich so ein deutlicher EinfluR auf die Bil-

dung der Helix 6 nachweisen.

Kinetische Analysen der 16S rRNA-Faltung in An- und Abwesenheit des Lea-
ders sollten somit Aufschluf® dariiber geben kénnen, ob der Leader auch den
zeitlichen Ablauf der Strukturbildung einzelner untersuchter Bereiche der 16S
rRNA beeinfluBen kann. Mit anderen Worten:

Beruhen die Auswirkungen des Leaders wahrend der Assemblierung auf der
Ausbildung und Stabilisierung alternativer Strukturen oder kdénnen die beo-
bachteten Befunde auch zum Teil das Ergebnis von kinetischen Einfliissen

sein?

Dieses Experiment sollte zudem =zeigen, ob die sehr stabilen Leader-
Interaktionen am 5'-Ende der 16S rRNA tatsachlich schon zu einem frihen

Zeitpunkt der Faltung stattfinden.

Auch die Modulation der Leaderwirkung durch die 3'-Region, die sich sowohl
bei der Bindung der Proteine als auch bei der Strukturbildung der Partikel
nachweisen liel3, sollte bei der kinietischen Analyse berucksichtigt werden.
Aus diesem Grund wurden die Faltungsstudien mit beiden Transkriptlangen

(isolierte 5'-Region und 16S-Vollange) durchgeflhrt.
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2.7.1 Die Methode

Eine von Banerjee et al., 1995 zur Faltungsanalyse von Ribozymen entwickel-
te Methode wurde fur diese Untersuchungen an die experimentellen Bedin-
gungen angepaldt. Mit diesem Verfahren kann die Magnesium-induzierte Fal-
tung einer katalytischen RNA in Anwesenheit von Kethoxal anlysiert werden.
Die zu untersuchende RNA wird wahrend der Faltung durch Kethoxal modifi-
ziert. Zu bestimmten Zeitpunkten werden Aliquots entnommen. Die darin ent-
haltene modifizierte RNA wird durch Zugabe von eiskaltem Ethanol gefallt und
so die Modifikationsreaktion gestoppt. Ein Anteil unmodifizierter RNA muf}
somit auch am Ende des MelRzeitraums noch vorliegen, um eine Ubermodifi-

kation ausschlielRen zu konnen.

Nach einer ,Primer Extension“-Analyse zur ldentifikation der modifizierten G’s
bestimmt man den Anteil der jeweiligen Abbruchbande im Verhaltnis zur Ge-
samtaktivitat fur jeden Zeitpunkt und tragt diese Werte gegen die Zeit auf. Im
Idealfall beschreibt der resultierende Kurvenverlauf eine der folgenden Mog-
lichkeiten, die das Faltungsverhalten des jeweiligen Guanosins in seiner Um-

gebung reprasentieren.

1. Der Anteil des ,Primer Extension“-Signals nimmt Uber die Zeit linear zu.
Dies bedeutet, dald das Guanosin Uber den gesamten MefRzeitraum zu-
ganglich bleibt. Damit befindet sich das Guanosin an einer Position, die

uber den Zeitraum des Experimentes ungepaart bleibt.

2. Der Anteil des ,Primer Extension®-Signals erreicht Uber die Zeit eine Satti-
gung. In diesem Falle ist das Guanosin an Faltungsvorgangen beteiligt
und wird im Verlauf der Zeit der Modifizierung durch Kethoxal entzogen.
Dieser Ablauf wirde bei der Beteilung des Guanosins an Sekundar- und

Tertiarstrukturbildung vorliegen.

Diese Methode erlaubt, im Gegensatz zur Untersuchung von Helixbildung
durch Hybridisierungsexperimente eine genaue Analyse der strukturellen
Entwicklung einzelner Nukleotid-Positionen und ist damit im Auflésungsver-

mogen um Einiges empfindlicher.
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Abb. 2.10: Datenanalyse der Kethoxal-Kinetiken. Diese Abbildung verdeutlicht die
Auswertung der zeitabhangigen Modifikation ribosomaler RNA-Transkripte wahrend ihrer
Renaturierung. (A) Primer Extension-Analyse der im Zeitrahmen von 3 Stunden
entnommenen Proben. K: unmodifizerte Kontrolle. Die Positionen der modifizierten
Guanosine wurden durch Sequenzierung zugeordnet (A, C, G, U). (B) Schema des
Kurvenverlaufes der nach Banerjee entwickelten Formel. Eine Gerade kennzeichnet ein nicht
in Tertiarstrukturbildung involviertes Guanosin. Der Verlauf einer Sattigungskurve signalisiert
eine Beteiligung an Tertiarstrukturbildung. (C) Plots der quantifizierten Mel3werte von G263L
und G266L aus der in A dargestellten Primer Extension. Die durch die Mel3werte gelegte
Kurvewurde unter Verwendung der ermittelten Werte mit Hilfe der Formel (B) berechnet.
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Ein grundlegender Aspekt dieses Verfahrens ist die Tatsache, dall im Zeit-
fenster der Messung nicht die gesamte RNA modifiziert werden darf. Es muf}
darauf geachtet werden, dal} die Modifikation unter ,single-hit“-Bedingungen
erfolgt, d. h. jedes RNA-Molekul darf im statistischen Mittel nur an einer Posi-
tion modifiziert werden. Ist dies nicht der Fall, kann die experimentell be-
stimmte Kurve im Falle einer Faltung nicht allein auf den Schutz vor der Modi-
fizierung des Guanosins durch die Helixbildung zurtickgefuhrt werden. Dann
ware es auch méglich, die Kurve durch eine Ubermodifikation aller Molekiile

zu erklaren.

Der Ablauf der Datengewinnung ist auf der Abbildung 2.10 noch einmal ex-
emplarisch dargestellt. In der linken oberen Ecke ist die ,Primer-Extension-
Analyse“ der Leader-Region abgebildet. Bei dem hier untersuchten Transkript
handelt es sich um das Volldngentranskript mit mutiertem Leader. Uber der
Abbildung sind die Spuren wie folgt gekennzeichnet: links befindet sich die
unmodifizierte Kontrolle (K). Anschlieend folgen die zu definierten Zeiten
entnommenen modifizierten Proben (0 bis 3 Stunden). Rechts befindet sich
die Sequenzierung zur Bandenzuordnung. Im Kasten rechts oben ist die For-
mel nach Banerjee (1995) mit ihren Variablen angegeben. Aus den fir jedes
ausgewertete Guanosin durch Quantifizierung erhaltenen Werten, wurden un-
ter Verwendung dieser Formel die Reaktionskonstante flur Kethoxal kg, die
Faltungskonstante kg, sowie die Halbwertszeit t1,2 berechnet. Der so ermittelte
Kurvenverlauf ist am Beispiel der Guanosine G263 und G266 im unteren Be-

reich der Abbildung dargestellt.

Da es sich im Gegensatz zu den von Banerjee untersuchten kurzen Ribo-
zymmolekulen in diesem Experiment um lange RNA-Molekile mit hoher
Komplexitat handelt, die in ihrer nativen Form auch Tertiarstrukturen ausbil-
den, muldten die experimentellen Bedingungen angepaldt werden. So konnte
die Faltung nicht durch Zugabe von Magnesium gestartet werden. In diesem
System wurde die in Anwesenheit von Magnesium erfolgende Ruckfaltung
eines denaturierten Transkriptes durch Kethoxalmodifikation beoabchtet. Vor-
experimente ergaben, dald der Faltungszeitraum einiger Positionen, bedingt
durch die Tertiarstrukturbildung wesentlich groRer war, als bei den von Turner

publizierten Daten fur das Ribozym. Da die Bildung von Tertiarstrukturen in
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der Regel erst nach der Ausbildung von Sekundarstrukturen erfolgt, laft sich
dieser lange Zeitraum auch durch wiederholte Umlagerung in koexistierende
Strukturen erklaren. Die Anwesenheit von Magnesium-lonen trug als ein fur
Tertiarstrukturbildung unerlasslicher Faktor zur Verlangerung des Messzeit-
raums bei. Experimente in Abwesenheit von Magnesium bestatigten den ge-
rade beschriebenen Befund, dal® mit Ausschaltung der Tertiarstrukturbildung
die Faltungszeiten erheblich verkirzt werden konnten. Bei Magnesium-
Abwesenheit konnte somit nur noch die Ausbildung von Sekundarstrukturele-

menten erfolgen.

Die nachfolgenden Experimente muf3ten in Anwesenheit von Magnesium
durchgefuhrt werden, da zur nativen Strukturbildung der 16s rRNA die Anwe-

senheit von Magnesium essentiell ist.

Als etwas schwierig erwies sich die genaue Abstimmung des Verhaltnisses
der Kethoxalkonzentration zu der eingesetzten RNA. Die in eine Faltungsre-
aktion eingesetzte Gesamtmenge an RNA wurde so gewahlt, dal? mit jedem
Aliquot die gleiche zur Primer Extension bendtigten Menge vorlag. Eine Men-
ge von 1,75 ug RNA pro Aliquot ergab gut sichtbare Signale in der Primer Ex-
tension. Die Kethoxalkonzentration mul3te so gewahlt werden, dal} einerseits
auch nach 3 Stunden noch unmodifizierte RNA im Reaktionsgemisch vorlag,
um eine Ubermodifikation ausschlieRen zu konnen. Andererseits mulite sie
hoch genug sein, um nach dem Start der Reaktion so frih wie mdglich die
Zuganglichkeiten bestimmen zu konnen. Die verwendete Kethoxalkonzentra-
tion wurde durch Konzentrationsreihen mit konstantem RNA-Anteil auf die er-

forderlichen Randbedingungen optimiert.

2.8 Kinetische Faltungsanalyse der isolierten 5'-Region

Die kinetischen Faltungsanalysen liefern Informationen, die in zweierlei Hin-
sicht Aussagen Uber die strukturelle Umgebung der untersuchten Guanosine

erlauben.

1. Der Kurvenverlauf selbst lallt Rickschlisse daruber zu, ob sich z.B. die
Umgebung des Guanosins durch einen veranderten Faltungsverlauf in

Anwesenheit des Leaders andert. Eine Helix, in der sich das untersuchte
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Guanosin im gefaltenen Leader-freien Transkript befindet, kdnnte durch
die Anwesenheit des Leaders in einen offenen, einzelstrangigen Bereich
umgewandelt werden. Der Kurvenverlauf des Guanosins wurde statt der

fur eine Helix typischen Sattigskurve nun einer Geraden entsprechen.

2. Die aus dem Kurvenverlauf errechnete Halbwertszeit der Strukturbildung
lalkt Aussagen uber die Bildungsgeschwindigkeit der Umgebung des un-
tersuchten Guanosins zu. Eine Erhohung der Halbwertszeit an einer be-
stimmten Position in Anwesenheit des Leaders deutet z. B. auf eine ver-
langsamte Strukturbildung in diesem Bereich hin. Die Halbwertszeiten der
Strukturfindung mehrerer Guanosine in raumlicher Nahe kénnen so den
Einflu® der Faltung in dem betreffenden Bereich durch den Leader illustie-

ren.

In der Tabelle 2.12 sind die Strukturbildungs- unter 3 Min.

zeiten der in den Faltungsstudien erfaldten bis 12 Min.
: . ‘ _ bis 20 Min.
Guanosine far die isolierte 5-Region aufge- s 33 Min

fuhrt. Die Faltungszeiten sind in Minuten ange- tiber 50 Min. -

bis 50 Min
geben. Der Zeitbereich aller erfaldten Positio-

. . . Tab. 2.11: Einteilung der Struk-
nen wurde in sechs Zeitfenster unterteilt, um  yrpiidungszeiten der erfakten

den Faltungsverlauf der Guanosine beziiglich ~ Guanosine in sechs Zeitfenster.
der Tertiarstrukturbildung zu charakterisieren. Kurze Faltungszeiten zeigen
eine rasche Strukturbildung des ensprechenden Guanosins. Je langer die Fal-
tungszeiten werden, desto langer dauert es, bis die endgultige raumliche An-
ordnung gefunden ist. Ladngere Faltungszeiten kdnnen aber auch ein Indiz fur
die Zunahme der strukturellen Komplexitat sein. Je langer die Faltungszeiten
werden, desto grofder ist auch die Wahrscheinlichkeit, dafy wahrend des Fal-
tungsablaufs bereits gebildete Strukturen zugunsten anderer aufgeldst wer-
den. Im Faltungsverlauf eines Guanosins mit einer langen Halbwertszeit kon-
nen somit wiederholte strukturelle Umlagerungen erfolgt sein, bis die endgul-
tige Struktur erreicht worden ist. Die langeren Faltungszeiten gehen mit einem
Abflachen des Kurvenverlaufes einher. Die Unterteilung der Halbwertszeiten
erfolgte durch die Analyse der gefitteten Kurven (siehe Anhang A.4). Die Kur-

ven wurden durch Vergleich in sechs Zeitfenster unterteilt:
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Jedes Zeitfenster wird durch eine Farbe symbolisiert, mit der die in den Tabel-
len 2.12 und 2.13 aufgefuhrten Faltungshalbwertszeiten dem entsprechenden
Zeitfenster zugeordnet wurden. Dabei wurde die Farbskala dem Verlauf einer
Warmeskala angeglichen. Helle Farben bedeuten hier kurze Halbwertszeiten
der Faltung. Je dunkler die Farbe wird, desto langer wird auch die Halbwerts-
zeit der Faltung (Tab 2.11).

Nukleotid 614 614Lwt 614Lmu
G263L 18
G266L 1 15
G6 9 9 1
G9 10 | nicht zugl. | nicht zugl.
G15 8 nicht zugl. | nicht zugl.
G21 13 14 6
G22 nicht zugl. | nicht zugl.
G31
G38
G41
G42
G45
G428
G433
G453
G454
G521
G524
G527
G530
G548
G550
G557
G558

Tab. 2.12: Strukturbildungszeiten der bei den Transkripten der isolierten 5‘-Region
vermessenen Guanosine. Die Einteilung der experimentell bestimmten Zeiten in sechs
Zeitfenster erfolgt von sehr schneller Faltung (griin) bis zu sehr langsamer Faltung
(dunkelblau). Positionen, die nicht in Strukturbildung involviert sind, sind mit ,offen* ge-
kennzeichnet. Positionen, die in Anwesenheit beider Leader nicht modifiziert werden
konnten, sind mit ,nicht zuganglich® gezeichnet. Das Leader-freie verkurzte Transkript
ist mit 614 bezeichnet, 614Lwt kennzeichnet das verklrzte Transkript, inklusive des
Wildtyp-Leaders. Das Transkript mit dem mutierten Leader tragt die Bezeichnung
614Lmu.

Die Faltungsanalyse zeigt einige Positionen, an denen die Faltungszeiten fur
beide Leaderderivate im gleichen Zeitfenster liegen, sich jedoch deutlich von
denen der Leader-freien Kontrolle unterscheiden (G453, G454, G530, G548,
G550 und G557). An diesen Positionen wird die Faltung durch beide Leader-

formen im gleichen Malde verlangsamt. Das bedeutet, dal} diese Einflusse auf
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die reine Anwesenheit des Leaders zurltickzufihren sind und nicht als Auswir-

kung der Mutationen gedeutet werden kdnnen.

Deutliche Hinweise fur den Einfluld der Punktmutationen auf die Faltungsdau-
er finden sich an den Positionen G6, G21, G38 und G524. An diesen Positio-
nen unterscheiden sich die Faltungszeiten der Mutante von denen des Wild-
typs und der Leader-freien Kontrolle. Bis auf G524 sorgt der mutierte Leader
an den ubrigen drei Positionen fur eine Beschleunigung der Faltungszeit. Le-
diglich bei G524 verlangsamt er die Faltung.

Da die Positionen G42 und G45 an den beiden Randbereichen der Helix 4 der
16S rRNA liegen, kdnnen Faltungszeiten an diesen Positionen zeigen, dal}
der Wildtyp-Leader die Faltung dieses Bereiches verlangsamt, wahrend die
Mutante eine schnellere Faltung an G42 und G45 katalysiert. Aus den Kur-
venverlaufen, welche im Anhang (A.4) dargestellt sind, wird ersichtlich, dal
sich beide Positionen im Falle der Leader-freien Kontrolle in einer strukturier-
ten Umgebung befinden. Dies trifft auch fur die Mutante zu. Im Falle des Wild-
typs hingegen scheint der Leader fur eine wesentlich offenere Strukturierung

dieses Bereiches zu sorgen.

Das Experiment kann auRerdem die wichtige Frage nach der Geschwindkeit
der stabilen Wechselwirkung des Leaders mit dem nahen 5-Ende der 16S
rRNA klaren. Wie aus der Tabelle ersichtlich ist, sind die Positionen G9, G15
und G22 in Anwesenheit von Leadersequenzen nicht zuganglich. In diesem
Experiment konnten die Zuganglichkeiten zeitaufgeldst untersucht werden. Da
sich bei beiden Leader-haltigen Transkripten die Zuganglichkeiten dieser Po-
sitionen nicht bestimmen lassen, muld die Interaktion am 5-Ende der 16S
rRNA sehr schnell erfolgen. Alternativ kann dieser Bereich auch unter den
denaturierenden Bedingungen gar nicht aufschmelzbar sein, was ebenfalls

ein Indiz fur eine hohe strukturelle Stabilitat ware.

Die kinetische Analyse zeigen, dal} sich der EinfluR der Leadersequenz in der
isolierten 5°-Region sowohl am nahen 5-Ende als auch im zentralen Bereich
der S4-Bindung prasentiert (vergleiche Positionen, an denen Wildtyp-Leader
und Mutante gleiche Faltungszeiten zeigen). Die Einflisse der Mutante hinge-
gen konzentrieren sich, mit Ausnahme von G524, auf das nahe 5‘-Ende. Wei-

terhin scheint die Mutante die Faltung im Bereich des nahen 5°-Endes uber-
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wiegend zu beschleunigen, wohingegen der Wildtyp-Leader eher fir einen

langsameren Ablauf des Faltungprozesses verantwortlich ist.

2.9 Kinetische Faltungsanalyse der Vollange

Da in den bisherigen Experimenten eine eindeutige Abhangigkeit zwischen

der Leaderfunktion und der anwesenden 3‘-Region beobachtet wurde, sollte

die kinetische Faltungsanalyse der Vollange unter anderem Aufschlul® dar-

uber geben, ob sich die Faltungszeiten in der 3‘-Region ebenfalls durch den

Leader beeinflussen lassen. Da in der Vollange auch die Ausbildung des

zentralen Pseudoknotens erfolgen kann und
dieser im EinfluBbereich des Leaders liegt,
ware eine Analyse der Faltungszeiten in die-
sem wichtigen Strukturelement aul3erst auf-

schluf3reich.

Die Faltungszeiten der in der vollstandigen
16S rRNA untersuchten Positionen sind in
Tab. 2.13 aufgeflhrt. Die Unterteilung der
ermittelten Werte in Zeitfenster und die da-
mit verbundene Farbskalierung erfolgte ana-
log zu den Daten der isolierten 5'-Region
(Tabelle 2.12).

Die Faltungszeiten erhohen sich erwar-
tungsgemaly durch die hohere Komplexitat
der Vollange. Der Einflul des Leaders zeigt
sich an den Positionen G404, G550, G557
und G558, da sich hier die Faltungszeiten
der beiden Leader-haltigen Transkripte von

der Leader-freien Kontrolle unterscheiden.

Im Gegensatz zur isolierten 5‘-Region gibt

es beim Vergleich mit der Vollange auch Po-

sitionen, die sich in allen drei Transkripten im

Nukleotid 16S 16SLwt 16SLmu

G263L
G266L
G6

G9 nicht zugl. | nicht zugl.
G15 nicht zugl. | nicht zugl.
G21
G22 nicht zugl.
G31 offen
G38
G42
G45
G46
G404
G406
G410
G413
G428
G433
G453
G454
G548
G550
G557
G558

G902/903
G917
G922
G942
G951
G953
G954

Tab. 2.13: Strukturbildungszeiten
der bei den Vollangen-
Transkripten vermessenen Gua-
nosine. Farbschema und Bezeich-
nungen entsprechen der in Tabelle
2.11 verwendeten. Da hier die Vol-
I&ngentranskripte untersucht wurden,
tragen diese die Bezeichnung 16S.
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gleichen Zeitbereich der Faltung befinden. Dies sind G42 und G45, G406,
G454, G548, G942, G951, G953 und G954. G42 und G45 zeigten in der iso-
lierten 5'-Region hingegen bei allen drei Transkripten ein differenziertes Fal-
tungsmuster. Somit scheint die Prasenz der 3'-Region die kinetischen Einflus-
se der beiden Leader-Derivate an diesen Positionen zu unterbinden. Wahrend
G454 und G548 im verkurzten Transkript den gemeinsamen kinetischen Ein-
flud beider Leadersequenzen zeigen, hat keine der beiden Leader-
Sequenzen einen Einflul auf diese Positionen bei der Faltung der Vollan-

gentranskripte.

Das Fehlen von Unterschieden an G951-954 kénnte belegen, dald der Lea-
derbereich keinen EinfluR auf den zeitlichen Ablauf der Faltung von Sequen-

zen in dem Pseudoknoten nahen Bereichen der 3'-Doméane hat.

G31, G410, G428 und G453 sind Positionen, an denen sich die Mutante von
den anderen beiden Formen unterscheidet. Die leader-freie Vollange und die
Vollange mit dem Wildtyp-Leader zeigen an diesen Positionen Faltungszeiten
im gleichen Zeitfenster, wahrend die Faltung der Mutante an diesen Positio-
nen in anderen Zeitbereichen ablauft. Der Einflud der Mutationen wird hier

durch eine schnellere Faltung sichtbar.

G917 liegt im zentralen Pseudoknoten und zeigt im Falle des Wildtyp-Leaders
einen deutlich schnelleren Faltungsverlauf, wahrend diese Position im Falle
der Leader-Mutante keinen Unterschied zur Leader-freien Kontrolle zeigt. In-
teressanterweise fuhrt die Anwesenheit des Wildtyp-Leaders an den Positio-
nen G902/G903, die sich in unmittelbarer Nachbarschaft des Pseudoknotens
befinden, zu einer deutlich langsameren Faltung, wahrend sich Mutante und

Leader-freie Kontrolle auch an diesen Positionen gleichen.

Der zeitliche Ablauf der Strukturbildung des zentralen Pseudoknotens wird
durch den Wildtyp-Leader beschleunigt. Die Strukturbildung in der benachbar-
ten Helix 27 hingegen wird durch den Wildtyp-Leader stark verlangsamt, bzw.
die Positionen G902/G903 bleiben zuganglich und sind nicht in die Strukturie-

rung involviert.

Auch in der Vollange zeigt sich die schnelle Wechselwirkung des Leaders am
nahen 5°-Ende. Die in der 5-Region betroffenen Positionen G9, G15 und G22
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sind ebenfalls nicht zuganglich. Somit kann die rasche Interaktion beider Lea-
derformen mit dem unmittelbaren 5-Ende der 16S rRNA auch durch die An-
wesenheit der 3'-Region nicht unterbunden werden. Auch in der Vollange
scheint der mutierte Leader also fur eine schnellere Faltung an vielen Positio-
nen zu sorgen, wohingegen der Einflu® des Wildtyp-Leaders wie auch in der

isolierten 5°-Region zu einer langsameren Faltung in einigen Bereichen fuhrt.

2.9.1 Zusammenfassunq der Ergebnisse aus den kinetischen Analysen

e Sowohl bei den verkirzten Transkripten als auch bei der Vollange sind die
Faltungszeiten am 5-Ende bei beiden Transkriptlangen im Mittel kurzer
und zum 3‘-Ende hin tendenziell Ianger. Dies weist auf eine Faltungspolari-
tat hin, die demnach nicht nur bei naszierenden Transkripten auftritt, son-

dern hier auch bei fertigen in vitro-Transkripten zu beobachten ist.

e Der Leader zeigt an vielen Positionen einen Einflul® auf die Faltungszeit.
Dabei sorgt der Leader an ca. 50% der Positionen in der isolierten 5'-
Region fir eine Verlangsamung der Faltung. Dies ist sowohl bei der iso-
lierten 5'-Region als auch bei der Vollange der Fall. Bei der Vollange kon-
zentriert sich der verlangsamende Effekt des Leaders auf Bereiche der

zentralen und der 3‘-Region.

e Die Anwesenheit der Mutante fuhrt vermehrt an Positionen am nahen 5°-
Ende und im zentralen Bereich der S4-Bindung zu einer schnelleren Fal-
tung. Dieser beschleunigende Effekt 13t sich sowohl bei der isolierten 5'-
Region, als auch in etwas eingeschrankter Form, bei der Vollange beo-
bachten. Bei der Vollange wird der begtnstigende Einflull der Mutationen
im Bereich des nahen 5-Endes der 16S rRNA im Vergleich zur isolierten
5-Region jedoch an mehreren Positionen unterbunden. Die kurzeren Fal-
tungszeiten bei Anwesenheit des mutierten Leaders lassen sich hier erst
ab Position G31 beobachten.

e Die Position G917 im zentralen Pseudoknoten wird nur durch den Wildtyp-
Leader kinetisch beeinflul3t. Die Leader-freie Kontrolle und die Mutante
zeigen lange Faltungszeiten, wahrend der Wildtyp-Leader den Faltungsab-

lauf stark beschleunigt.
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Helix 27, vor dem zentralen Pseudoknoten wird durch den Wildtyp-Leader
entgegengesetzt beeinflult. In diesem Bereich zeigen die leader-freie
Kontrolle und die Mutante beide kurze Faltungszeiten im gleichen Zeitbe-

reich, wahrend der Wildtyp-Leader den Faltungsablauf in diesem Bereich

verzogert.
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3 Diskussion

3.1.1 bereits bekannte Leader-Informationen

Die 5'-seitig der 16S rRNA kotranskribierte Leadersequenz ist an verschiede-
nen Abschnitten des Reifungsprozesses der ribosomalen 30S Untereinheiten
beteiligt. Die Leadersequenz enthalt nut-adhnliche Sequenzen (BoxB, BoxA und
BoxC), die beim Phagen A wichtige Elemente der Antitermination darstellen.
Zum Beispiel konnte Theil3en et al. (1990b) zeigen, dal} die BoxA ein wichtiges
regulatorisches Element bei der Biogenese funktioneller 30S Untereinheiten
darstellt. Wird die BoxA durch eine nicht-funktionelle Sequenz ersetzt, so fuhrt
dies zu einer drastischen Verringerung an ribosomalen 30S Untereinheiten in

den Zellen.

Leadersequenzen sind ebenfalls an der Prozessierung der ribosomalen RNAs
beteiligt. Die zur Ribosomensynthese notwendigen RNAs werden als 30S Vor-
laufertranskript synthetisiert. Aus dem Vorldufertranskript werden die riboso-
malen RNAs durch die Beteiligung mehrerer endonukleolytischer Nukleasen
hergestellt. Ein Teil der Leadersequenz bildet dabei mit dem downstream der
16S rRNA liegenden Spacerbereich das Signal fur den ersten nukleolytischen
Schnitt durch das Enzym RNase Il (King et al., 1983; 1986).

Eine weitere, wichtige regulatorische Funktion der Leadersequenzen sollte in
dieser Arbeit untersucht werden. Leadersequenzen haben die Aufgabe, bei der
Strukturfindung der 16S rRNA zu assistieren. Dies erfolgt in Form transienter
Wechselwirkungen, die bei den ersten Faltungsschritten der 5°-Region eine
chaperonartige Hilfestellung geben konnen. Die direkte Wechselwirkung zwi-
schen Leader und 16S rRNA (Pardon et al., 1995), sowie die Auswirkung von
Mutationen im Leaderbereich, die zur Auspragung eines kalte-sensitiven Phan-
totyps fuhren (Theilen, et al., 1993), waren zu Beginn dieser Arbeit bekannt.
Wahrend die Experimente dieser Arbeit durchgeflhrt wurden, konnte von Bal-
zer gezeigt werden, dald sich unter Beteiligung der Leader-Mutation die 16S
rRNA gereifter 30S Untereinheiten an vielen Positionen strukturell von Wildtyp-
30S Untereinheiten unterscheidet (Balzer et al., 1998). Weiterhin wurde von

Besancon eine direkte Bindung der 16S rRNA durch den Leader nur in der 5'-
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Region der 16S rRNA gefunden. Er konnte ebenfalls belegen, dal} die Fal-
tungszeiten einiger interner 16S rRNA-Helices durch den Leader beeinfluf3t

werden (Besancon et al., 1999).

3.1.2 Ziele dieser Arbeit

In dieser Arbeit sollten die Einflifle von mutierten Leader-Regionen auf die
Faltung der 16S rRNA und die Assemblierung der kleinen ribosomalen 30S
Untereinheit genauer charakterisiert werden. Dazu wurden folgende experi-
mentelle Schritte unternommen:

1. Die Proteinzusammensetzung in Gegenwart des Leaders assemblierter Par-
tikel wurde untersucht. Die Assemblierungsstudien wurden mit Leader-haltigen
und Leader-freien 16S rRNA-Transkripten durchgeflhrt. Sowohl Transkripte
mit der gesamten 16S rRNA (1541 Nukleotide) als auch Teiltranskripte, beste-
hend aus den ersten 614 Nukleotiden, wurden in Gegenwart des Wildtyp-
Leaders oder der mutierten Form bei verschiedenen Temperaturen assemb-
liert.

2. Die RNA-Struktur der bei den verschiedenen Temperaturen assemblierten
Partikel wurde durch chemische Modifikation mit Kethoxal untersucht.

3. Die Ruckfaltung von 16S rRNA-Transkripten wurde in Gegenwart der Lea-
der-Regionen analysiert.

3.1.3 Erwartungen an die experimentellen Befunde

Unter Berucksichtigung der bereits Uber Leader-rRNA-Mutanten gewonnenen

Erkenntnisse, waren folgende Befunde zu erwarten:

1. Der Wildtyp-Leader besitzt eine Chaperonfunktion, daf3 heil3t er Gbernimmt
die Rolle eines Faltungshelfers. Demzufolge sollte die Gegenwart des Wildtyp-
Leaders Faltungsschritte der 16S rRNA erleichtern und damit die Assemblie-

rung begunstigen.

2. Mutationen in der t -Region stéren die 30S-Biogenese und fuhren in vivo zu
defekten Ribosomen. Daraus |aRt sich schlieBen, dald die mutierte Leader-
RNA bei in vitro durchgefuhrten Assemblierungsreaktionen im Gegensatz zum

Wildtyp-Leader ebenfalls die Partikelbildung stéren sollte.
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3. Aulierdem ist bekannt, dal® der negative Einfluld der t -Mutationen in vivo bei
Temperaturen oberhalb von 37°C nachlaf3t. Dieser Befund lal3t vermuten, daf®
bei hdheren Temepraturen die entsprechenden Aktivierungsenergien zur Ver-
fugung stehen um eventuelle Fehlfaltungen und dadurch verursachte Assemb-
lierungsdefekte verhindern zu kénnen. Bei den in dieser Arbeit durchgefihrten
Untersuchungen mul} jedoch berucksichtigt werden, dal} entgegen der Situati-
on in vivo, bei der ein sich standig verlangerndes RNA-Transkript entsteht, hier
RNA-Molekule von definierter Lange eingesetzt wurden. Daher ist nicht von
vornherein klar, ob die Erwartungen aus den in vivo Beobachtungen auch
durch die in vitro Analysen erfullt werden. Tatsachlich zeigen die hier gewon-

nenen Ergebnisse ein relativ komplexes Bild.

3.2 Analyse der Assemblierung von Partikelvorstufen

3.2.1 Fiir eine Partikelanalyse sind bestimmte experimentelle Vorausset-

zungen zu erfiillen

Die in vitro-Rekonstitution ribosomaler Partikel wurde erstmals von Held und
Nomura 1973 durchgefiuhrt. Aus isolierter 16S rRNA und freien ribosomalen
Proteinen kdénnen, in einem ohne zusatzliche Faktoren ablaufenden Prozel3,
ribosomale Untereinheiten in vitro hergestellt werden, die funktionell reifen 30S
Untereinheiten entsprechen. Dieses System bot die Mdglichkeit, die Leader-
wirkung entkoppelt von der Transkription zu untersuchen. Bei der Analyse
muf3te jedoch berlcksichtigt werden, dal} sich strukturelle Einflisse, die in vivo
durch die Polaritat der Transkription vermittelt werden, bei der in vitro-
Rekonstitution nicht ausgepragt werden, da nur vollstandige Transkripte as-
sembliert werden konnten. Den veranderten Bedingungen gegenuber der in
vivo Partikelbildung wurde durch hohe Salzkonzentrationen, der Anwesenheit
von 10 mM Mg?* und einem Temperaturschritt von 40°C Rechnung getragen.
Eine Kopplung von Transkription und Assemblierung in vitro konnte bis jetzt

noch nicht zufriedenstellend etabliert werden (Diplomarbeit M. Hinz, 1992).
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Da der Leader offensichtlich nur mit der 5-Region der 16S rRNA in direkten
Kontakt tritt, erschien die Assemblierung einer isolierten 5-Region der 16S
rRNA in Anwesenheit der jeweiligen Leadersequenz (Wildtyp oder Mutante)
lohnenswert. Wahrend der Transkription der 16S rRNA kann der Leader schon
mit der fertig transkribierten 5-Region interagieren, wenn die Sequenzen der

zentralen und der 3'-Region noch nicht synthetisiert wurden.

Um die fur die Experimente notwendigen Transkriptmengen zu erhalten, mufte
ein Transkriptionssystem mit einer prozessiven Phagen-Polymerase verwendet
werden. Durch eine hohere Transkriptionsgeschwindigkeit wird jedoch die
Transkriptfaltung nachhaltig beeinfluf3t. Fir eine verlaldliche Analyse der Lea-
dereffekte mufdte also sichergestellt sein, dal3 die hohere Transkriptions-
geschwindigkeit keinen strukturellen Einflu auf die zu assemblierenden
Transkripte hat. Deshalb wurden die Transkripte einem Denaturierungsschritt
unterzogen. Die Renaturierung erfolgte erst in Anwesenheit der ribosomalen

Proteine.

3.2.2 Die isolierte 5-Region der 16S rRNA IaRt sich

in vitro assemblieren

Die Ergebnisse zeigten, dal auch durch T7-RNA-Polymerase in vitro transkri-
bierte 16S rRNA oder deren Teilfragmente assembliert werden kénnen. Zur
Beurteilung der Assemblierungsqualitat der Teiltranskripte mit der isolierten 5°-
Region und zur Zuordnung von Leader-vermittelten Effekten wurde ein leader-

freies Transkript mit 16S rRNA gleicher Lange als Referenz verwendet.

Die assemblierte 5-Region wies in allen drei Derivaten (ohne Leader, Wildtyp-
Leader und Mutante) die potentiell bindenden ribosomalen Proteinen auf. Von
den in dieser Region bindungsfahigen Proteinen S4, S5, S16, S17 und S20,
konnten bis auf S5 alle Ubrigen detektiert und auf zweidimensionalen Gelen
zugeordnet werden. Das Fehlen von S5 ist dadurch erklarbar, dal} im
Teiltranskript der isolierten 5-Region die zur Ausbildung des zentralen Pseu-
doknotens notwendigen Sequenzen der 3'-Region der 16S rRNA nicht vorhan-
den sind. Die Ausbildung dieser ,long-range“ Wechselwirkung ist aber Be-
standteil des zentralen Pseudoknotens und ein notwendiges Erkennungsmotiv
fur eine Bindung von S5 (Heilek et al., 1996; Culver et al., 1999).
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3.2.3 Leadereinfliisse auf die Assemblierung der isolierten 5-Region

S4 ist als eines der ersten bindenden Proteine im Assemblierungsprozel} be-
kannt und dient zusammen mit S7 zur Ausbildung der ersten Nukleations-
zentren, die in der 5-Region (S4) und in der 3'-Region (S7) die ersten Kom-
plexbildungen initieren (Nowotny and Nierhaus, 1988; Garrett et al., 1977). Ar-
beiten konnten in Assemblierungsstudien ebenfalls zeigen, dall ein 526 Nukle-
otid langes Fragment der 5-Region eine Struktur einnehmen kann, die zur
Ausbildung der normalen Bindestellen der 4 ribosomalen Proteine S4, S16,
S17 und S20 flhrt. Sie bezeichneten diesen Ribonukleo-Proteinkomplex als
einen ,Struktur-Kernkomplex®, der als Initiationszentrum fir die nachfolgenden
Assemblierungsschritte fungiert (Vartikar and Draper, 1989; Weitzmann et al.,
1993).

Unter den Standardbedingungen der in vitro Assemblierung (40°C) verbessert
die Anwesenheit des Wildtyp-Leaders die Bindung von S16/S17. Die Bindung
von S4 und S20 werden durch die Anwesenheit des Wildtyp-Leaders nicht
beeinflul3t. Der Wildtyp-Leader kann demnach auch in vitro bei der Bildung des

Initiationszentrums die Affinitat friih bindender ribosomaler Proteine erhohen.

3.2.4 Einfliisse von Punktmutation in der t -Region

Unter den gleichen Bedingungen fuhrt der mutierte Leader zu einer Verbesse-
rung der S4-Bindung und zeigt damit ein Verhalten, welches nicht den Erwar-
tungen entspricht (siehe oben). Obwohl die Punktmutationen in vivo zur Bil-
dung defekter ribosomaler Untereinheiten fihren, sorgen sie in vitro fur einer
bessere Bindung des fur den Assemblierungsverlauf initialen Proteins S4. So-
wohl der Wildtyp-Leader als auch die mutierte Form haben demnach einen be-

gunstigenden Einfluld auf die Assemblierung unter Standardbedingungen.
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3.2.5 Die Temperaturabhangigkeit der ,,Chaperonfunktion*

Eine Verringerung der Assemblierungstemperatur sollte die ,Chaperonfunkti-
on“ des Leaders deutlicher erkennbar werden lassen. Durch eine niedrigere
Temperatur steht weniger Aktivierungsenergie zur Korrektur des Faltungswe-
ges und dem Vermeiden von thermodynamischen ,Faltungs-Fallen® zur Verfu-
gung. Wenn der Leader den korrekten Faltungsablauf erleichtert, so sollte dies

bei niedrigeren Assemblierungstemperaturen erkennbar sein.

Eine Verringerung der Assemblierungstemperatur auf 30°C fuhrt dazu, daf} die
durch den Wildtyp-Leader vermittelte Verbesserung der Proteinbindung aus-
bleibt, wahrend die Punktmutationen bei 30°C fur eine sehr starke Affinitatser-
héhung von S4 sorgt. Auch in diesem Aspekt zeigt der mutierte Leader nicht
das erwartete Verhalten. Wird die Assemblierungstemperatur auf 12°C ge-
senkt, so steht nur noch eine sehr geringe Aktivierungsenergie zur Korrektur
von Fehlfaltungen zu Verfugung. Bei dieser Temperatur sollten sowohl die
,Chaperonfunktion“ des Leaders als auch die stérenden Einflisse der Punkt-

mutationen besonders klar erkennbar sein.

Die bei dieser niedrigen Aktivierungsenergie verbesserte Bindung von S4 und
S20 macht die Beteiligung des Wildtyp-Leaders als erleichternde Faltungshilfe
deutlich. Sein inhibierender Effekt auf die Bindung von S16/17 liegt von den
Normierungswerten her (Auswertung: siehe Ergebnisse, Seite 26) knapp un-
terhalb der Fehlertoleranz von 20%. Dadurch muf der inhibitorische Effekt auf
die Bindung von S16/S17 durch den Wildtyp-Leader als vorlaufig angesehen

werden.

Die Region der S4-Bindung wird durch beide Leader-Varianten bei 12°C im
besonderen beeinflullt. Die beim Wildtyp-Leader zu beobachtende Affinitats-
steigerung der S4-Bindung ist beim mutierten Leader nochmals erhoht. Die
strukturelle Beeinflussung der Binderegion von S20 wird bei 12°C durch beide
Leader gleichermal3en vermittelt. Um den Einflu} der Temperaturverringerung
auf die Leader-Wirkung zu erklaren sind zwei Méglichkeiten vorstellbar. Ent-
weder nimmt der Leader (auch in der mutierten Form) bei der jeweiligen Tem-
peratur eine andere Konformation ein und verandert so die Moglichkeiten der

Wechselwirkung mit verschiedenen Bereichen der 16S rRNA oder die veran-



73 Diskussion

derten Temperaturen sorgen durch unterschiedliche Aktivierungsenergien fur

einen jeweils anderen Verlauf der Leader-vermittelten Faltungskinetik.

3.2.6 Die ,,Chaperonfunktion* des Leaders hilft bereits bei sehr geringer

Aktivierungsenergie

Powers und Noller zeigten 1994, dal} eine maximale Bindung von S4 in vitro
erst ab einer Temperatur von 30°C aufwarts erfolgt (Powers et al., 1994). Da
der Leader sowohl im Wildtyp als auch in der mutierten Form die Bindung von
S4 bereits bei 12°C verbessert, belegen die Befunde die beglnstigende Cha-
peronwirkung auf die Faltung bei niedrigen Aktivierungsenergien. Die grofiten
Unterschiede zwischen beiden Leader-Derivaten sind ebenfalls bei 12°C zu
finden. Da die Effekte der Kaltsensitivitat in vivo bei 30°C auftreten, konnte
dies bedeuten, dal} in vivo andere Mechanismen wirksam sind oder, dal die

Temperatureffekte in vivo und in vitro nicht vergleichbar sind.

3.2.7 Die Wirkung von Leadermutationen auf die 5-Region

Mutationen im Leader, welche in vivo zu einer Akkumulation defekter Unter-
einheiten (30S und 50S) fuhren, scheinen demnach in vitro fir eine bessere
Bindung einiger Proteine in der 5'-Domane zu sorgen. Dabei ist das fur die ini-
tiale Strukturierung der 5-Domane verantwortliche Protein S4 im besonderen
Male betroffen. Dies kann bei allen Assemblierungstemperaturen beobachtet
werden. Der beglnstigende Effekt manifestiert sich am starksten bei Tempera-

turen unterhalb von 40°C.

3.2.8 Leader-Effekte auf die Assemblierung der volistdndigen 16S rRNA

Bei der Analyse der assemblierten 16S rRNA-Vollange konnten die Auswir-
kungen des Leader-Bereiches in Anwesenheit der tbrigen rRNA-Domanen der
16S rRNA untersucht werden, die nicht direkt durch den Leader beeinflufdt
werden. Da der positive Einflul des Leaders auf die Strukturierung der 5°-
Domaéne gezeigt werden konnte, sollte eine Durchfuhrung des gleichen expe-

rimentellen Ansatzes mit den jeweiligen Vollangentranskripten (ohne Leader,
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Wildtyp-Leader und Mutante) Aufschllsse Uber die Leaderwirkung auf die As-
semblierung der vollstandigen 16S rRNA bringen. Die Assemblierung der Vol-
lange in Anwesenheit des Leaders kann als eine sehr spate Stufe im Rei-
fungsprozell betrachtet werden. Das Vollangentranskript stellt mit seiner Se-
quenzlange das letzte Stadium dar, in dem der Leader noch effizient mit der 5'-
Region der 16S rRNA interagieren kann. Unmittelbar nach der 16S rRNA wird
der 3‘-seitige Spacer-Bereich transkribiert, der unter Beteiligung des Leaders
zur Ausbildung des Startsignales fur die Prozessierung fuhrt. Sind die dafur
notwendigen Sequenzen des Spacer-Bereiches synthetisiert, wird die Leader-
Wirkung auf die 5-Region der 16S rRNA durch eine um mehrere GroéRenord-
nungen stabilere Interaktion des Leaders mit dem Spacer unterbunden. Dem-
nach muf} die Interaktion zwischen Leader und 16S rRNA Interaktion transien-

ter Natur sein.

3.2.9 Die Limitierung der Temperatur ermoéglicht die Bildung diskreter

Partikelvorstufen

Bei assemblierten Vollange-Transkripten kann mit steigender Temperatur die
graduelle Vervollstandigung des Besetzungsgrades der ribosomalen Proteine
in den Partikeln beobachtet werden (siehe Abbildung 2.2, sowie A.2 im An-
hang). Mit steigender Temperatur nimmt also die Anzahl der in den Partikeln
vorhandenen Proteine erwartungsgemaly zu. Dies zeigt, dal® in vitro beim As-
semblierungsprozeld durch die Limitierung der Temperatur die Synthese dis-
kreter Partikelvorstufen maoglich ist. Held und Nomura beschrieben 1973 in |h-
rer Arbeit auch, dal} fur die vollstandige Assemblierung in vitro ein hitze-
aktivierender Schritt notwendig ist. Bei einer Temperatur von 40°C kommt es
zu einer wichtigen Konformationsanderung des Partikels. Erst das durch diese
in Abhangigkeit der Temperatur entstehende ,aktivierte* RI-Partikel kann die
noch fehlenden Proteine binden und die 30S Untereinheit erhalt so ihre end-
gultige Struktur (Tam and Hill, 1981).

Auch bei dem in dieser Arbeit verwendeten System sind erst bei einer Tempe-
ratur von 40°C unter Berucksichtigung der experimentellen Einschrankungen
(siehe Ergebnisse, Seite 33) alle ribosomalen Proteine nachweisbar. Die Zu-

nahme der Zahl gebundener Proteine mit steigender Temperatur kann am Bei-



75 Diskussion

spiel von S3, S10, S14 und S19 sehr gut verfolgt werden (siehe auch Anhang:
A.2).

3.2.10 Die Assemblierung der volistandigen 16S rRNA erfolgt in sequen-

tiellen Schritten

Die Bindung ribosomaler Proteine, die zur Bildung eines initialen Partikelkerns
fuhren, erfolgt durch direkte Interaktion mit der 16S rRNA. Im Gegensatz zu
diesen sogenannten ,primar“ bindenden Proteinen, ist der Einbau von Protei-
nen, die erst zu spateren Zeiten im Assemblierungsverlauf gebunden werden
konnen, auch von der korrekten Ausbildung bestimmter Protein-Protein-
Kontakte abhangig. Die RNA-Bindungsmotive dieser sogenannten ,sekundar”
bindenden Proteine werden erst dann erkannt, wenn die zur Strukturierung
notwendigen Proteine im Assemblierungsverlauf bereits in das Partikel integ-
riert wurden oder eventuell notwendige Protein-Protein-Kontakte zu den friher
bindenden Proteinen ausgebildet werden kénnen. S9 und S19 kénnen z.B. erst
an die 16S rRNA binden, wenn die initiale Strukturierung der 3'-Doméane durch
die Bindung von S7 (eines der primar bindenden Proteine) erfolgt ist. Die struk-
turellen Abhangigkeiten sind in der von Held und Nomura aufgestellten As-
semblierungskarte in der Einleitung dargestellt (Held und Nomura, 1974; siehe
Einleitung, Seite 14). Demnach kann z.B. das Fehlen von S10, S14 und S19 in
beiden Leader-haltigen Partikeln bei 12°C auf die massive Reduktion von S7
und S9 zuruckgefuhrt werden. Auch die Bindung von S10 ist von der Prasenz
eines anderen ribosomalen Proteins abhangig. So ist z.B. S9 fur die nachfol-
gende Bindung von S10 notwendig. Da bei 12°C die Bindung von S9 durch
beide Leader-Formen sehr stark beeintrachtigt wird, konnte das Fehlen von
S10 auf die Verringerung der S9-Bindung in beiden Leader-Derivaten zurtick-

gefuhrt werden.

3.2.11 Der Leader beeinfluBt die Bindung von S5 und damit die Struktur-
bildung im Bereich des zentralen Pseudoknotens

Die Ergebnisse mit den Vollangentranskripten zeigen im Gegensatz zu den
Untersuchungen an der assemblierten 5°-Region einen Uberwiegend negativen

Einfluld beider Leaderformen. Das Fehlen von S3 bei beiden Leader-haltigen
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Partikeln unterhalb von 40°C kann auf das gleichzeitige Fehlen von S5 zurlck-
gefuhrt werden. S5 konnte bei allen Partikeln der assemblierten Vollange nur
bei 40°C schwach nachgewiesen werden (S5 wurde in der grafischen Darstel-
lung nicht bertcksichtigt, es ist aber auf den Gelen im Anhang A.2 zu erken-
nen). Mandiyan et al. (1991) haben in ihren Untersuchungen der Bindungsrei-
henfolge der ribosomalen Proteine im Verlauf der Assemblierung gezeigt, dal}
S2 und S3 in ihrer Bindung von S5 abhangig sind. Da S5 bei beiden Leader-
haltigen Derivaten unterhalb von 40°C nicht nachgewiesen werden konnte,
kann das Fehlen von S3 durch die Protein-Abhangigkeit zu S5 erklart werden.
Die niedrigere Affinitat von S5 bei 40°C bei beiden leaderhaltigen Partikeln
kann nur auf einen leader-vermittelten Struktureffekt zurickgefuhrt werden, da
S5 bei der leaderfreien Kontrolle bei 40°C etwas starker nachgewiesen werden
kann. Da das Bindungsmotiv von S5 den zentralen Pseudoknoten beinhaltet,
verandern beide Leaderformen in der Vollange die Region des zentralen
Pseudoknotens, so dal® die Bindung von S5 nicht mehr mit normaler Intensitat

erfolgen kann.

3.2.12 EinfluB der Temperatur auf die ,,Chaperonfunktion“

Obwohl beide Leader die Assemblierung der Vollange empfindlich zu stdren
scheinen, ist eine Verbesserung der Bindung von S7, S9 und S20 mit steigen-
der Temperatur in Anwesenheit des Wildtyp-Leaders zu erkennen. Die Anzahl
an Proteinen, die bei Leaderanwesenheit eine sehr starke Affinitatsverringe-
rung (rot) zeigen, ist beim Wildtyp groRer als bei der Mutante. Wie auch schon
bei den Untersuchungen der assemblierten 5-Region scheint der mutierte Le-
ader die Affinitaten einiger Proteine im Vergleich zum Wildtyp-Leader starker
zu erhdhen. Ebenfalls ein Uberraschendes Ergebnis ist der Befund, dal® die
Punktmutationen, die bei 30°C in vivo zu defekten ribosomalen Untereinheiten
fuhren, in vitro bei dieser Temperatur den geringsten negativen Einflul auf die
Assemblierung haben. Die Tatsache, dal® der mutierte Leader in vitro die Bin-
dung einiger ribosomaler Proteine wesentlich verbessert und in vivo zur Aus-
bildung defekter 30S Untereinheiten fluhrt, kann zweierlei bedeuten. Entweder
sorgen in vivo andere Effekte fir den beobachteten Befund oder die Tempera-

tureffekte in vitro und in vivo sind nicht direkt vergleichbar.
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3.2.13 Belege fiir die transiente Natur der ,,Chaperonfunktion®

Die Assemblierungsdaten zeigen, dal} beide Leader einen positiven Einflul® auf
die Strukturierung der 5-Region haben. Die isolierte 5-Region kann in vitro ih-
re native Struktur unabhangig von den Ubrigen Domanen ausbilden. Dies
konnte durch die Proteinbindungsstudien klar gezeigt werden. Die ,Chaperon-
funktion“ des Leaders fuhrt bei der Assemblierung der isolierten 5-Region zu
einer verbesserten Proteinbindung. S4 als primar bindendes Protein ist dabei
in besonderem Malde durch die Leader-Mutante betroffen. Die Leader-Mutante
zeigt bei allen untersuchten Temperaturen vom Wildtyp-Leader abweichende
Effekte, die auch auf eine vom Wildtyp-Leader abweichende Interaktion hin-

weisen konnen.

Bei den Analysen der Vollange trat das Uberraschende Ergebnis zu Tage, dal}
der Leader in Anwesenheit der zentralen und der 3'-Doméne die Proteinbin-
dung inhibiert. Der mutierte Leader flhrt zwar bei dieser Analyse im Vergleich
zum Wildtyp-Leader zu einer Affinitatsverbesserung einiger ribosomaler Prote-
ine, aber auch bei der Mutante bleibt der Leader-vermittelte Einflufld inhibitori-
scher Natur. Diese Erkenntnis stutzt die These einer transienten Hilfsfunktion
des Leaders, der zwar im frihen Faltungsstadium der 5-Region einen positi-
ven Einflu® auf die Strukturfindung hat, jedoch spatestens bei der Strukturie-
rung der 3-Domane durch eine starke Interaktion mit dem Spacer seiner Hilfs-
funktion ,entzogen“ werden muf3. Da im Falle der Vollange Proteine in allen
Domanen der 16S rRNA durch die Leaderprasenz betroffen sind, kdnnen die
inhibitorischen Effekte des Leaders nicht nur durch die direkten Interaktionen
mit der 5°-Region der 16S rRNA vermittelt werden. Ein weiterer Grund kann die
Nahe des Leaders zum zentralen Pseudoknoten sein. Der Leader selbst be-
sitzt ebenfalls eine sehr ausgepragte Sekundarstruktur. Mit einer Lange von
173 Nukleotiden kann er im Zentrum des Partikels, wo alle Domanen einen
gemeinsamen Verbindungspunkt besitzen, auch durch seine raumliche Aus-

richtung die Strukturierung sterisch behindernd wirken.

3.3 Strukturelle Untersuchung der assemblierten Partikel
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3.3.1 Die Bindung eines ribosomalen Proteins kann eine fiir die Bindung

weiterer Proteine notwendige Strukturdnderung induzieren

Ribosomale Proteine erkennen ihren Bindungsort an RNA-Molekulen aufgrund
raumlich ausgebildeter Strukturen. Die entsprechende Region der RNA muf
zur Erkennung des ribosomalen Proteins ein gewisses Erkennungsmotiv A
ausbilden, damit die Bindung erfolgen kann. Das Erkennungsmotiv A kann je-
doch durch die Bindung des Proteins zu einem RNA-Protein-Komplex in eine
Struktur B umgelagert werden. Diese Struktur B ist dann im weiteren Verlauf
der Assemblierung unter Umstanden das notwendige Erkennungsmotiv fur die

Bindung des nachsten ribosomalen Proteins.

Mandiyan konnte in seinen Arbeiten zeigen, daf® z.B. durch die Bindung von
S4 intramolekulare ,long-range®-Interaktionen in der 5-Domane der 16S rRNA
erfolgen, die zu einer Veranderung der Tertiarstruktur im zentralen Bereich der
S4-Bindung (Verbindungspunkte der 5-Helices 3, 4, 16, 17 und 18) flhren
(Mandiyan et al., 1989).

Aus diesen Betrachtungen ergibt sich, dafl® die Faltung der RNA in ihre native
Struktur zum Teil auch durch die Proteine vermittelt wird. Es wurde zwar ge-
zeigt, dal freie 16S rRNA in Lésung auch eine ahnliche Konformation wie in
der nativen 30S Untereinheit einnehmen kann (Vasiliev et al., 1978), Arbeiten
von Powers und Stern zeigen jedoch, dal die beiden ribosomalen Proteine S4
und S7 in ihrer jeweils bindenden Region der 16S rRNA (S4 in der 5-Domane,
S7 in der 3'-Domane) sogenannte ,Nukleationskerne“ ausbilden. Sie sorgen in
der jeweiligen Region nach den ersten Faltungsschritten flr die strukturellen
Voraussetzungen zur Bindung der nachfolgenden Proteine (Stern et al., 1986
und Powers et al., 1988).
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3.3.2 Die ,,Chaperonfunktion“ kann nur iliber RNA-Kontakte vermittelt

werden

Die Effekte des Leader-Bereichs auf die Bindungsaffinitat der betroffenen ribo-
somalen Proteine sollten auch nach den Ergebnissen dieser Arbeit in vitro nur
durch Interaktionen auf RNA-Ebene vermittelt werden. Im Leader selbst kdn-
nen an die dort enthaltenen nut-ahnlichen Elemente (BoxB, BoxA, BoxC) nur
Nus-Proteine und das ribosomale Protein S1 binden (Mogridge et al., 1998).
Da das NusE-Protein indentisch ist mit S10, kdmen als potentiell an den Lea-
der bindenden Proteine von den ribosomalen Proteinen nur S1 und S10 in
Frage. S1 wird allgemein als lose an das Ribosom assoziierter Faktor angese-
hen (Laughrea et al., 1977) und konnte in den TP70-Praparationen nicht nach-
gewiesen werden. Bei den Assemblierungsstudien der isolierten 5‘-Region
konnte S10 bei keinem der drei Partikel-Derivate (ohne Leader, Wildtyp-Leader
und Mutante) auf den 2D-Gelen nachgewiesen werden. Dies gilt fur alle As-
semblierungstemperaturen. Bei der assemblierten Vollange konnte S10 erst ab
30°C nachgewiesen werden. Da die am Leader bindungsfahigen Proteine in
der assemblierten 5°-Region nicht nachgewiesen werden konnten, scheint der
Leader seine Funktion in vitro nicht als Ribonukleoproteinkomplex zu vermit-
teln. Die strukturellen und kinetischen Analysen der Partikel konnen die direkte
Interaktion zwischen Leader und 16S rRNA belegen und zeigen, dal} der Lea-

der seine Hilfsfunktion in vitro durch Wechselwirkung auf RNA-Ebene ausubt.

3.3.3 Der Leader besitzt im assemblierten Partikel eine hohe Stabilitét

Die Untersuchung der assemblierten Partikel auf RNA-Ebene ermdglichte im
Gegensatz zu den Experimenten zur Proteinbindung auch die Moglichkeit, die
Nukleinsaurestruktur des Leader-Bereiches im assemblierten Partikel zu ana-
lysieren. Durch chemische Modifikation der Partikel mit Kethoxal konnten Gber
die Zuganglichkeit von Guanosinen Aussagen uber die Struktur erlangt wer-
den. Unabhangig von den strukturellen Befunden war jedoch zunachst von
grundlegender Bedeutung, dal® der Leader wahrend des Assemblierungszeit-
raumes nicht durch nukleolytische Aktivitaten abgebaut wird. Die Tatsache,

dal beide Leader-Formen auch bei 40°C noch nach einer Stunde im Partikel
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durch ,Primer Extension“ nachgewiesen werden konnten, spricht fir die Aus-
bildung einer stabilen Struktur und gegen kontaminierende Nukleasen in den

TP70-Praparationen.

3.3.4 Die t.-Regionen beider Leader nehmen unterschiedliche

Konformationen ein

Beide Leaderformen unterscheiden sich in der Sekundarstruktur der t -Region,
die die Punktmutationen beinhaltet, sehr deutlich voneinander. Im Gegensatz
zum Wildtyp-Leader zeigt die Leader-Mutante Zuganglichkeiten im helikalen
Stammbereich der Helix IV. Somit scheint die t.-Region im Falle der Mutante
eine andere Struktur einzunehmen. Im Bereich der Helix 3 und im Bereich der
Helix 6 der 16S rRNA befinden sich Sequenzabschnitte, die mit Abschnitten
der t -Region des Leaders identisch sind. Die in den Partikeln gefundenen
Strukturunterschiede lassen eine jeweils andere Form der Wechselwirkung
zwischen Wildtyp-Leader oder Leader-Mutante und der 16S rRNA vermuten,

da sowohl die Leadersequenz als auch die der 16S rRNA hochkonserviert ist.

Durch die hohere Zuganglichkeit in der t -Region der Mutante gibt es einen
klaren Hinweis auf Unterschiede in der strukturellen Interaktion mit der 16S
rRNA, die zu der veranderten Proteinbesetzung bei den jeweiligen Partikeln

fihren konnen.

Die t -Region erscheint in den Partikeln der assemblierten 5°-Region Uber den
gesamten Bereich sehr stark zuganglich. Die einfachste Erklarung ware die
fehlende Interaktion mit der 16S rRNA. Wahrend der Wildtyp-Leader in Berei-
chen der t -Region eine Wechselwirkung mit der 16S rRNA eingeht, bleibt die
t -Region der Mutante zuganglich und bildet keine Interaktion mit der 16S
rRNA aus. Diese Erklarung erscheint zwar gemaly den Daten einleuchtend,
mul jedoch kritisch betrachtet werden. Der Grund dafur liegt in der hohen An-
zahl an Strukturabbrtichen, die nicht an durch Kethoxal modifizierten Gunaosi-
nen erfolgen. Der Mechanismus der Protein-induzierten Strukturabbriiche an
A’s, C’s und U’s ist im Gegensatz zu dem Mechanismus der Guanosinmodifi-
kation durch Kethoxal in seinen sterischen Auswirkungen unbekannt. Die Pro-

tein-vermittelten Strukturabbriche konnten z.B. auch auf nukleolytische Aktivi-
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taten durch die Proteine an den entsprechenden Positionen zurtickgefihrt

werden.

3.3.5 Die Leadermutationen verhindern die Interaktion der t -Region mit
der 16S rRNA

Auch die Assemblierungsergebnisse der Vollangentranskripte zeigen die glei-
chen Unterschiede bezuglich der t -Region zwischen Wildtyp-Leader und Mut-
ante (siehe Abbildung 2.6). Die Mutante zeigt im Gegensatz zum Wildtyp-
Leader auch bei der Vollange eine hohere Zuganglichkeit in den helikalen Be-
reichen der t -Region. Die Zuganglichkeit fallt jedoch im Vergleich zur isolierten
5°-Region wesentlich geringer aus. Zudem zeigt die Leader-Mutante an einigen
Positionen der t -Region eine hohere Temperaturabhangigkeit (vergl. A261
und U268 in der isolierten 5-Region und in der Vollange, Abb. 2.6).

Die Modifikationsanalysen belegen klare Strukturunterschiede zwischen dem
Wildtyp-Leader und der Mutante. Insbesondere in der t.-Region, in welcher
auch die Punktmutationen lokalisiert sind, lassen sich gravierende strukturelle
Unterschiede erkennen, die gute Hinweise liefern, dal’ die t.-Region des Wild-
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rRNA interagiert. Mutatio-
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nen zur 16S rRNA von besonderem Interesse. Da in den Proteinbindungsstu-
dien Einflisse des Leaders auf die S4-Bindung gefunden wurden, sollten im
Bereich der S4-Bindung die auslosenden Strukturveranderungen auf RNA-

Ebene erkennbar sein.

3.3.6 Hinweise auf eine weitere Leader-vermittelte Funktion

In beiden untersuchten Transkriptlangen (isolierte 5'-Region und Vollange) las-
sen sich neben der leader-abhangigen Interaktion (siehe oben) auch protein-
vermittelte Protektionen in beiden Leadern an Position G21 in der Helix 1 der
16S rRNA erkennen. Die Protektionen kénnen nur durch die Nahe zu einem
der vorhandenen ribosomalen Proteine vermittelt werden. Da sich S5 in den
Assemblierungsstudien weder bei den verkurzten Transkripten noch bei der
Vollange in Anwesenheit der Leader nachweisen lie3 und S4 u. a. Kontakte
zur Helix 1 ausbildet (Wimberly et al., 2000), scheint diese Protektion durch S4

vermittelt zu werden (siehe Abb. 3.1).

Die fehlenden Zuganglichkeiten der Positionen G9, G11, G15 und G22 am na-
hen 5-Ende der 16S rRNA in Anwesenheit beider Leader unterscheiden sich
im Gegensatz zu den Zuganglichkeiten der t -Region nicht zwischen den

Transkriptlangen (siehe Tab.
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bis G22) und dem Leader-Anfang statt und ist von den Mutationen unabhan-
gig. Dieser Kontakt konnte den Leader positionieren und eine raumlich not-
wendige Ausrichtung zur Ausbildung des zweiten Kontaktes darstellen. Die
Protektionen lassen jedoch zwischen beiden Transkriptlangen keine Unter-
schiede erkennen. Strukturelle Veranderungen in den Helices 1 bis 3 der 16S
rRNA konnen somit nicht die Differenzen in den Bindungsaffinitaten von S4
zwischen den Partikeln der assemblierten 5'-Region und den Partikeln der as-

semblierten Vollange erklaren.

Demzufolge findet eine weitere Interaktion zwischen der t -Region des Leaders
und der 16S rRNA statt, wobei als mdgliche Interaktionsbereiche die Helices 3
und 6 durch zum Leader identische Sequenzen in Frage kommen. Diese Inter-
aktion kann durch die unterschiedliche Konformation der t -Region die veran-

derte Proteinzusammensetzung der Partikel herbeifiihren (Abb. 3.2).

3.3.7 Die Verédnderung der S4-Bindung wird indirekt durch den Leader

vermittelt

Das S4 in Abwesenheit der ubrigen 16S rRNA Domanen eine hohere Affinitat
zeigt, 1alt sich bei der Analyse des zentralen S4-Bindungsbereiches in der iso-

lierten 5'-Region erkennen (Tabelle 2.5, Seite 42).

Die "footprint"-ahnliche Protektion von Bereichen der zentralen Regionen der
S4-Bindung (G410 bis G454) spiegelt die hohe Affinitat von S4 in der isolierten
5'-Region wieder. Der gleiche Bereich ist in den Vollangentranskripten wesent-
lich zuganglicher. Nur an wenigen Positionen sind noch Protein-vermittelte
Protektionen erkennbar (G410, 413, A441 und G505). Diese treten zudem erst
ab 30°C auf. Der Vergleich aller Strukturinformationen aus den Helices 1-3,
und 16-18 Ialt eine Korrelation zu den Proteinbindungsdaten zu. Da die as-
semblierten Partikel in ihrer endgultigen Struktur untersucht wurden, ist bei der
Analyse der gewonnenen Strukturdaten klar zu erkennen, dal} es nicht mdglich
ist, die Wirkung der jeweiligen Leaderform gezielt einzelnen Regionen auf
Nukleotidebene zuzuordnen. Gemal den Vorstellungen uber die Orte der di-
rekten Wechselwirkung des Leaders (Helix 3 und Helix 6) mit der 16S rRNA

konnen die strukturellen Effekte in der zentralen S4-Binderegion auch als se-
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kundare Effekte der Interaktion angesehen werden. Sie beruhen unter Berlck-
sichtigung der bisherigen Erkenntnisse (Pardon et al. 1995, Besangon et al.,

1999) nicht auf einer direkten Leaderwechselwirkung.

3.3.8 Der Leader verhindert die Ausbildung des zentralen Pseudokno-

tens und sorgt dadurch fiir eine Destabilisierung der 3'-Region

Eine Ursache fur den inhibierenden Effekt des Leaders in den Partikeln der as-
semblierten Vollange liefert die strukturelle Untersuchung der Region des zent-
ralen Pseudoknotens. Alle drei Partikel unterscheiden sich hinsichtlich der Zu-
ganglichkeiten in den untersuchten Positionen bis einschlieRlich G917 nicht.
Obwohl in diesem Bereich nur wenig Strukturinformationen vorliegen, scheint
der in der 3'-Domane befindliche Bereich des zentralen Pseudoknotens struk-
turell nicht durch den Leader betroffen zu werden. An Position G922 zeigt sich

jedoch ein deutlicher Unter-
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(Abb. 3.3). Diese Position ist im Falle des mutierten Leaders bei 30°C zugang-
licher als beim Wildtyp. In Proteinanwesenheit zeigen beide Leader-haltigen
Transkripte bei G922 eine Protein-vermittelte Protektion, die ab 30°C auftritt.
Erklarbar ist dieser Effekt durch die Wechselwirkung des Leaders mit den in
der 5'-Region befindlichen Teilen des zentralen Pseudoknotens. Durch die In-
teraktion des Leaders am nahen 5'-Ende der 16S rRNA (siehe Tab. 2.4 und
2.7) erfolgen in dem unmittelbar an den zentralen Pseudoknoten angrenzen-
den Bereich wesentliche Strukturanderungen. Dadurch gelangt G922 in die
raumliche Nahe eines ribosomalen Proteins. G922 liegt am Anfang der Helix
28. S5 und S7 bilden im nativen Partikel Kontakte zur Helix 28 aus. Da S5 in
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der assemblierten Vollange in beiden Leader-haltigen Partikeln nicht nachge-
wiesen werden konnte, kdnnen die Proteinsignale nur durch die Nahe zu S7
verursacht werden. Da G922 im Leader-freien Partikel keine Nahe zu S7 zeigt
und alle Proteine auch in der assemblierten Vollange nachgewiesen werden
konnten, kann der Effekt an Position G922 ein eindeutiger Hinweis auf die
Verbindung zwischen den Leaderkontakten in der 5'-Doméane und den in den
Assemblierungsstudien beobachteten inhibitorischen Effekten der 3'-Domane

Zu sein.

3.4 Faltungsstudien der 16S rRNA in Anwesenheit des Leaders

Besancgon konnte in seiner Arbeit zeigen, dal} die Bildungskinetik verschiede-
ner Helices der 16S rRNA durch die beiden Leader-Derivate auf unterschiedli-
che Art beeinflult wird (Besangon et al., 1999). Um die Faltung auf strukturel-
ler Ebene mit hoherer Auflosung und im erweiterten Umfang untersuchen zu
konnen, wurde eine von Banerjee entwickelte Methode zur kinetischen Unter-
suchung der Faltung von Ribozymen modifiziert (Banerjee et al., 1995). Diese
Methode erlaubt, im Gegensatz zu der von Besancon verwendeten Oligo-
nukleotid-Hybridisierungskinetik, die strukturelle Veranderung der raumlichen
Umgebung einzelner Nukleotidpositionen Uber die Zeit zu verfolgen. Wahrend
die Oligonukleotid-Hybridiserungskinetik nur eine Aussage Uber die Bildungs-
geschwindigkeit einzelner Helices erlaubt, kann mit Hilfe der Kethoxal-Kinetik
die Tertiarstrukturbildung des gesamten Molekuls untersucht werden. Die Me-
thode ermdglicht die Analyse der strukturellen Umgebung von Guanosinen
wahrend der Strukturbildung und erlaubt so, die Kinetik der ,Chaperonfunktion®

des Leaders auf Nukleotidebene zu untersuchen.

3.4.1 Wie kénnen die Strukturbildungszeiten der untersuchten Guanosi-

ne interpretiert werden?

Um die ermittelten Faltungszeiten der einzelnen Positionen und die durch die
Leader-Derivate verursachten Effekte vergleichen zu kénnen, ist eine Berlck-

sichtigung der strukturellen Umgebung des jeweiligen Guanosins notwendig.
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Die von Woese et al. 1983 postulierte Sekundarstruktur der 16S rRNA ist all-
gemein anerkannt und wurde als Struktur-Referenz verwendet. Da unter ande-
rem durch Arbeiten von Weitzmann gezeigt wurde, dall die 5'-Region in der
Lage ist, ihre native Struktur auch unabhangig von den restlichen Domanen
der 16S rRNA ausbilden zu kdnnen (Weitzmann et al., 1993), kann auch der
Bereich der 5'-Region der Sekundarstruktur von Woese et al. als Referenz fur
die Analysen der verkirzten Transkripte herangezogen werden. Bei der Analy-
se der Faltungszeiten in Bezug auf die Leader-vermittelten Effekte wurden die
Halbwertszeiten der Leader-freien Kontrollen bei beiden untersuchten
Transkriptlangen (isolierte 5'-Region und Vollange) als Referenzzeiten ver-

wendet.

Die Faltungszeiten der isolierten 5'-Region sind im Vergleich zu den entspre-
chenden Positionen der Vollange der 16S RNA um einiges schneller. Dies
kann wahrscheinlich dadurch erklart werden, dal} die isolierte 5'-Region den
Strukturfindungsprozef® ohne den Einfluy der restlichen Domanen schneller

durchlaufen kann.

Ein Vergleich der Faltungszeiten mit der Sekundarstruktur der 16S rRNA er-
gibt, dal} bis auf wenige Ausnahmen Positionen, die in der Sekundarstruktur in
helikalen Bereichen liegen, kurze Faltungshalbwertszeiten zeigen. Anhaltende
Zuganglichkeiten entsprechen einer sehr langsamen Faltung oder einem per-
menant ungepaarten Zustand. Zur besseren Anschaulichkeit wurde das struk-
turelle Verhalten der Guanosine durch verschiedene Farben symbolisierenden
Zeitfenstern zugeordnet. Gunaosine, die in helikalen Bereichen liegen, welche
Zeitfenstern bis ca 30 Minuten zugeordnet wurden, werden durch Gelb und
Orange symbolisiert. Positionen, die in der Sekundarstruktur einzelstrangig
vorliegen, zeigen Faltungszeiten von 30 Minuten und mehr. In der Farbskala

liegen diese Positionen im roten und in den beiden blauen Bereichen.

Es ist wichtig festzuhalten, dal® auch die kurzen Faltungszeiten nicht die reine
Sekundarstrukturbildung widerspiegeln, da mit der hier angewandten Methode

Faltung auf tertiarer Strukturenebene erfaldt wird.
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3.4.2 Beide Leader haben einen unterschiedlichen EinfluR auf die Fal-

tungsgeschwindigkeit von Positionen in der Helix 3 der 16S rRNA

Die kinetischen Informationen zeigen, dal} beide Leader-Derivate die Bil-
dungsgeschwindigkeit von Guanosinen in der Helices 3 und 4 beeinfluRen.
Wahrend die Anwesenheit des Wildtyp-Leaders flir einen Anstieg der Fal-
tungszeiten sorgt, beschleunigt die Leader-Mutante die Faltung der gleichen
Positionen (siehe Tabelle 2.1, Seite 61). Die Interaktionsmdglichkeiten des Le-
aders mit den Helices 3 und 6 wurden schon von Pardon und Besangon vor-
geschlagen. Die in dieser Arbeit gemessenen Modifikationskinetiken unterstut-
zen die Vorstellung, dal® beide Leader mit der Helix 3 in Wechselwirkung treten
konnen. Da sich aus den strukturellen Daten keine Unterschiede in den Zu-
ganglichkeiten der entsprechenden Positionen ergeben, kann geschlossen
werden, dal} beide Leader keinen Einflu® auf den strukturellen Endzustand der
betroffenen Helices haben. Beide Leadersequenzen beeinflulken demnach die
Bildungsgeschwindigkeiten der Helices 3 und 4, aber nicht deren endgultige
Struktur.

3.4.3 Der Leader beeinfluBBt auch die Region der zentralen S4-Bindung
durch kinetische Effekte

Die Messungen zeigen, dal} der Bereich der zentralen S4-Bindung im verkurz-
ten Transkript ebenfalls in starkem Malde durch beide Leader-Formen betroffen
ist. Unter der oben vergenommenen Einteilung der Faltungszeitbereiche in he-
likal und einzelstrangig, flihren beide Leader zu einer erhdhten Zuganglichkeit
in der Region des zentralen S4-Bindungsmotivs (Vergl. Positionen G453-G558
in Tabelle 2.11). Der beschleunigende Effekt der Leader-Mutante auf Regionen
der S4-Bindung laf3t sich bei der Vollange ebenfalls im Bereich G410-G433 er-
kennen (siehe Tabelle 2.12). Diese Positionen liegen in der Helix 16 der 16S
rRNA und zeigen im Vergleich zur Leader-freien Kontrolle wesentlich kirzere
Faltungszeiten. Die Faltungszeiten der Positionen in dieser Region werden
durch den Wildtyp-Leader bis auf G413 nicht beeinflult. Langere Faltungs-
halbwertszeiten im Bereich der S4-Bindung kdnnten jedoch ebenso bedeuten,
dall diese Region in Anwesenheit des Leaders viel langer fir die Ausbildung

der nativen Struktur bendétigt. Letztere Deutung der Befunde stédande im Ein-
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klang mit den strukturellen Daten. Beide Leader-haltigen Partikel zeigten im
Strukturmapping keine signifikanten Unterschiede in den Zuganglichkeiten der
S4-Bindung der assemblierten 5-Region. Die Proteinbindungsdaten zeigten
jedoch eine hdohere Besetzung mit S4 im Falle der Mutante. Versucht man die
Befunde aller Experimente fir die Analysen bei 30°C miteinander in Einklang
zu bringen, so wurde dies bedeuten, dald die Unterschiede zwischen den Lea-
der-haltigen Partikeln bezuglich der S4-Bindung unter anderem auf die veran-
derten Bildungszeiten der Helices 3 und 4 und Bereichen der zentralen S4-

Binderegion zurlickgefihrt werden kdénnen.

Aufgrund der strukturellen Informationen der Partikel kénnen keine Ruck-
schlisse auf die Starke der S4-Bindung gezogen werden, da die Assemblie-
rung mit einem Uberschul an TP70 erfolgt. Unter diesen Bedingungen werden
alle RNA-Molekule mit Proteinen besetzt. Freie RNA ist nicht mehr nachzuwei-
sen. Durch die Bindung von S4 verursachte Strukturabbruchsignale befinden
sich in der ,Primer Extension® mit lhrer Signalstarke im Sattigungsbereich, da
durch den Proteintberschul® die maximale S4-Bindung forciert wird. Aus die-
sem Grund kann mit Hilfe der strukturellen Informationen keine Aussage Uber

den Besetzungsgrad an S4 getroffen werden.

3.4.4 Kinetische Analysen der Leaderfunktion am nahen 5-Ende der 16S
rRNA

Bei den Faltungsanalysen beider Transkriptlangen fiel auf, da® die Zugang-
lichkeit einiger Positionen am nahen 5-Ende (G9, G15 und G22) der 16S
rRNA in Anwesenheit des Leaders nicht bestimmt werden konnten. Dieser feh-
lenden Zuganglichkeiten waren in Anwesenheit beider Leader-Varianten fest-
zustellen. Der gleiche Befund konnte auch schon bei den strukturellen Unter-
suchungen der assemblierten Partikel beobachtet werden (siehe Tabelle 2.4
und 2.7). Da die kinetischen Studien eine zeitliche Aufldésung der Strukturie-
rung ermoglichen und selbst mit dieser Methode die drei Guanosine zu keinem
Zeitpunkt der Messung erfal3t werden konnten, scheinen das unmittelbare 5'-
Ende der 16S rRNA und der Anfang des Leaders eine Wechselwirkung mit ei-
ner sehr kurzen Bildungszeit einzugehen. Derart kurze Bildungszeiten sollten

nur durch die Strukturbildung auf reiner Sekundarstrukturebene erreicht wer-
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den (Helixbildung). Bei einer Analyse der in Frage kommenden Sequenzen auf
Komplementaritat konnten passende Sequenzbereiche identifiziert werden.
Der Bereich A10—-A16 der 16S rRNA ist unter Ausbildung klassischer Watson-
Crick-Basenpaare komplementar zu dem Bereich U283-U289 in beiden Lea-
der-Derivaten. Die Experimente legen neben den schon bekannten Interakti-
onsbereichen des Leaders in den Helices 3 und 6 der 16S rRNA einen weite-
ren Ort der Interaktion am unmittelbaren 5'-Ende der 16S rRNA nahe. Eine

ahnliche Wechselwirkung wurde schon von Young and Steitz, 1978 postuliert.

3.5 SchluBfolgerungen und ein Modell fiir den Mechanismus der Lea-

der-vermittelten ,,Chaperonfunktion“

o Die Strukturanalysen zeigen, dal} sich beide Leader in der t.-Region erheb-
lich voneinander unterscheiden, wobei dieser Bereich in der mutierten Form

ungepaart vorliegt, wahrend der Wildtyp dort gepaarte Bereiche zeigt.

e Der Leader vermittelt seine ,Chaperonfunktion® bei der Faltung unter Aus-
bildung einer stabilisierenden Wechselwirkung mit dem nahen 5-Ende der
16S rRNA. Diese Interaktion ist unabhangig von den Interaktionen der t.-
Region und damit unabhangig von den Punktmutationen, da beide Leader

diesen Kontakt innerhalb der 16S rRNA-Sequenzen ausgebilden.

e Der Wechselwirkungsbereich dieser Interaktion konnte bis zur Position G22
nachgewiesen werden. Er deckt somit den 5'-seitigen Bereich des zentra-
len Pseudoknotens ab und kdénnte eine ,Platzhalterfunktion® fir den 5°-

seitigen Teil dieses essentiellen Tertiarstrukturelementes haben.

e Bei der Vollange fuhrt die Leader-Anwesenheit zu einer verminderten Bin-
dung fast aller ribosomaler Proteine, wobei nicht nur Proteine der 5-Region
betroffen sind. Da der Leader auch in der Vollange die Interaktionen mit
dem nahen 5‘-Ende der 16S rRNA ausbildet, konnte die ,Platzhalterfunkti-
on“ hier den 3‘-seitigen Teil des zentralen Pseudoknotens an der Ausbil-
dung der nativen Struktur behindern und so zu den strukturellen Defiziten

beitragen.
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o Die Faltungskinetiken belegen, dal® beide Leader die Bildungszeiten der
Helices 3 und 4, sowie den Bereichen der zentralen S4-Bindung unter-

schiedlich beeinfluen.

3.5.1 Die ,,Chaperonfunktion“ des Leaders erfiillt zwei wichtige

Hilfestellungen

Nach den in dieser Arbeit gewonnenen Erkenntnissen vermittelt der Leader bei
der Faltung und Assemblierung ribosomaler 30S Partikel mindestens zwei
wichtige Funktionen. Durch die Ausbildung einer sehr stabilen Wechselwirkung
mit dem unmittelbaren 5'-Ende der 16S rRNA fungiert er als eine Art 'Platzhal-
ter' fur die in der 3'-Region befindlichen Sequenzen und scheint eine essentiel-
le Rolle bei der Bildung des zentralen Pseudoknotens zu spielen. Da bei der
Ausbildung des Pseudoknotens 'long-range'-Interaktionen ausgebildet werden
mussen, scheint er die in der 5'-Domane liegenden Sequenzelemente des
Pseudoknotens vor der Ausbildung fehlerhafter Zwischenstrukturen zu 'schuit-
zen', damit die Ausbildung des Pseudoknotens erfolgen kann, sobald die kor-
rekten komplementaren Sequenzen synthetisiert worden sind. Zum anderen
vermittelt der Leader auch die auch schon von Pardon und Besancon be-
schriebene Hilfsfunktion bei der Faltung der 16S rRNA und der Assemblierung
der ribosomalen 30S Untereinheit (Pardon et al., 1995, Besangon et al., 1999),
indem er die Bindung ribosomaler Proteine wahrend der frihen Assemblie-
rungsphase unterstutzt. Beide Aspekte scheinen Teil der durch den Leader

vermittelten transienten Hilfsfunktion zu sein.

In dieser Arbeit konnte die ,Chaperonfunktion® des Leaders auf die Bindung
der ribosomalen Proteine nachgewiesen werden. Dal} der Leader seine Funk-
tion durch eine transiente Wechselwirkung mit der 5'-Region der 16S rRNA
vermittelt, konnten die Assemblierungsexperimente mit den Vollan-
gentranskripten zeigen. Wird der Leader nicht rechtzeitig durch die Prasenz
des Spacer-Bereichs komplexiert und damit der Einflul} auf die 5'-Region un-

terbunden, fuhrt dies zu einer starken Beeintrachtigung der Assemblierung.
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3.5.2 Die ,Chaperonfunktion“ verdndert den kinetischen Ablauf

der Faltung

Der Einflul® des Leaders auf die Faltung der 16S rRNA in die native Konforma-
tion scheint dabei durch kinetische Effekte vermittelt zu werden. Da bei den
Proteinbindungsstudien heterogene Populationen ribosomaler Partikel unter-
sucht wurden und diese vermutlich nicht Uber eine einheitliche Zusammenset-
zung der ribosomalen Proteine verfugen, spiegeln die Ergebnisse der Assemb-
lierungsstudien nur ein statistisches Mittel wieder. Die dort vermessenen ver-
starkenden oder in hibitorischen Effekte in Anwesenheit beider Leader kdnnten
auf eine im zeitlichen Mittel friher oder spater erfolgende Bindung des ent-
sprechenden Proteins zuruckzufuhren sein. Kinetische Aussagen sind auf-

grund der langen Assemblierungszeiten mit diesem Experiment nicht mdglich.
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3.6 Ausblick

Das Wissen Uber die ,chaperonartige® Hilfsfunktion der zusatzlich transkribier-
ten Leadersequenzen konnte in dieser Arbeit vertieft und erweitert werden.

Weitere Erkenntnisse konnten durch folgende Analysen gewonnen werden:

e Die raumliche Anordung des Leaders im assemblierten Partikel durch
"Cross-link"-Experimente kdnnte Aufschlisse Uber die direkten Orte der
Wechselwirkung geben und die mogliche Nahe des Leaders zu ribosoma-

len Proteinen nachweisen.

e Eine Erweiterung der Assemblierungsstudien mit Transkripten, die den
Spacer-Bereich enthalten, konnte den transienten Charakter der leader-

vermittelten Hilfsfunktion unterstreichen und direkter zeigen.

e Die Strukturanalyse der 3'-Region jenseits des in dieser Arbeit untersuch-
ten Bereiches konnte zu einem besseren Verstandnis des destabilisieren-
den Effektes des Leaders bei Anwesenheit der zentralen und der 3'-Region

fuhren.
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4 Material

41 Allgemeines

Alle verwendeten Chemikalien besallen, soweit nicht anders vermerkt, den
Reinheitsgrad ’pro analysis’. Zum Ansetzen der Losungen wurde hochreines
Milli-Q-Wasser (Hausanlage mit nachgeschaltetem ,water purification system
EPA Est. 41237-MA-1%, Millipore GmbH, Neu Isenburg) verwendet, hier
nachfolgend als ’Aqua dest.’ bezeichnet, welches in regelmaligen Abstanden

bezlglich pH-Wert und Konduktivitat Gberpruft wurde.

4.2 Bakterienstaimme und Plasmide

4.2.1 E. coli Stamme

Stamm Genotyp Referenz
HB101 F°, proA2, recA13, ara-14, lacY1, Boyer und Roulland-
galK2, xyl-5, mtl-1, rpsL20 (Str'), Dussoix, 1969

SupE44, hsdS20 (rgm), A

GM2199 ara-14, dam-13, ::Tn9, galK2, Marinus et al., 1983
galT22, hisG4, lacY1, leuB6, mtl-1,
rspL136, supE44, thi-1, tonA31,
tsx-78, xyl-5



Materialen & Methoden 94

4.2.2 Plasmide

pBP2

pWB

pPWB11

plK

pIK11

pIK16S

pUC19-T7-Derivat mit der vollstandigen Sequenz des 16S rRNA-
Gens des rrnB-Operons von E. coli (1,8 kb Dral Fragment von
pKK3535) in der Stul Schnittstelle unter Kontrolle des T7-

Promotors.

pBP2-Derivat mit einkloniertem leader-Bereich (256 bp
Nael/BcllFragment aus p7P2, Pardon et al., 1994) in der
Sacl/Bcll-Schnittstelle) vor dem 16S rRNA-Gen unter der

Kontrolle des T7-Promotors.

pBP2-Derivat mit einkloniertem leader-Bereich (227 bp Kpnl/Bcll
Fragment aus p7P2-11, Pardon et al., 1994) vor dem 16S rRNA-

Gen unter der Kontrolle des T7-Promotors.

pWB-Derivat, bei dem die downstream des 16S-rRNA-
Strukturgens liegende singulare Xbal-Schnittstelle bis auf 5
Nukleotide hinter das 16S rRNA-Gen verschoben wurde.

pWB11-Derivat, bei dem die downstream des 16S-rRNA-
Strukturgens liegende singulare Xbal-Schnittstelle bis auf 5
Nukleotide hinter das 16S rRNA-Gen verschoben wurde.

pBP2-Derivat, bei dem die downstream des 16S-rRNA-
Strukturgens liegende singulare Xbal-Schnittstelle bis auf 5
Nukleotide hinter das 16S rRNA-Gen verschoben wurde.
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4.3 Nukleinsauren und Nukleotide

Nukleinsauren:
kb-Leiter

Nukleotide:

Adenosin-5’-triphosphat
Cytidin-5’-triphosphat
Guanosin-5'-triphosphat
Uridin-5’-triphosphat
2'-Desoxyadenosin-5‘-triphosphat
2'-Desoxycytidin-5'-triphosphat
2'-Desoxyguanosin-5‘-triphosphat
2'-Desoxythymidin-5‘-triphosphat
2',3'-Didesoxyadenosin-5'-triphosphat
2',3‘-Didesoxycytidin-5'-triphosphat
2',3'-Didesoxyguanosin-5‘-triphosphat
2',3‘-Didesoxythymidin-5‘-triphosphat

Radionukleotide:

Gibco BRL, Eggenstein

Boehringer, Mannheim

Sigma, St.
Sigma, St.
Sigma, St.
Sigma, St.
Sigma, St.
Sigma, St.
Sigma, St.
Sigma, St.
Sigma, St.
Sigma, St.
Sigma, St.

Lewis, USA
Lewis, USA
Lewis, USA
Lewis, USA
Lewis, USA
Lewis, USA
Lewis, USA
Lewis, USA
Lewis, USA
Lewis, USA
Lewis, USA

Adenosin-5'-[y->*P]-triphosphat
Adenosin-5'-[o->?P]-triphosphat

Hartmann, Braunschweig
Hartmann, Braunschweig

DNA-Oligonukleotide:
zur Primer-Extension:

komplementare

Oligo Sequenz (5'—>3%) Position 16S RNA
#3, CTT CTG CGG GTAACG TC 481-497
#3a, CAA ACC GCC TGC GTG CGC 575-592
#14, CTTCTT CCT GTT ACC GT 66-82

#16, TTC TTC GCG TTG CAT CG 962-978
#1540, CAG CGT TCAATC TGA GCC 21-39
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zur Klonierung:

Oligo Sequenz (5'>3°)

#UST7Xba, GGT CTA GAT AAG GTAAGGAGGTGATCCA

#DST7,

44 Enzyme

Restriktionsendonukleasen:

Xba |
Nco |

Sonstige Enzyme:

AMV-reverse Transkriptase
Pyrophosphatase, anorganische
Proteinase K

Lysozym

Ribonuklease A

Ribonuklease T1
Rinderserumalbumin (BSA)
RNase-Inhibitor RNasin, rekombinant
T4 RNA-Ligase

T4 Polynukleotidkinase

T7 RNA-Polymerase

4.5 Puffer und Medien

1x TABE-Puffer:

1x TAE-Puffer:

1x TBE-Puffer:

TE-Puffer:

TCA CAC CAT GGG AGT GGG TTG CA

New England Biolabs, USA
New England Biolabs, USA

Promega, USA
Promega, USA

Merk, Darmstadt

Sigma, St. Lewis, USA
Sigma, St. Lewis, USA
Boehringer, Mannheim
Serva, Heidelberg
Promega, USA

New England Biolabs, USA
Promega, USA

nach Hecker, 1989,
freundlicherweise zur
Verfugung gestellt von B.
Esters

40 mM Tris-Acetat, pH 7.5
20 mM Natriumborat
2 mM EDTA

40 mM Tris-Acetat, pH 7.5
1 mM EDTA

89 mM Tris-Borat, pH 8.3
2.5 mM EDTA

10 mM Tris-HCI, pH 8.0
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YT-Medium:

YT-Agar:

4.6 Feinchemikalien

Acrylamid

Agar

Agarose

Agarose (ultrapure)
Aluminiumoxid (Alcoa)

Amberlite MB-1
Ammoniumperoxodisulfat (APS)
Ampicillin

Brij 35

Bromphenolblau

Dithiothreitol (DTT)
Ethidiumbromid
Ethylendiamintetraacetat (EDTA)
Formaldehyd

Glycerin

Glykogen

Harnstoff

Hefeextrakt

B-Mercaptoethanol
N,N’-Methylenbisacrylamid
Natriumdeoxycholat
Natriumdodecylsulfat (SDS)
N,N,N’,N’-Tetramethylethylendiamin (TEMED)
Polyethylenglykol (PEG6000)
Saccharose, p. A.

Saccharose (zur Dichtegradientenzentrifugation)
Spermidin

Toluidine blue
Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan (Tris)
Trypton

Xylencyanol

1 mM EDTA

8 g/L Trypton
5 g/L NaCl
5 g/L Hefeextrakt

in Aqua dest. auf pH 7.4
mit NaOH

YT-Medium mit 15 g/L Agar

Serva, Heidelberg
Sigma, St. Louis, USA
Biozym, Hameln
Seakem, Hamburg
Serva, Heidelberg
Biomedicals, Ohio, USA
Merck, Darmstadt
Sigma, St. Louis, USA
Aldrich, Steinheim
Merck, Darmstadt
Jansen, Beerse, Belgien
Boehringer, Mannheim
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Boehringer, Mannheim
Sigma, St. Louis, USA
Gibco BRL, Eggenstein
Roth, Karlsruhe
Serva, Heidelberg
Roth, Karlsruhe
Serva, Heidelberg
Merck, Darmstadt
Sigma, St. Louis, USA
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Sigma, St. Lewis, USA
Serva, Heidelberg
Merck, Darmstadt
Difco, Detroit, USA
Serva, Heidelberg
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4.7 Verschiedenes

Sterilfilter FBO30/3 (0.2 pm) Schleicher und Schdll, Dassel
VS Filtermembranen Millipore GmbH, Neu Isenburg
(PorengroRe 0,025 um, ( 2,5 cm)

DE 81-Papier Whatman, England
Rontgenfilm RX Fuji, Japan

Roéntgenfilm X-OMAT, Bio Max Kodak, USA

Verstarkerfolie DuPont Cronex Lightning DuPont, Bad Homberg

Plus Screen

5 Methoden

5.1 Allgemeine mikrobiologische Methoden

Beim Umgang mit den verschiedenen Bakterienstdmmen wurde unter sterilen
Bedingungen gearbeitet. Der mikrobiologische Abfall wurde vor der
Entsorgung rickautoklaviert. Der Umgang mit rekombinanter DNA erfolgte
unter Berucksichtigung der gesetzlichen Vorschriften zum Umgang mit
rekombinanter DNA in Organismen (GVO).

5.1.1 Sterilisation von Losungen und Glasgeraten

Alle verwendeten temperaturstabilen Lésungen, Puffer und Medien wurden
durch Dampfdrucksterilisation (20 min, 120°C, 2-3 bar) autoklaviert. Die
temperaturinstabilen Lésungen wurden mit Hilfe einer 0.2 uym Membran
(FBO30/3, Schleicher und Schuell) sterilfiltriert. Glasgerate wurden fur 4 h bei
210°C hitzesterilisiert.
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5.1.2 Haltung und Sicherung von Zellstammen

Alle benutzten Bakterienstamme wurden vor Benutzung aus tiefgefrorenen
Stocks auf YT-Platten (4.5), die gegebenenfalls mit einem entsprechend
selektiven Antibiotikum supplementiert waren (Amp mit 100 pg/ml), mit einer
sterilen Impfése ausgestrichen und bei 37°C bis zum Wachstum von
Einzelkolonien inkubiert. Die kurzfristige Sicherung neuer Stamme erfolgte
durch Haltung auf YT-Platten (2.5, versehen mit dem entsprechenden
Antibiotikum) bei 4°C. Zur langfristigen Sicherung wurde 1 ml einer GN-Kultur
(5.1.3) in einem sterilen Stockglaschen mit 200 ul autoklaviertem 87 % (v/v)
Glycerin versetzt, 30 Min. bei RT inkubiert und anschliellend bei -70°C als
Stock gelagert.

5.1.3 Anzucht von (iN-Kulturen

Zur Anzucht von UN-Bakterienkulturen wurden Einzelkolonien von einer YT-
Platte (4.5) in 25 ml YT-Medium (4.5), dem 50 pg/ml Ampicillin zugesetzt
wurde, Uberimpft und auf einem Rundschuttler (New Brunswick Scientific Gio
Gyrotory) bei 37°C UT inkubiert. 800 ml Kulturen, die mit 50 ug/ml Amp
versetzt worden waren, wurden dann aus den uT-Kulturen 1/100 angeimpft
und UN auf einem Rundschuttler (New Brunswick Scientific Gio Gyrotory) bei
37°C inkubiert.

5.1.4 Herstellung von kompetenten Zellen

Kompetente Zellen des Stammes HB101 wurden nach der von Dagert und
Ehrlich, 1979 entwickelten Methode flur Transformationsexperimente
hergestellt. Die Uberpriifung der Transformationsraten ergaben im Mittel eine
Effizienz von ca. 10° Transformanden / pg eingesetzter pUC18-Plasmid-DNA.

Eine 100 ml YT-Wachstumskultur wurde mit 1 ml einer UN-Kultur angeimpft
und auf einem Rundschuttler (New Brunswick Scientific Gio Gyrotory) bei

37°C inkubiert. Das Aufwachsen wurde bei einer ODsgy von 0.6 gestoppt und
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die Zellen wurden fur 20 Minuten auf Eis abgekuhlt. Anschlieliend wurden die
Zellen in vorgekuhlten Zentrifugenbechern in einer Beckman J2-21 Zentrifuge
(JA-14-Rotor) bei 4000 rpm und 4°C fir 10 Minuten pelletiert. Die weitere
Behandlung erfolgte im Kihlraum bei 4°C mit ebenfalls vorgekuihlten Geraten
und Lésungen. Nachdem das Zellpellet in 50 ml 0.1 M CaCl, resuspendiert
wurde, erfolgte eine einstindige Inkubation auf Eis. Nach einer erneuten
Zentrifugation flr 5 Minuten bei 4000 rpm und 4°C, wurde das Pellet in 4 ml
eisgekuhlter 85 mM CaCly-Lésung mit 15% (v/v) Glycerin aufgenommen und
in Volumen a 200 ul aliquotiert.

Die Zellen erhielten durch eine Lagerung von 1-24 Stunden bei 4°C ihre
hochste Kompetenz. Durch rasches Abkuhlen in flissigem Stickstoff und
anschlieBender Lagerung bei -70°C koénnen die Zellen mehrere Wochen

verwendet werden.

5.1.5 Transformation von Plasmid-DNA in kompetente E. coli-Zellen

Fir ein Transformationsexperiment wurden 200 uyl kompetente Zellen (5.1.4)
auf Eis aufgetaut und vorsichtig mit 2-20 ng Plasmid-DNA gemischt. Nach
einer Inkubation von 45-60 Minuten auf Eis erfolgte ein Hitzeschock fur 3
Minuten bei 42°C. AnschlieRend wurden 800 ul auf 37°C vortemperiertes YT-
Medium (4.5) hinzugegeben. Der Ansatz wurde fur weitere 60 Minuten bei
37°C inkubiert. 200 yl des Transformationsansatzes wurden auf einer YT-
Festmediumplatte (100 ug Ampicilin/ml) ausgestrichen und bei 37°C inkubiert,
bis Einzelkolonien sichtbar wurden.
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5.2 Allgemeine molekularbiologische Methoden

5.2.1 UV/VIS-Spektroskopie

5.2.1.1 Spektralphotometrische Konzentrations- und Reinheitsbe-

stimmung von Nukleinsauren

Die Konzentrationsbestimmung reiner Nukleinsaurelésungen wurde in einem
Beckman Spektralphotometer (Modell DU 64) mit Quarzkivette bei einer
Wellenlange von 260 nm durchgefihrt. Die zu messenden Lésungen wurden
so verdunnt, dafl® die Absorptionswerte im linearen Bereich zwischen 0,1 und
1 OD lagen. Die Kalibrierung erfolgte jeweils gegen das entsprechende
Lésungsmittel (TE-Puffer oder A. dest.). Zur Berechnung der Konzentration
wurden, nach Verrechnung des Verdunnungsfaktors, vereinfacht folgende

Beziehungen verwendet:

1.0 A260 ~ 37 Mg ssNS/ml
1.0 Agso ~ 50 ug dsNS/mi

Zur Uberpriifung der Reinheit von Nukleinsiurelésungen wurden
Absorptionsspektren in einem Wellenlangenbereich von 220 nm bis 320 nm
aufgenommen. Das Verhaltnis der Absorptionswerte bei 260 und 280 nm
(A260/A280) gibt Anhaltspunkte Uber mdgliche Verunreinigungen der
gemessenen Probe. Bei einer reinen Praparation sollte der Agzeo/Azso-Wert
zwischen 1.8 und 2.0 liegen. Kontaminationen durch Proteine oder Phenol
fuhren zu deutlich geringeren Quotienten, was eine genaue Bestimmung der
Nukleinsaure-Konzentration erschwert.

Bei Nukleinsaure-Lésungen, deren Konzentrationen far eine
spektralphotometrische Bestimmung zu gering waren (<250 ng/ml), konnte die
Menge unter Verwendung des Interkalationsfarbstoffes Ethidiumbromid und
dessen UV-induzierter Fluoreszenz abgeschatzt werden: Da die

Fluoreszenzintensitat dieser Komplexe proportional zur absoluten
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Nukleinsaure-Konzentration ist, kann die Menge in der zu untersuchenden
Probe leicht Uber einen Vergleich mit Standardreihen bekannter DNA-
Konzentrationen ermittelt werden. Mit Hilfe dieser Methode sind noch bis zu
20 ng DNA nachweisbar.

5.2.1.2 Konzentrationsbestimmung von Proteinen

Zur Bestimmung von Gesamt-Proteinkonzentrationen in heterogenen
Gemischen wurde ein Bradford-Assay (Bio-Rad) durchgefiihrt. Hierzu wurden
in einem Microassay 800 pul Proteinlosung mit 200 pl Dye-Reagenz vermischt,
30 Min. bei RT inkubiert und anschlieRend bei 590 nm in einem Beckman
Spektralphotometer (Modell DU 64) vermessen. Gleichzeitig wurde mit Hilfe
eines Protein-Standards (Bio-Rad) eine Eichgerade erstellt, anhand deren
Geradengleichung die unbekannte Proteinkonzentration errechnet werden

konnte.

Fur die Konzentration bei gegebener Extinktion gilt nach dem Lambert-

Beerschen Gesetz:

c=E-¢'.d™’

mit: ¢ = molare Konzentration der absorbierenden Lésung
¢ = molarer Extinktionskoeffizient (des Proteins)
bei der Wellenlange ( (M"'cm™)
d = Lange des Lichtweges durch die absorbierende Lésung (hier 1 cm)

E = gemessene Extinktion

5.2.2 Phenol/Chloroform-Extraktion

Um walrige Nukleinsaurelosungen von Proteinen zu befreien, wurden
Phenol/Chloroform-Extraktionen durchgefihrt. Dazu wurde die zu reinigende

Lésung mit 1 Volumen Phenol/Chloroform (1:1, Phenol der Fa. Roth,



103 Materialen & Methoden

Karlsruhe) versetzt und mindestens 1 Minute sorgfaltig auf dem Vortex
geschuttelt. Die Probe wurde dann zur schnellen Phasentrennung 5 Min. bei
13000 rpm zentrifugiert (Hettich Tischzentrifuge), der wéasserige Uberstand
ohne Interphase abgenommen und solange erneut extrahiert, bis keine
Interphase mehr sichtbar war.

AnschlieBend wurde die Ldsung einmal mit Chloroform extrahiert, um
eventuelle Phenolreste und andere organische Rulckstande zu entfernen.
Dazu wurde 1 Volumen Chloroform zugegeben, gut gemischt und wiederum 5
Minuten bei 13000 rpm zentrifugiert (Hettich Tischzentrifuge). Die wassrige
Phase wurde zur weiteren Bearbeitung in ein frisches Eppendorf-
Reaktionsgefall Uberflhrt.

5.2.3 Ethanolprazipitation von Nukleinsauren

Die zu fallenden Ldsungen wurden, sofern es die Salzkonzentrationen
erforderten, mit 1/10 Volumen 3 M Natriumacetat, pH 5.5 versetzt und dann
mit 2-3 Volumen eiskaltem, absolutem Ethanol vermischt und 30 Min. bei
-20°C inkubiert. AnschlieRend wurden die gefallten Nukleinsauren 30 Min. bei
13000 rpm (Hettich Tischzentrifuge) abzentrifugiert, der Uberstand verworfen
und das Pellet mit 80% Ethanol gewaschen. Nach erneuter Zentrifugation
(Hettich Tischzentrifuge, 10 min, 13000 rpm) wurde das Pellet lyophilisiert
(Heto VR-1 Speedvac Concentrator) und dann in entsprechender Losung

(Puffer oder Aqua dest.) aufgenommen.

5.2.4 Ethanolprazipitation ribosomaler Untereinheiten und

rekonstituierter Partikel

Rekonstitutierte Partikel und ribosomale Untereinheiten wurden mit 1 Volumen
eiskaltem Ethanol gefallt. Auf die Zugabe von Fallungssalzen wurde aufgrund
der im Saccharosegradienten herrschenden Salzkonzentrationen verzichtet.

Nach Zugabe des Ethanols wurde 30 Min. auf Eis geféllt und anschliel3end
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zentrifugiert (6000 rpm, 30 min, 4°C, Heraeus Megafuge 1.0R). Anschliel3end
wurden die pelletierten Partikel mit 2 ml 80% Ethanol gewaschen. Nach einem
10-20 minutigen Trocknen an der Luft wurden die Partikel in 1x

Rekonstitutionspuffer (5.3.4) fir 30 Minuten auf Eis resuspendiert.

5.2.5 Dialysen

5.2.5.1 Mikrotropfendialyse

Zur Dialyse von Probenvolumina bis zu 100 ul wurden VS Millipore
Membranfilter (Porengréf’e 0.025 pm) verwendet: 40-50 ml des jeweiligen
Dialysepuffers wurden in Petrischalen geflllt, die Membranfilter auf die
Flussigkeitsoberflache aufgesetzt und die Proben aufgetragen. DNA-
Lésungen wurden 30 Min. bei RT dialysiert, RNA-Losungen fur 30 Min. auf
Eis.

5.2.5.2 Dialyse von Proteinlésungen im Dialyseschlauch

Zur Entsalzung grof3erer Probenvolumina (4-8 ml) wurde die Dialyse in
Schlauchen durchgefluihrt. Die Dialyseschlauche (Spectrum Medical Industries,
MWCO 8-6000) wurden zunachst in passende Langen (ca. 20 cm) geschnitten
und dann 30 Min. in einer Kochldsung aufgekocht. Danach wurden die
Schlauche vorsichtig mit Aqua dest. gewaschen und anschliefend nochmals
fur 15 Min. in Aqua dest. gekocht.

Die Dialyse erfolgte gegen mindestens 250 ml des jeweiligen Puffers unter

langsamem Ruhren fur 2 h bei 4°C.

Kochlésung: 5 g Na,CO;
2.5ml 0.2 M EDTA, pH 6.5-7.0
ad 500 ml Aqua dest.
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5.2.6 Isolation von DNA

5.2.6.1 Praparative Isolierung von Plasmid-DNA

Die praparative Isolierung von Plasmid-DNA erfolgte nach der von Hillen et al.,
1981 beschriebenen Methode. Hierzu wurden 500 ml YT-Medium (4.5), mit
einem entsprechendem Antibiotikum und 1/100 Volumen einer UN-Kultur
angeimpft und Uber Nacht bei 37°C geschiittelt (New Brunswick Scientific Gio
Gyrotory). Die so gewonnenen Zellen wurden dann durch Zentrifugation (10
Min. 8000 rpm, 4°C, Beckman Zentrifuge J2-21, Rotor JA-10) sedimentiert,
das Zellpellet in 8 ml Saccharose-Losung sorgfaltig resuspendiert und in
Ti55.2-Polycarbonatrohrchen (Beckman) tberfuhrt. Nach Zugabe von 3 ml 0.5
M EDTA (pH 8.0) und 3 ml Lysozym-Losung wurde die Suspension 15 Min.
auf Eis inkubiert, anschliefend 2 ml Brij-Doc-Lésung hinzugegeben und fur
weitere 10 Min. auf Eis inkubiert. Die Losung wurde dann 30 Min. bei 44000
rom und 4°C zentrifugiert (Beckman L8-55 Ultrazentrifuge, Rotor Ti55.2), der
klare Uberstand wurde in einen MeRzylinder dekantiert und 30 Min. bei 37°C
mit 50 yg RNase A /ml Uberstand inkubiert. Nach Zugabe von 50 g
Proteinase K /ml Uberstand wurde fir weitere 15 Min. bei 37°C inkubiert.
AnschlieRend wurde die Plasmid-DNA durch Zugabe von 0.5 Volumen PEG-
Losung 30 Min. auf Eis gefallt und fur 30 Min. bei 10000 rpm und 4°C pelletiert
(Beckman Zentrifuge J2-21, Rotor JA-17). Das erhaltene DNA-Pellet wurde in
10 ml TE-Puffer (4.5) aufgenommen und in Greiner-Reaktionsgefalle a 5 ml
aliquotiert. Jede Fraktion wurde einmal mit 1 Volumen TE-gesattigtem Phenol,
einmal mit 1 Volumen Phenol/Chloroform (1:1) und zweimal mit 1 Volumen
Chloroform extrahiert. Die DNA-Losung wurde durch eine Ethanol-Fallung
(5.2.3) aufkonzentriert. Nach anschlieendem Waschen mit 80% Ethanol und
Lyophilisation (Heto VR-1 Speedvac Concentrator) wurde das DNA-Pellet
schlieBlich in 200 pl TE-Puffer resuspendiert. Dabei wurden jeweils 4
Fraktionen gepoolt und anschlieBend die entsprechenden Greiner-

Reaktionsgefalle mit weiteren 200 ul TE-Puffer nachgewaschen.
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Saccharose-Lésung: 25% (w/v) Saccharose
50 mM Tris-HCI, pH 8.0

Lysozym-Ldsung: 20 mg/ml Lysozymchlorid
50 mM Tris-HCI, pH 8.0

Brij-Doc-Ldsung: 2 Volumenteile 10% (w/v) Brij 35
1 Volumenteil 10% (w/v) Na-Deoxycholat
in Aqua dest.
RNase A: 200 pg/ml RNase A in 100 mM NaOAc, pH 5.0

(die RNase wurde vor der Benutzung nach
Maniatis et al. (1982) von DNase-Aktivitat befreit)

Proteinase K: 20 mg/ml in Aqua dest.

PEG-L6sung: 30% (w/v) PEGgggo in 1.5 M NaCl

5.2.6.2 Isolierung analytischer Mengen von Plasmid-DNA

Zur schnellen Isolierung von Plasmid-DNA im analytischen Mal3stab wurde die
Methode von Ish-Horowitz und Burk (1981) verwendet. Hierbei wurden 3 ml
einer UN-Kultur fir 5 Minuten bei 12000 rpm (Heraeus Christ Biofuge A)
pelletiert, in 200 pl Lyse-LOsung | resuspendiert und fur 5 Minuten bei
Raumtemperatur inkubiert. Nach Zugabe von 200 pl Lyse-Lésung Il erfolgt
eine weitere Inkubation fur 5 Minuten auf Eis. Chromosomale DNA und
Zelltrimmer wurden durch Zugabe von 150 uyl 3 M KOAc, pH 4.8 und
Inkubation fur weitere 5 Minuten auf Eis gefallt. AnschlieRend wurde fur 10
Minuten bei 12000 rpm (Hettich Tischzentrifuge) zentrifugiert und der
Uberstand in ein neues EppendorfreaktionsgefaR Uberfiihrt. Es folgte eine
zweimale Extraktion mit Phenol/Chloroform (1:1), sowie eine einmalige
Extraktion mit Chloroform. Die Plasmid-DNA wurde mit 2 Volumen absolutem
Ethanol fur 15 Minuten auf Eis gefallt und 15 Minuten bei 12000 rpm (Hettich
Tischzentrifuge) zentrifugiert. Nach der Lyophyllisation (Heto VR-1 Speedvac
Concentrator) wurde die Plasmid-DNA in 300 ul TE-Puffer (4.5) resuspendiert.
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Durch Zugabe von Rnase A in einer Endkonzentration von 20 ug/ml wurde die
restliche RNA durch eine Inkubation von 30 Minuten bei 37°C hydrolysiert. Die
Plasmid-DNA wurde durch Zugabe von 1/10 Volumen 3 M NaOAc, pH 5.0 und
2 Volumen absolutem Ethanol erneut flr 15 Minuten auf Eis gefallt. Nach der
Zentrifugation fur 15 Minuten bei 12000 rpm (Hettich Tischzentrifuge), dem
Waschen mit 80% Ethanol, einer Lyophyllisation fir 5 Minuten, wurde die
Plasmid-DNA in TE-Puffer (4.5) aufgenommen.

5.2.7 Gelelektrophorese

5.2.7.1 Agarose-Gelelektrophorese

Zur analytischen und praparativen Auftrennung von DNA (Plasmid-DNA und
Restriktionsfragmente) und RNA-Transkripten wurden 0.8-2% Agarosegele
verwendet (Maniatis et al., 1982). Die Elektrophorese von RNA-Proben
erfolgte in einer gesonderten Kammer, die vor Benutzung mit 0,1% DEPC
behandelt wurde. Das aufgekochte Gel (100 ml) wurde nach Abkuhlung auf
ca. 60°C mit 0.4 pg/ml Ethidiumbromid versetzt und als Flachbettgel (14 cm x
11 cm) in 1x TAE-Puffer (4.5; mit 0.4 ug/ml Ethidiumbromid) verwendet. Die
Proben wurden vor der Auftragung mit 0.5 Volumen TAE-Probenpuffer
versetzt und bei einer Spannung von 100-120 V aufgetrennt.

Nach der Elektrophorese wurden die Nukleinsduren im Gel Uber die
Fluoreszenz der in den Doppelstrang interkalierenden Ethidiumbromid-
molekile bei Bestrahlung mit langwelligem UV-Licht (302 nm) auf einem UV-
Transilluminator (Appligene oncor) sichtbar gemacht. Zur Dokumentation
wurden die Gele uber eine SW-Kamera (Sanyo B/W CCD Kamera, Model VC
25-12) mit entsprechendem Filter aufgenommen und auf einem Videoprinter

ausgedruckt.

TAE-Probenpuffer: 0.025% (w/v) Bromphenolblau
0.025% (w/v) Xylencyanol
30% (v/v) Glycerin
in 2x TAE-Puffer (2.5)
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5.2.7.2 Denaturierende Polyacrylamid-Gelelektrophorese (dPAGE)

Zur analytischen Auftrennung von Primer Extension-Reaktionen oder
Plasmidsequenzierungen wurden denaturierende 10% Polyacrylamidgele mit
einer Vernetzung von 19:1 verwendet. Die Glasplatten wurden mit A. dest.,
Ethanol und Aceton gereinigt und anschlieBend mit Repelcote (0,04%
Dichlordimethylsilan in Chloroform) silikonisiert. Die Gellésung wurde mit 7 M
Harnstoff versetzt. Als Gel- und Elektrophoresepuffer wurde 1x TBE
verwendet. Die Gelldsung wurde nach dem Ldsen des Harnstoffes entgast
und mit 60 pl TEMED und 600 pl 10% (w/v) APS versetzt. Anschliel3end
wurde die Losung zwischen die vorbereiteten Glasplatten gegossen. Die Gele
hatten die Dimensionen 400 x 300 x 0.4 mm. Die Nukleinsaureproben wurden
in TBE/Harnstoff-Probenpuffer aufgenommen, fir 3 Minuten bei 96°C
denaturiert und auf vorgeheizten Gelen bei 75W aufgetrennt. Um die
Kontamination des Anodenpuffers moglichst gering zu halten wurde das
untere Gelende mit DE-81 Papier umwickelt, welches als lonentauscher das

radioaktive Phosphat zu binden vermag.

TBE/Harnstoff-Probenpuffer:  0.025 % Bromphenolblau
0.025 % Xylencyanol
7 M Harnstoff
in 1 x TBE-Puffer (4.5)

5.2.7.3 Diskontinuierliche SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese

Zur Trennung von Proteinen unter denaturierenden Bedingungen wurde ein
diskontinuierliches Polyacrylamidgelsystem nach Laemmli, 1970 benutzt.
Hierbei wird als denaturierendes Agens Natriumdodecylsulfat (SDS)
eingesetzt, welches als amphiphiles Detergens die native Proteinstruktur
auflést. Die zu analysierenden Proteine werden aufgrund der denaturierenden
Bedingungen (Aufkochen in SDS-Puffer, 0.1% SDS im Trenngel)
ausschlieBlich in Abhangigkeit ihres Molekulargewichtes aufgetrennt. Die

Geldimension betrug 180 x 165 x 1 mm. Die Proteine wurden zunéachst in



109 Materialen & Methoden

einem Sammelgel (ca. 40 x 165 mm) fokussiert und dann in einem Trenngel
(ca. 140 x 165 mm) aufgetrennt.

Die Proteinproben (10-40 ul) wurden entweder nach der Lyophyllisation direkt
in SDS-Probenpuffer resuspendiert oder auf ein Volumen von 10-40 pl mit
SDS-Probenpuffer aufgefullt. Danach mit 2-8 pl R-Mercaptoethanol vermischt,
10 Min. aufgekocht und anschlieBend 10 Min. auf Eis abgekuhlt. Die
Elektrophorese erfolgte bei einer konstanten Stromstarke von 30 mA, bis der
Bromphenolblau-Marker das untere Ende des Trenngels erreicht hatte. Die

Elektrophoresedauer betrug in der Regel 2-2,5 h.

Lésung A (30 % Acrylamidldsung): 300 g/l Acrylamid
8 g/l Bisacrylamid
mit Amberlite entionisieren und filtrieren

Ldsung B: 1.5 M Tris-HCI, pH 8.8
Lésung C: 10% (w/v) SDS
Lésung D: 500 mM Tris-HCI, pH 6.8
Elektrophoresepuffer: 28.8 g/l Glycin

6 g/l Tris

1 g/l SDS

mit HCI auf pH 8.8 einstellen
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Far ein 15% SDS-Gel wurden folgende Losungen in folgenden Anteilen

gemischt:

15% Trenngelldsung: 5 ml Lésung A
2,5 ml Lésung B
0,1 ml Lésung C
ad 10 ml Aqua dest.
10 ul TEMED
100 pl 10% APS

6% Sammelgellésung: 2 ml Lésung A
0.1 ml Lésung C
2.5 ml Lésung D
5.4 ml Aqua dest.

5 yl TEMED
50 pl 10% APS

Probenpuffer: 2.5 ml Lésung D
2 ml Lésung C
2 ml Glycerin
0.1 ml 0.1% (w/v) Bromphenolblau
3.4 ml Aqua dest.

Die Detektion der Banden erfolgte durch Coomassie-Farbung (5.2.8.1), oder
bei geringen Proteinkonzentrationen nach erfolgter Coomassie-Farbung

zusatzlich durch die empfindlichere Silberfarbung (5.2.8.3).

5.2.7.4 Kombinierte Agarose-Polyacrylamidgelelektrophorese (Mischgele)

Zur Analyse von rekonstituierten Partikeln und freien RNA-Transkripten
wurden 1% Agarose / 3% Polyacrylamidgele (200:1) in vertikaler Ausrichtung
verwendet. Dieses Verfahren wurde von Dahlberg et al., 1969 entwickelt. Das

Gelsystem wurde durch ein ca. 2 cm hohes Sockelgel stabilisiert, welches
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zwischen die vorbereiteten Glasplatten gegossen wurde. Die vorbereiteten
Glasplatten wurden mit Sockelgel fir ca. 30 Min. in einem Warmeschrank
(837°C) vorgewarmt um die vorzeitige Polymerisation des Agaroseanteils zu
verhindern. Lésung 1 wurde durch mehrmaliges kurzes Aufkochen in der
Mikrowelle geldst und in einem Wasserbad bis zur Verwendung bei 70°C
vortemperiert. Losung 2 wurde kurz entgast und anschliefiend ebenfalls im
Wasserbad vortemperiert (70°C). Lésung 2 wurde dem Wasserbad
entnommen und mit 100 yl TEMED versetzt und schnell mit Losung 1
gemischt. Durch Zugabe von 600 ul 10% APS wurde die Polymerisation
gestartet und die Gellésung zlgig zwischen die vortemperierten Glasplatten
gegossen. Die Polymerisationszeit betrug 1,5-2 h.

Die RNA- und Partikelproben wurden mit 1xTABE-Probenpuffer versehen und
bis zur Auftrennung auf Eis gehalten. Die Elektrophorese erfolgte bei
konstanter Stromstarke bei 6-10 mA UN bei einer Temperatur von 4°C. Die
Gele wurden anschlieBend durch Toloidinblau (5.2.8.2) gefarbt. Zur
Dokumentation wurden die Gele auf einem Geltrockner (Biorad Dual
Temperature Slab Gel Dryer, Model 1125B) fur 1,5 Stunden bei 60°C

getrocknet und somit dauerhaft konserviert.

Sockelgel: 2 ml 30% Acrylamidstammldsung (200:1)
0,6 ml 10x TABE (5)
3,4 ml Aqua dest.
5 yl TEMED
30 pl 10% APS

Losung 1: 1 g Agarose
50 ml Aqua dest.

Lésung 2: 10 ml 30% Acrylamidstammlésung (200:1)
10 ml 10x TABE
30 ml Aqua dest.

TABE-Probenpuffer: 0,025% Bromphenolblau (w/v)
0,025% Xylencyanol (w/v)
25% Glycerin
in 1x TABE (5)
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5.2.7.5 Zweidimensionale Gelelektrophorese von assemblierten Partikeln

Zur hochauflésenden Auftrennung der ribosomalen Proteine assemblierter
Partikel wurde die von Geyl et al., 1981 entwickelte Methode verwendet. Zu je
10 ml eiskalter ,Gelldsung 1. Dimension“ wurden 35 yl TEMED und 100 pl 7%
(w/v) APS gegeben. In ein unten mit doppeltem Parafiim abgedichtetes
Glasrohrchen wurden jeweils 2 ml der Losung gegossen. Der Meniskus
wurde mit 4 M Harnstoff Uberschichtet, um die Oberflache fur das Auftragen
zu glatten. Nach der Polymerisation von ca. 1,5 h wurden die Rohrchen in die
Elektrophoreseapparatur eingesetzt. AnschlieRend wurden der obere und der
untere Laufpuffer in die entsprechenden Pufferkammern gefullt. Die
assemblierten Partikel wurden wahrend der Polymerisation der 1. Dimension
mit je 5 pl RNase T1 versetzt und 1,5 h bei 37°C inkubiert. Anschliel’end
wurden die Partikellésung mit 100 ul 2D-Probenpuffer versetzt und in einem
Gesamtvolumen von ca. 200 ul aufgetragen. Die Elektrophorese erfolgte bei
4°C fur 30 Min. bei einer konstanten Stromstarke von 1 mA pro Réhrchengel.
AnschlieBend wurde die Stromstarke auf 4 mA pro Gel erhoht, bis der
Farbmarker das untere Ende der Gele erreicht hatte. Die Gesamtdauer betrug

in der Regel zwischen 4,5 — 5 Stunden.

Wahrend des Laufes der 1. Dimension wurde die Kammer fur die 2.
Dimension zusammengebaut und in den flachen Kunststoffuntersatz gebracht.
130 ml ,Gellésung 2. Dimension® wurden mit 260 yl TEMED und 2,6 ml 10%
(w/v) APS versetzt und als Sockelgel in den Kunstoffuntersatz gegossen. Die
Polymerisationszeit betragt ebenfalls ca. 1,5 Stunden.

Nach dem Lauf der 1. Dimension wurden die Ro6hrchengele unter
Venwendung einer HPLC-Spritze mit Wasser vorsichtig aus den Glasrorchen
herausgespult und in die vorgesehenen Kerben der Kammer fur die 2.
Dimension transferiert. 200 ml ,Gellésung 2. Dimension“ wurden mit 400 ul
TEMED und 4 ml 10% (w/v) APS versehen und zum Giel3en der Trenngele
verwendet. Hierbei war darauf zu achten, dall die Rorchengele mit
einpolymerisiert wurden. Die Polymerisationszeit betragt ca. 1,5 Stunden.

Die Elektrophorese erfolgte ebenfalls bei 4°C unter Verwendung des unten

angegebenen Laufpuffers. lhre Dauer betrug tber Nacht ca. 16-19 Stunden
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bei einer konstanten Spannung von 80 V, die aber erst nach einer gewissen
Laufzeit erreicht wurde. Beim Start der Elektrophorese konnte Ublicherweise
nur eine Spannung um die 60 V aufgebaut werden.

Nach erfolgreicher Elektrophorese wurden die Gele mit ,Coomassie Brilliant
Blue R250“ gefarbt (5.2.8.1).

1. Dimension : Réhrchengel, 90 mm x 5 mm

Gellésung 1. Dimension: 4 g Acrylamid
0,1 g Bisacrylamid
1,19 g Bis-Tris
36 g Harnstoff
0,19 g EDTA
ad 100 ml mit Aqua des., dabei pH mit Essigsaure auf

5,0 einstellen; Losung filtrieren und bei 4°C lagern.

Oberer Laufpuffer: 10 mM Bis-Tris
79 mM Essigsaure, pH 4.0

Unterer Laufpuffer: 180 mM Kaliumacetat
86 mM Essigsaure, pH 5.0

2D-Probenpuffer: 6 M Harnstoff
10 mM Bis-Tris
79 mM Essigsaure
10 mM DTT
0,5 pg/ml Fuchsin

2. Dimension: vertikales Flachgel, 100 mm x 95 mm x 1,5 mm

Gelldsung 2. Dimension: 372 g/l Harnstoff
186 g/l Acrylamid
4,8 g/l Bisacrylamid
54 ml/l Essigsaure
10 ml/I 5 N KOH

Laufpuffer 2. Dimension: 14 g/l Glycin

3 ml/l Essigséaure
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5.2.8 Nachweis von Nukleinsauren und Proteinen in Polyacrylamidgelen

5.2.8.1 Coomassie-Farbung von Proteinen

Die Coomassie-Farbung von Proteinen nach SDS-PAGE (5.2.7.3) erfolgte
uber den Farbstoff ‘Coomassie Brilliant Blue R250’. Dazu wurde das Gel nach
der Elektrophorese in einer Coomassie-Farbeldsung 1 h unter leichtem
Schutteln auf einem Horizontalschittler gefarbt. Dann wurde das Gel in einer
Entfarbelosung fur mindestens 3 h (alternativ UN) wieder entfarbt. Bei diesem
Entfarbevorgang konnten die Proteine dann als dunkelblau gefarbte Banden
vor dem hellblauen Hintergrund detektiert werden. Mit Hilfe dieser Methode

kénnen bis zu 100 ng Protein/Bande nachgewiesen werden.

Coomassie-Farbeldsung: 50% (v/v) Methanol
10% (v/v) Essigsaure
0.1% (w/v) Coomassie Brilliant Blue R250

Entfarbelésung: 10% (v/v) Methanol

10% (v/v) Essigsaure

5.2.8.2 Toluidinblaufarbung von Mischgelen

Mischgele wurden nach der Elektrophorese fur 2 Stunden in 0,1% (w/v)
Toluidinblau in 7,5% (v/v) Essigsaure gefarbt. Bei diesem Verfahren werden
selektiv Nukleinsauren angefarbt. Die Entfarbung erfolgte tber Nacht in 0,1%
(v/v) Essigsaure. Die Empfindlichkeit liegt bei 100-500 ng/Bande.

5.2.8.3 Silberfarbung von Proteinen

Der Nachweis von Proteinen in Polyacrylamidgelen durch Silberfarbung nach
der von Blum et al. 1987 beschriebenen Methode ermdglichte eine

empfindlichere Detektion von Proteinbanden als die oben beschriebene
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Coomassie-Farbung. Hierzu wurde das Gel nach abgeschlossener
Elektrophorese fur 2 h in Fixierlosung | unter leichtem Schutteln fixiert.
Danach wurde das Gel zweimal fur 10 Min. in 50% Methanol und einmal fur 10
Min. in 30% Ethanol gewaschen. Anschliel3end folgte eine Verstarkung fur 1
Minute in einer Natriumthiosulfatldsung (0.2 g/l). Nach dreimaligem Wassern
fur jeweils 20 s in Aqua dest. erfolgte die Farbung in einer Farbeldsung fur 30
min. Die Entwicklung wurde in einer Entwicklerldsung bis zur gewunschten
Intensitdt (mindestens 10 min) durchgefihrt. Zum Stoppen des
Entwicklungsvorganges wurde das Gel ca. 10 Min. in Fixierlosung I
geschwenkt. Die Empfindlichkeit dieser Methode liegt bei bis zu 2-5 ng
Protein.

Die so gefarbten Gele wurden dann zur voribergehenden Lagerung in Folie
eingeschweildt oder auf einem Geltrockner (Biorad Dual Temperature Slab Gel
Dryer, Model 1125B) fur ca. 1,5 h bei 60°C getrocknet und somit dauerhaft

konserviert.

Fixierl6ésung I: 50% (v/v) Methanol
12% (v/v) Essigsaure
0.0185% (v/v) Formaldehyd (37 %)

Farbeldsung: 2 g/l Silbernitrat
0.028% (v/v) Formaldehyd (37 %)

Entwicklerlésung: 60 g/l Natriumcarbonat
0.04 g/I Natriumthiosulfat
0.0185 % (v/v) Formaldehyd (37 %)

(immer frisch angesetzt)

Fixierlésung Il: 25% (v/v) Methanol

12% (v/v) Essigsaure
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5.3 Spezielle Methoden

5.3.1 Praparation von Template-DNA

Aus der nach 5.2.6.1 praparierten Plasmid-DNA (pIK, plK11 und plK16S)
wurden durch Restriktionshydrolysen mit Smal die bendtigten Template-
Fragmente fir die Herstellung der verkirzten Transkripte (T614Lwt, T614Lmu
und T614) prapariert. Die Herstellung der Template-DNA flr die Transkription
der Vollange erfolgte durch Restriktion mit Xbal. In 400 pl Ansatzen wurden je
400 pg Plasmid-DNA mit den entsprechenden Pufferbedingungen sowie 100
Units des jeweiligen Restriktionsenzyms versetzt und uber Nacht bei der
entsprechenden Temperatur inkubiert. Nach der Restriktion wurden die
Ansatze auf einem 0,8 %igen Agarosegel durch Vergleich mit einer kb-Leiter
auf die Vollstandigkeit der Hydrolyse und auf ihre korrekte Lange hin
uberprift. War die Restriktion erfolgreich wurden das Volumen der Ansatze
auf das Doppelte mit A. dest angehoben. Die Aufarbeitung erfolgte durch eine
Phenol/Chloroform-Extraktion (5.2.2) mit anschlieBender Ethanol-Prazipitation
(5.2.3). Nach der Resuspension in 200 uyl TE-Puffer wurde die Qualitat der
Template-DNAs erneut auf 0,8% Agarosegelen uberpruft und die
abgeschatzte Konzentration mit der einer im  Spektralphotometer

vermessenen Probe verglichen. (5.2.1.1)

Enzyme & Pufferbedingungen:

Sma NEB 4 Xbal: NEB 2
100 ug / ml BSA

5.3.2 Phosphorylierung von DNA-Oligonukleotiden

DNA-Oligonukleotide wurden durch eine Kinasierung mit y-[>*P]-ATP am 5'-
Ende radioaktiv markiert. Diese Reaktion wird durch die T4-
Polynukleotidkinase katalysiert. In einem Reaktionsvolumen von 20 pl werden

10 pmol des entsprechenden Oligonukleotids mit 5 pl y-[**P]-ATP (ca. 50 uCi)
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und einer Unit T4-Polynukleotidkinase in 1x Kinasepuffer fur 45 Minuten bei
37°C inkubiert. Die Reaktion wird durch die Inkubation von 10 Minuten bei
68°C gestoppt. Nach Zugabe von 1 pl 20 ug /ml Glycogen, 2 ul 7.5 M
Ammoniumacetat und 100 pl absolutem Ethanol erfolgt die Fallung in
flussigem Stickstoff, sowie eine Zentrifugation fur 30 Minuten bei 12000 rpm
und 4°C. Nach dem Waschen mit 80% Ethanol und dem Trocken fir 20
Minuten wird das Pellet in 20 pl TE-Puffer unter Verwendung eines Eppendorf-
Schuttlers fur 2-3 Stunden resuspendiert. AnschlieRend wurde die Aktivitat
durch  Messung der Cerenkov-Strahlung (Beckman LS 5000 TD

Szintillationszahler) eines 1 pl-Aliquots bestimmt.

1 x Kinasepuffer: 50 mM Tris-HCI, pH 7.6
5mMDTT
10 mM MgCl,
0.1 mM EDTA, pH 8.0

5.3.3 Invitro Transkription mit T7-RNA-Polymerase

Die in den Rekonstitutionsexperimenten verwendeten Transkripte wurden in
praparativen Ansatzen durch in vitro Transkription mit DNA-abhangiger T7-
RNA-Polymerase (Praparation, B. Esters) unter Verwendung des RiboMAX-
Protokolls der Firma Promega hergestellt. Dabei wurde gemanR
Herstellerangaben verfahren. In einem 960 pl Ansatz wurden 32 pmol der
jeweiligen Template-DNA mit 5x RiboMAX-Puffer, 500 Units RNasin-Inhibitor,
sowie 4,8 Units anorganischer Pyrophosphatase versetzt. Die Nukleotide
wurde bei diesem groRen Ansatzvolumen in einem Premix direkt aus den
Stocklosungen eingesetzt. Der Premix wurde so angesetzt, dal} alle NTPs im
Ansatz in einer Endkonzentration von 3 mM vorliegen. Nach der Zugabe von
ca. 10000 Units T7-Polymerase wurde der Ansatz 2h bei 37°C inkubiert. Nach
erneuter Zugabe von 10000 Units T7-Polymerase erfolgte eine zweite
Inkubation fur 2h bei 37°C. Durch Zugabe von 11 pyl RNase-freier DNase | (40
u/pl) und einer 30-mindtigen Inkubation bei 37°C wurde die Template-DNA
hydrolysiert. Die Reaktion wurde durch eine kurze Inkubation auf Eis gestoppt.

AnschlieBend wurde das Reaktionsvolumen zur Extraktion auf 2 ml
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angehoben. Die Transkripte wurden zweimal durch Zugabe von 1 Volumen
Phenol/Chloroform extrahiert und aus dem waRrigen Uberstand durch eine
Ethanolfallung (5.2.3) prazipitiert. Nach dem Waschen mit 80% Ethanol und
20-mindtigem Trocknen auf Eis wurde die RNA in 200 pyl TE-Puffer
resuspendiert. Auf einem 2% Agarosegel wurde die Qualitat der Transkripte
analysiert, sowie die Konzentration durch Vergleich mit einem RNA-Marker mit
definierter Auftragsmenge bestimmt. Der RNA-Marker wurde in einem
kleineren Transkriptionsansatz hergestellt. Im Gegensatz zu den praparativen
Ansatzen wurde der RNA-Marker nach der Aufarbeitung durch Verwendung
von G50-Quickspin Columns der Firma Boehringer, Mannheim von noch
vorhandenen Nukleotiden befreit. Dabei wurde nach Herstellerangaben
verfahren. Die Konzentration der Marker-RNA wurde im Spektralphotometer
bestimmt. Durch Vergleich mit einer Messung vor der Nukleotidaufreinigung
konnte der Anteil der Nukleotide an der RNA-Menge auf ca. 50% bestimmt

werden.

RiboMAX-Puffer: 80 mM HEPES-KOH, pH 7.5
12 mM MgCl,
2 mM Spermidin
40 mM DTT

NTP-Stocks: 120 mM rATP
108 mM rCTP
121 mM rUTP
137 mM rGTP

5.3.4 In vitro Rekonstitution ribosomaler Partikel

Die Rekonstitutionsexperimente wurden in abgewandelter Form nach Held
und Nomura, 1973 durchgefuhrt. Ribosomale RNA wurde in einer
Endkonzentration von 200 nM in 1x Rekonstitutionspuffer mit dem 5fach
molaren UberschulR an TP70 versetzt, kurz gemischt und bei der jeweiligen
Temperatur fur 1 h inkubiert. AnschlieRend wurden die Ansatze fur 10 Min. auf

Eis abgekihlt und dann entweder fir die 2D-Analysen auf linearen
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Saccharosegradienten vom UuberschulBigen TP70 getrennt oder fur die

Partikelmodifikationen direkt weiterverwendet.

1x Rekonstitutionspuffer: 30 mM Tris-HCI, pH 7.4
330 mM KClI
20 mM MgCl,
6 mM [-Mercaptoethanol

5.3.5 Praparation von Gesamtribosomen

Aus gefrorenen MREG00 Zellen wurden Gesamtribosomen nach folgendem
Verfahren prapariert. Ca. 50 g Zellen wurden in einem Mdrser nach und nach
mit der gleichen Menge Alcoa versehen und 10 Min. kraftig aufgerieben, bis
eine cremeartige Konsistenz vorliegt. Das Gemisch wurde mit 45 Units DNase
| /g Zellen versetzt, gemischt und 20 Min. auf Eis inkubiert. Durch Zugabe von
10-20 ml Storage-Puffer wurde die Zellmasse aufgeschwemmt und
anschlielend in Corex-Réhrchen aliquotiert. Es folgte eine Zentrifugation fur
30 Min. bei 5000 rpm und 4°C (Heraeus Megafuge 1.0R). Der honig-gelbe
Uberstand wurde in JA-17 Zentrifugenbecher (berfilhrt und auf Eis
zwischengelagert. Die Pellets wurden jeweils mit 10-20 ml frischem Storage-
Puffer aufgeschwemmt. Anschliel3end wurden die Pellets erneut bei 5000 rpm
und 4°C fur weitere 15 Min. zentrifugiert (Heraeus Megafuge 1.0 R). Die
Uberstande wurden vereinigt und zu gleichen Teilen auf vorbereitete 15 ml
Zuckerkissen verteilt. Anschliel3end wurde UN fur 20 h bei 40000 rpm und 4°C
(Beckman L8-55 Ultrazentrifuge, Rotor Ti55.2) zentrifugiert. Der Uberstand
wurde verworfen und die pelletierten Ribosomen auf einem Horizontal-
Schuttler auf Eis in mehreren Gaben a 500 pul Storage-Puffer vorsichtig
resuspendiert. Dabei wurde darauf geachtet, die Ribosomen modglichst
konzentriert zu halten. Nach Bestimmung der OD Ribosomen /ml durch eine
Messung bei 260 nm wurden die Ribosomen in Eppendorf-Reaktionsgefalle

aliquotiert, in flussigem Stickstoff eingefroren und bei —70°C gelagert.
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Storage-Puffer: 50 mM Na-Cacodylat, pH 7.2
10 mM MgCl2
150 mM KClI
1,5mM DTT

Zuckerkissen: 20 mM Tris-HCI, pH 7.5
500 mM NHA4CI
10 mM MgCl,

1,1 M Saccharose

zur Dichtegradientenzen-
trifugation

10 mM [-Mercaptoethanol

5.3.6 Praparation ribosomaler Untereinheiten

Ribosomale Untereinheiten (50S und 30S) wurden aus Gesamtribosomen
(5.3.5) durch Trennung auf linearen Saccharosegradienten (10%-30%)
prapariert. Diese wurden auf eine Magnesiumkonzentration von 1 mM
eingestellt, was zu einer Trennung der ribosomalen Untereinheiten flhrt.

Es wurden jeweils 60-80 OD pro Gradient aufgetragen und anschlieRend UGN
fur 13 h bei 21000 rpm und 4°C (Beckman L8-55 Ultrazentrifuge, Rotor SW28)
zentrifugiert. Die Gradienten wurden dann unter Verwendung einer
Peristaltikpumpe (LKB Bromma 12000 Varioperpex Peristaltic Pump) durch
ein Durchflul-Spektralphotometer (LKB Bromma 2138 UVicord S) bei 280 nm
geleitet. Auf einem an das Spektralphotometer angeschlossenen Schreiber
(LKB Bromma 2210 2-Channel Recorder) wurde die Absorption bei 280 nm
verfolgt und die auftretenden Banden in Greiner-Reaktionsgefalien fraktioniert.
Die Fraktionen wurden mit 1 Volumen eiskaltem Ethanol prazipitiert.
Anschlieend wurden die Konzentrationen der fraktionierten Untereinheiten im
Spektralphotometer bestimmt. Jeweils 1 pl einer Fraktion wurde in einem
Gesamtvolumen von 1 ml sterilem Aqua dest. in einer Quarzkuvette bei einer
Wellenlange von 260 nm vermessen. Dabei entspricht 10Dy in etwa 36 pmol
50S und 72 pmol 30S Untereinheiten.
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Gradientenpuffer: 50 mM Tris-HCI, pH 7.6
50 mM NH,CI
1 mM MgCl,

5.3.7 Praparation ribosomaler Proteine

Ribosomale Proteine wurden aus 70S Gesamtribosomen oder aus
ribosomalen Untereinheiten (50S und 30S) durch eine
Lithiumchlorid/Harnstoff-Extraktion gewonnen. 70S Gesamtribosomen oder
ribosomale Untereinheiten wurden auf eine Endkonzentration von 500 OD /ml
mit 1x Rekonstitutionspuffer eingestellt, mit 1 Volumen einer 4M LiCl, 8M
Harnstoff-Losung versetzt und ca. 20 h unter langsamen Rihren auf Eis im
Kdhlraum  extrahiert. Dabei werden die Proteine denaturiert und die
Partikelstruktur  aufgelost. Die RNA fallt durch die eingestellten
Salzbedingungen aus. Die Proteine verbleiben in denaturiertem Zustand in
Ldsung. AnschlieRend wurde die RNA abzentrifugiert (40000 rpm, 2 h, 4°C,
Beckman L8-55 Ultrazentrifuge, Rotor Ti 55.2). Der Uberstand wurde zur
langsamen Renaturierung der Proteine gegen folgende Puffer dialysiert:

1. Dialyse: UT und UN gegen je 2 Liter 50 mM Tris-HCI, pH 7.4,
400mM KCI, 4 M Harnstoff, 12 mM 3-Mercaptoethanol

2. Dialyse: 2 x 1 hgegen je 2 Liter 50 mM Tris-HCI, pH 7.4,
250 mM KCI, 2 M Harnstoff, 12 mM [3-Mercaptoethanol

3. Dialyse: 2 x 1 h gegen je 2 Liter 30 mM Tris-HCI, pH 7.4,
250 mM KCI, 1 M Harnstoff, 6 mM [3-Mercaptoethanol

4. Dialyse: 2 x 1 hgegen je 2 Liter 30 mM Tris-HCI, pH 7.4,
250 mM KClI, 20 mM MgCl,, 6 mM R-Mercaptoethanol

Die Proteinfraktionen zeigten Konzentrationen von 1,4-1,9 mg/ml (TP30)
sowie 2,8-3,3 mg/ml (TP70).
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5.3.8 Saccharosegradienten zur Analyse ribosomaler Untereinheiten

und rekonstituierter Partikel

Lineare Saccharosegradienten von 10%-30% Saccharose wurden zur
Trennung der Gesamtribosomen in ribosomale Untereinheiten verwendet. Die
Gradienten, mit einem Gesamtvolumen von 36 ml, wurden aus den
entsprechenden Saccharose-Losungen unter Verwendung eines Gradienten-
mischers hergestellt und direkt in vorbehandelte Polyallomerréhrchen flr den
SW28-Rotor gegossen. Die Polyallomerrohrchen wurden mit 0,1% SDS
vorbehandelt und grundlich mit Aqua dest. gespult. AnschlieRend wurden sie
in einem Warmeschrank bis zum Gebrauch getrocknet. Zur Analyse
rekonstituierter Partikel wurden lineare Gradienten von 5%-20% Saccharose
mit einem Gesamtvolumen von 16 ml verwendet. Diese wurden aus den
jeweiligen Saccharose-Losungen nach der gleichen Vorgehensweise wie die
Gradienten zur Untereinheitentrennung hergestellt. Als Gradientenpuffer
wurde jedoch Rekonstitutionspuffer statt Storage-Puffer verwendet. Alle
Gradienten wurden bis zur Beladung bei 4°C im Kuihlschrank gelagert. Die
Gradienten wurden dann wie unter (5.3.6) beschrieben fraktioniert und die
Partikelfraktionen gesammelt. Die Partikel wurden mit 1 Volumen eiskalten,
absolutem Ethanol gefallt. Nach dem Waschen mit 1 ml 80 % Ethanol und
einer 20-minutigen Trocknungsphase auf Eis wurden die Partikel in 100 ul 1x

Rekonstitutionspuffer resuspendiert.

Gradientenlésungen zur Untereinheiten-Trennung:

10% Saccharose-L&sung: 10% Saccharose (w/v)

zur Dichtegradienten-

zentrifugation
50 mM Tris-HCI, pH 7.6
50 mM NH,CI
1 mM MgCl,
6 mM [3-Mercaptoethanol



123 Materialen & Methoden

30% Saccharose-Ldsung: 30% Saccharose (w/v)
zur Dichtegradienten-

zentrifugation

50 mM Tris-HCI, pH 7.6
50 mM NH,CI

1 mM MgCl,

6 mM [-Mercaptoethanol

Gradientenldsungen zur Partikelanalyse:

5% Saccharose-L6sung: 5% Saccharose (w/v)
(zur Dichtegradienten-

zentrifugation)

30 mM Tris-HCI, pH 7.4
330 mM KCI
20 mM MgCl,
6 mM [3-Mercaptoethanol

20% Saccharose-Ldsung: 20% Saccharose (w/v)
(zur Dichtegradienten-

zentrifugation)

30 mM Tris-HCI, pH 7.4
330 mM KCI
20 mM MgCl,
6 mM R-Mercaptoethanol

5.3.9 Partikelmapping mit Kethoxal

Die Partikel fur die Strukturuntersuchungen wurden wie unter (5.3.4)
beschrieben assembliert. Da im Vergleich zu den Proteinanalysen nur eine
geringere Menge an Partikeln erforderlich war, wurden das Reaktionsvolumen
verkleinert. In Reaktionsvolumina von 50 pl wurden die zu untersuchenden
RNAs (Endkonzentration: 200 nM) in 1x Rekonstitutionspuffer mit einem 5fach
molaren Uberschu an TP70 versetzt und 1 Stunde bei der jeweiligen
Assemblierungstemperatur (12°C, 30°C oder 40°C) inkubiert. Anschlieend
wurden die Ansatze 10 Minuten auf Eis abgekuhlt. Jeder Ansatz wurde
halbiert. Die zu modifizierende Halfte jedes Ansatzes wurden mit 1,3 pl

Kethoxallésung P versetzt. Die andere Halfte wurde als unmodifizierte
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Kontrolle mitgefuhrt und das Kethoxal-Volumen durch 1x Rekonstitutionspuffer
ersetzt. Alle Ansatze wurden bei 10°C fur 30 Minuten inkubiert. Die
Temperatur wurde so gewahlt, dald die Modifikationstemperatur unterhalb der
niedrigsten Assemblierungstemperatur liegt, um weitere  Strukturver-
anderungen wahrend des Modifikationszeitraums zu unterbinden.

Kethoxal modifiziert ausschlieRlich einzelstrangige Guanosine am N1 und N2
durch Bildung eines basenlabilen Funfringes zwischen den beiden
Carbonylgruppen des Kethoxals und den genannten Positionen des
Guanosins. Dieser labile Funfring kann durch die Anwesenheit von Borat
stabilisiert werden. Die Strukturformel von Kethoxal und das durch

Modifikation entstehende Addukt sind in nachfolgender Abbildung dargestellt.

HO 0
Hy(~CH-C=C—H ’ >
I n

0 00 HO/ 0 l
] CH
. HsC —

0C2H5

Die Strukturformel von Kethoxal (links) und das
durch die Modifikation resultierende Addukt am

Guanosin

Nach Zugabe von 7,9 ul 1 M NaOAc, pH 6.4, 1,3 pl 0,5 M Na-Borat und 79 pl
absolutem Ethanol wurden die Partikel fur 30 Minuten auf Eis gefallt. Nach
dem Waschen mit 200 pl 80% Ethanol und dem 10-minttigen Trocknen der
Pellets auf Eis erfolgte die Resuspension in 200 ul A. dest mit 10 mM Na-
Borat. Die Partikel wurden anschlieBend in Primer-Extension Analysen
(5.3.12) untersucht. Die Nukleotidpositionen wurden durch eine parallel

durchgefuhrte Primer-Extension-Sequenzierung (5.3.13) bestimmt.

Kethoxallésung P 50 pl Kethoxal-Stockldsung

(zur Partikelmodifikation) ad 1 ml 10% Ethanol
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5.3.10 kinetische Strukturanalysen mit Kethoxal

Zur Untersuchung zeitaufgeldster Faltungsvorgange wurde eine von Banerjee
et al., 1995 entwickelte Methode abgewandelt. Die Strukturbildung de-
naturierter Transkripte wurde bei einer konstanten Temperatur von 30°C in
Anwesenheit von Kethoxal verfolgt. Die eingesetzte RNA-Menge wurde so
gewahlt, dal® pro Melzeitpunkt fur die spatere Primer-Extension-Analyse ca
1,7 ug RNA vorlagen. Zu der Anzahl der fur die Zeitpunkte zu entnehmenden
Proben wurden noch eine Probe fiir die unmodifizierte Kontrolle, sowie eine
Probe als Reserve hinzuaddiert. Im Denaturierungsansatz wurde die RNA in
einer Konzentration von 690 nM im Falle der leaderhaltigen Transkripte und
780 nM im Falle der leaderfreien Transkripte in Gegenwart von 1x
Modifikationspuffer eingesetzt. Die Ansatze wurde flir 3 Minuten bei 96°C
denaturiert. Der Reaktionsansatz wurde so vorbereitet, dall die
Endkonzentration der RNA 43 nM betrug. Der Reaktionsansatz enthielt 231 pl
Kethoxallosung K. Das Volumen von Reaktionspuffer und A. dest. wurden so
gewahlt, dald nach Zugabe der RNA in den Reaktionsansatz diese in 1x
Modifikationspuffer vorlag. Vom Denaturierungsansatz wurde ein Aliquot als
unmodifizerte Kontrolle entnommen. Die ubrige RNA wurde in den
Reaktionsansatz Uberfihrt und dadurch das Experiment gestartet. Die erste
Probe wurde nach 5 Sekunden entnommen und als Zeitwert Null definiert. Die
weiteren Proben wurden zu definierten Zeiten entnommen und durch
Uberflhrung in vorbereitete Fallungsansatze unmittelbar gefallt, wodurch die
Modifikationsreaktion durch Ausdunnung des Kethoxals gestoppt wird. Nach
der Fallung des letzten MeRwertes wurde die wahrend des ganzen
Experimentes mitgeflihrte unmodifizierte Kontrolle ebenfalls gefallt. Nach der
Fallung des Aliquots fur den letzten Zeitwert werden alle Proben weitere 30
Minuten auf Eis inkubiert, um fur jede enthommene Probe eine minimale
Fallungsdauer von 30 Minuten zu gewahrleisten. Anschlieend wurden alle
Proben 30 Minuten bei 12000 rpm und 4°C zentrifugiert. Nach dem Waschen
mit je 400 pl 80 % Ethanol erfolgte ein Trocknen fur ca. 20 Minuten auf Eis.
Die Pellets wurden in 40 pl TE-Puffer resuspendiert und in Primer-Extension-

Analysen  (5.3.12) auf strukturelle Unterschiede untersucht. Die
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Nukleotidpositionen wurden durch eine parallel durchgefuhrte Primer-

Extension-Sequenzierung (5.3.13) bestimmt.

Kethoxallésung K 0,5 ul Kethoxal-Stocklésung
(zur kinetischen Modifikation) ad 1 ml 10% Ethanol

1x Modifikationspuffer: 50 mM Hepes-NaOH, pH 7.5
20 mM Na-Borat
5 mM MgCl,
0,1 mM EDTA
70 mM NaCl

5.3.11 Plasmid-Sequenzierung

Plasmide wurde unter Verwendung des Sequenase 2.0-Kits der Firma USB
sequenziert. Dabei wurde das durch PCR amplifizierte und einklonierte
Fragment durch Sequenzierung unter Verwendung der beiden Oligos
UST7Xba und DST7 bis Uber beide Insertionsschnittstellen hinaus Uberpruft.

5 pg DNA des entsprechenden Plasmids in 10 yl werden mit 40 pl einer 0,25
M NaOH/0,25 mM EDTA-L6sung versetzt und 40 Min. bei 37°C denaturiert.
Nach Zugabe von 5 yl 3M NaOAc, pH 5.2 und 165 ul absoluten Ethanol erfolgt
die Fallung in flissigem Stickstoff. Anschlielend wird fir 30 Min. bei 12000
rom zentrifugiert. Nach dem Waschen und Lyophyllisieren erfolgt die
Resuspension erst unmittelbar vor dem Ansetzen der Hybridisierung, um eine
vorzeitige Renaturierung der DNA zu verhindern. Durch Zugabe von 7 pul A.
dest., 2 ul Sequenase-Reaktionspuffer und 1 pl Oligo (entspricht 0,1-0,2 pmol)
wird der Hybridisierungsansatz vorbereitet. Der Ansatz wird fur 2 Min. bei
65°C denaturiert und die Hybridisierung erfolgt beim anschlieenden
langsamen Abkuhlen auf Raumtemperatur.

Der Markierungsansatz besteht aus folgenden Komponenten:

1ul0,1MDTT

2 yl dG Labeling Mix (1:5 verdunnt in A. dest.)
0,5 ul o-[*’P]-dATP

2 ul Sequenase (1:8 verdiinnt in Dilutionbuffer)

10 pl Hybridisierungsansatz
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Der Markierungsansatz wird fur 3 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert.
Nach 2 Minuten werden schon vorbereitete Aliquots a 2,5 pl der NTP-
Losungen fur 1 Minute bei 37°C vorinkubiert. AnschlieRend werden vom
Markierungsansatz 3,5 ul zu jeder NTP-Losung dazugegeben und weitere 5
Minuten bei 37°C inkubiert. Anschlielend wird die Reaktion durch Zugabe von
je 4ul Stopp-Losung und Inkubation fur 2 Minuten bei 96°C gestoppt. Nach
dem raschen Abkuhlen erfolgt die elektrophoretische Auftrennung auf einem

Sequenziergel (5.2.7.2).

5.3.12 Primer-Extension-Reaktion

Die Primer-Extension-Analyse erfolgte nach einem abgewandelten Protokoll
von Stern et al., 1988. In einem Reaktionsansatz von 4,5 ul wird 1 ul der zu
analysierenden RNA mit 5 x 10° cpm bis 1 x 10° cpm eines 5‘-[y32P]-
markierten Oligonukleotids in 1x Hybridisierungspuffer fir 1 Minute bei 60°C
inkubiert und durch langsames Abkuhlen auf Raumtemperatur hybridisiert.

Bei der Vorbereitung der RNA ist darauf zu achten, daf} alle RNAs im gleichen
Malstab aufgearbeitet werden, um vergleichbare Mengen in gleichen
Volumina zu erhalten. Die eingesetzte Aktivitat des Oligonukleotids richtete
sich nach der Effizienz der Markierungsreaktion.

In dem Reaktionsansatzvolumen von 6 pl wurden 2 pl des Hybridisierungs-
gemisches mit 2 yl dNTP-Lésung und einer Unit AMV reverser Transkriptase
in 1 x Verlangerungspuffer fur 30 Minuten bei 42°C inkubiert. Die Reaktion
wurde durch Zugabe von 6 ul TBE/Harnstoff-Probenpuffer gestoppt und die
Reaktionsprodukte fur 3 Minuten bei 96°C denaturiert. Die Auftrennung
erfolgte auf denaturierenden 10% Polyacrylamidgelen mit einem

Vernetzungsgrad von 19:1(5.2.7.2).
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5.3.13 Primer-Extension-Sequenzierung

Fur die RNA-Sequenzierung wurden 2 pl RNA in einem Gesamtvolumen von
8,5 pl mit 1 x 10 cpm des markierten Oligonukleotids in 1 x Hybridisierungs-
puffer fur 1 Minute bei 60°C inkubiert und anschlieBend langsam auf
Raumtemperatur abgekuhlt. Fir die Sequenzierungsreaktion wurden 4
Reaktionsgefalle mit 2 pl der entsprechenden ddNTP-LOsung, sowie einer
Unit AMV reverse Transkriptase in 1x Verlangerungspuffer vorbereitet. Je 2 ul
des Hybridisierungsansatzes wurden zu den 4 Reaktionsansatzen hinzu-
gegeben. Anschliel3end erfolgte die Verlangerungsreaktion fir 30 Minuten bei
42°C. Durch Zugabe von 6 pl TBE/Harnstoff-Probenpuffer wurden die
Reaktionen gestoppt und fur 3 Minuten bei 96°C denaturiert. Anschliel3end
erfolgte die Auftrennung auf denaturierenden 10% Polyacrylamidgelen der
Vernetzung 19:1 (5.2.7.2).

5x Hybridisierungspuffer: 250 mM K-HEPES, pH 7.0
500 mM KClI

5x Verlangerungspuffer: 125 mM Tris-HCI, pH 8.5
125 mM KClI
125 mM DTT
125 mM MgCl,

dNTP-L6sung: je 250 uM dATP, dCTP, dGTP, dTTP
in 10 mM Tris-HCI, pH 7.5

ddNTP-Lésung: je 250 uM der NTPs, zusatzlich
im A-Mix: 50 yM ddTTP
im C-Mix: 50 uM ddGTP
im G-Mix: 50 yM ddCTP
im T-Mix: 50 yM ddATP
in 10 mM Tris-HCI, pH 7.5
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5.3.14 PCR

Die Polymerasekettenreaktion (PCR) ist eine von Mullis und Faloona (1987)
entwickelte Methode zur enzymatischen Synthese spezifischer DNA-
Sequenzen. Dabei wird die zu amplifizierende Sequenz durch zwei
synthetische Oligonukleotidprimer begrenzt, die an den flankieren-
den Bereichen hybridisieren. Durch wiederholtes Denaturieren, Primer-
hybridisieren und Verlangern konnen selbst geringe Mengen eines DNA-
Abschnitts spezifisch amplifiziert werden.

In einem Reaktionsvolumen von 50 pl wurden 10 ng der zu amplifizierenden
Plasmid-DNA mit 400 uM dNTPs, 500 nM Oligo-Primer bei einer
Magnesiumkonzentration von 3 mM mit einer Unit Tag-Polymerase gemischt,
mit Paraffin Uberschichtet und in einem Landgraf Thermocycler nach

folgendem Protokoll inkubiert:

Denaturierung: 2 Minuten, 95°C 1. Zyklus

Amplifizierung: 30 Sekunden, 95°C 30 Zyklen
30 Sekunden, 51°C
40 Sekunden, 72°C

Chase: 10 Minuten, 72°C 31. Zyklus

Nach dem Durchlauf aller Zyklen wurden die Produkte auf 0,8% Agarosegelen
auf ihre Qualitat hin Gberpriuft. Nach dieser Kontrolle wurden sie durch Zugabe
von 1/10 Volumen 3M NaOAc, pH 5.0 sowie 3 Volumen Ethanol fir 30
Minuten auf Eis gefallt. Nach einer 30 minttigen Zentrifugation bei 12000 rpm
(Hettich Biofuge A), Waschen mit 80% Ethanol und Lyophyllisation (Heto VR-1
Speedvac Concentrator) wurde die amplifizierte DNA in sterilem Aqua dest.
resuspendiert. Anschlielend erfolgte die Konzentrationsbestimmung im
Spektralphotometer (5.2.1.1).
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6 Klonierung der Transkriptionsvektoren

FUir eine Analyse der Leader-Interaktionen mufiten Fusionstranskripte
hergestellt werden, die Leader und 16S rRNA enthielten. Dabei muf3te darauf
geachtet werden, dald nicht zusatzliche Spacer-Sequenzen am 3'-Ende des
16S rRNA-Strukturgens transkribiert wurden, da diese die Leader-Interaktion
erheblich beeinflulen wirden. Um dies zu erreichen, wurde eine singulare
Xbal-Schnittstelle, die sich ca. 400 bp downstream des 16S rRNA-Gens
befindet, unmittelbar hinter das 16S rRNA-Gen kloniert. Unter Verwendung
des Plasmids pWB11 wurde der Bereich zwischen den beiden
Oligonukleotiden UST7Xba und DST7 Uber PCR amplifiziert.

Die drei Vektoren pWB (16S rRNA + Wildtyp-Leader), pWB11 (16S rRNA +
mutierter Leader) und pBP2 (16S rRNA) wurden mit den Restriktionsenzymen
Xbal und Ncol geodffnet. Das amplifizierte DNA-Fragment wurden in
Ligationsansatzen mit einem Vektor : Insert Verhaltnis von 1/33 in die drei
Zielvektoren einligiert. Nach erfolgter Transformation wurden die Zellen auf
Ampicilin-Agarplatten ausgestrichen. Von potentiell positiven Klonen wurden
UN-Kulturen aufgezogen und die Plasmid-DNA im analytischen Malstab
prapariert (5.2.6.2). Die Plasmid-DNA wurde durch Restriktion mit Xbal und
Ncol Uberpriuft. Von den per Restriktionskartierung eindeutig positiven Klonen
wurde von jedem der drei Konstrukte erneut eine UN-Kultur aufgezogen. Die
im  analytischen Malistab praparierte Plasmid-DNA  wurde durch
Sequenzierung (5.3.11) Uberpruft und alle drei Konstrukte plK (16S rRNA +
Wildtyp-Leader), plK11 (16S rRNA + mutierter Leader) und plIK16S (16S
rRNA) verfugten somit Uber eine singulare Xbal-Schnittstelle, 6 Nukleotide
hinter dem Ende des 16S rRNA-Strukturgens.
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ohne Leader Wildtyp T11 Mutante
4000 16/17
30°C
12°C

Abb. A.1: 2D-Geleletophorese der assemblierten 5’-Region. Die Gele in der linken Spalte zeigen die
Leader-freien Partikel, die mittlere Spalte zeigt die in Anwesenheit des Wildtyp-Leaders assemblierten
Partikel. Die in Anwesenheit des mutierten Leaders assemblierten Partikel sind in der rechten Spalte
dargestellt. Die Assemblierungstemperaturen sind links neben den Gelen angegeben. Die ribosomalen
Proteine sind in dem 2D-Gel oben links bezeichnet, ebenso die Position des Proteinstandards FIS.
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Abb. A.2: 2D-Geleletophorese der assemblierten Vollénge. Die Gele in der linken Spalte zeigen die
Leader-freien Partikel, die mittlere Spalte zeigt die in Anwesenheit des Wildtyp-Leaders assemblierten
Partikel. Die in Anwesenheit des mutierten Leaders assemblierten Partikel sind in der rechten Spalte
dargestellt. Die Assemblierungstemperaturen sind links neben den Gelen angegeben. Die ribosomalen
Proteine sind in dem 2D-Gel oben links bezeichnet, ebenso die Position des Proteinstandards FIS.
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Abb. A.3: Positionen
der ribosomalen
Proteine in der 30S
Untereinheit.
Proteine, die an der
Vordeseite der 168
rRNA (blau) binden, sind
mit schwarzen Ziffern
bezeichnet. Auf der
Rickseite bindende
Proteine sind mit weil3en
Zahlen nummeriert.
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A.4: Kinetik-Kurven der isolierten 5°-Regionen
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A.5: Kinetik-Kurven der Vollangentranskripte
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