Praparation und rdntgenkristallographische
Unter suchungen an archaebakteriellen Box C/D
SRNPsund einer neuartigen Glukosyltransferase

aus Thermotoga maritima M SB8

Dissertation

zur
Erlangung des Doktorgrades
der Mathematisch-Naturwissenschaftlichen Fakultéaten
der Georg-August-Universitét zu Gottingen

vorgelegt von
Carmen Steinke

aus Attendorn

GOttingen, 2004



D7

Referent: Prof. Dr. Ralf Ficner

Korreferent:  Prof. Dr. Oliver Einde

Tag der mUndlichen Prifung: 03 November 2004



Meinen Eltern



e it il fleichgiliiy, of die vorborgmen Grinde wnd
At hes Hoandebins den Mesaclin verstindlich sind
oder wicdd.

Gulilea Guliles



INHALTSVERZEICHNIS

ZUSAMMENFASSUNG ...ttt sttt et st sse et e eesaestesbesseesee e enseseessessessesseeneensessessessenns 1
L EINLEITUNG. ...coi ettt sttt st sttt st st e et s be et st et be st e e e teste e etesaeneebeste e nteneeneatenens 2
1.1 THERMOSTABILE MIKROORGANISMEN ... .cruteutetestestessessesseessessessessessessesseessessessessessessessesssessensessessenses 2
1.2 DIEWELT DER RIBONUKLEINSAUREN .....cciuteutetetestessessesseessessessessessessesseessessessessesnessessesssessensessessennes 2
1.2. 1 KLEINE NUKLEOLARE RINAS.......oiutiiiiieterie sttt sttt se e sn bt nennennenne e 4
1.2.1.1 C/D-BOX SNORNAS.......otiiiieeiesiteiteeie st s et ete s e e te e e s teesaesseesbesseesbeeasesbeesseeseesaesssesbeensesneeteaseensenns 5
1.2.1.2 H/ACA-BOX SNORNAS.......ooeitieiiiecitee st e ste e stee s iteestee e teeabeesateesbeesteessseesseeabeesaseesseesrteesnseenseeansessnns 7
1.2.1.3 Die Endoribonukleasen RNase MRP UNd RNASE P .........ccoiiiiiiiiine e 8
1.2.1.4 Modifizerung zellularer RNAS durch SNORNPS...........ccoiiiiiiiei e 9
1.3 AMYLOLY TISCHE ENZYME ... ciiii ittt ettt ettt sttt ettt e s s e saeesaeabe e st eabesasesaeesbeesbeasneennesanas 10
1.3.1 Glykosyl-Hydrolase Famili@ 13..........ccooeiieieeieeeeseee ettt sttt 12
1.3.1.1 Sequenzeigenheiten und strukturelle Besonderheiten der GHF 13 ........cccoooeviiiiiinic e, 13
1.3.1.2 Die Bindung von Ca?* an GHF 13 a-Amylasen .........c..cc.ovveeees e 17
1.3.1.3 Thermostabile a-Amylasen: Srukturelle Voraussetzungen zum Uberleben an extremen Standorten
................................................................................................................................................................. 17
1.3.2 Glykosyl-Hydrolase Famili@ 57 ...t st s 18
1.3.2.1 Glykosyl-Hydrolase Familien 13 und 57: Besitz eines gemeinsamen Ursprungs? .........cccceeeeeeeenne 19
1.3.2.2 Amylase B aus Thermotoga maritima MSB8: ein Mitglied der GHF 57.........ccoocoveiiiieieecieneenee, 19
A | IS = 74|\ TP TP PR TURURPRR 20
2. MATERIAL UND METHODEN ....ocictiiiteiiesiee ettt sttt sesseste e steseesestesassessesessessesensessenens 22
B2 YN = N IR PSR 22
N I R O 1= o = T o ST 22
2.1.2 Kulturmedien, Antibiotika und MedienZUSALZE............c.oevirieirinnerereeese e 22
2.1.3 BaKIErTENSIAIMITIE .....cuictirieet ettt bbbt b e b e b et et b et e e ebesbe e ebenae e 23
B o 0 o =SSOSR 23
25 BN © [0 001 1 = S 24
2.1.6 RESIIIKLIONSENZYIME ......eeeeie ettt sttt e e s ee st st s e se e e e e eeseesresseene e e enseneeneennenes 25
2.2 MOLEKULARBIOLOGISCHE IMETHODEN .....cvttiiterteeteseeseseessessessessessesseessesseseessessessessesseensessessessessens 25
2.2.1 Isolierung von DNA aus Bakterien (Plasmidpraparation) .........ccceeeecevereneseseeseeseseeseenennns 25
2.2.2 Konzentrationsbestimmung VO NUKIEINSAUNEN...........ccoeiiiinireenereese e 26
2.2.3 RESIITKE ONSANGIYSE........eevirieieterieeet sttt ettt bbb bbbt e e besbe e ebenaeneas 26
2.2.4 AQar0Segel €l €KIrOPNOrESE ........ecveeeceeee et s re e a e re e 27
2.2.5 Hergtellung KOmpetenter ZEIIEN. .........ooveieie ettt 28
2.2.6 Transformation von Plasmid-DNA N E. COli-ZEl@N ........ccooeiriveinieiseee e 28
2.2.7Invitro Transkription (in vitro-Synthese VON RNA) ... 29
2.3 BIOCHEMISCHE IMETHODEN .....vtittiuteutetetestestestestesteeseesseseessestesaesbesseesee s esessessesbesnessesneensensensessessens 30
2.3.1 Heterologe GenexpressioN iN E. COlI.....ccocviiieiecicsese e e 30
2.3.2 Reinigung der exprimierten Proteine aus E. coli-Zellen ..........ccoovevevevevevececiccece e 31
2.3.2.1 Zellaufschluf und HitZEAENtUITEIUNG ........coveivirieriiieieeeee e e 31
2.3.2.2 Chromatographische TrennmEtNOTEN.............oiiiiieee e 32
2.3.2.3 Ankonzentrierung einer ProteiNIOSUNG ..........cooveiuieriiieerieeeesiee ettt 35
2.3.3 Proteinbestimmung nach BRADFORD (1979)......ccccieieieiesiesiese e ieesie et ssesne s 37
2.3.4 Diskontinuierliche SDS-Polyacrylamid-Gel el ektrophorese nach LAEMMLI (1970).................. 37
2.3.5 Protein-Farbemethoden. ... ...t 39
2.3.5.1 Coomassi €-ProteiNfArbUNG. .........cccoriiiiir e 39
2.3.5.2 Slberfarbung nach NESTERENKO €t @l. (1994)......cc.eiviiiieieiieeeeicsteste et 40
2.3.6 BaNG-SNift-ASSAY .....ccueieeiriiieie ettt sttt sttt ettt te e teste e renaeneas 41
2.3.7 Rekonstitution des SRNP-KOMPIEXES.........coeiiirieiieiee ettt sesseseesessesaenens 42
2.3.8 AULOTradiOGIAPNIE. ...ttt ettt b bbbt b bbbt eb e s b e e b b e e ebe e e e ebenaeneas 43
2.4 RONTGENKRISTALLOGRAPHISCHE IMETHODEN .....ecutiiuiistiesteesteeteseesessueesaeesseesesnsesseessesssesssessesanas 43
2.4.1 Krigtallisation biologischer MakromoleKUIE............ooeiieiiiiineeeree e 44
2.4.2 Co-Kristallisation und Derivatisierung durch Diffusion (S0aking)...........ccoeeerererierenenienenens 45
2.4.2.1 Co-Krigtallisation von RNA-Protein- und Protein-Protein-Komplexen ..........ccoeveeeeeieeieneneen 45
2.4.2.2 Co-Krigtallisation und Soaking von AmyB mit verschiedenen Liganden..........ccocoveveeeeeeinenennenn 46
2.4.3 Kryo-Konservierung und Montage der Kristalle zur Datensammiung..........cocoeveevenneninnns 47
244 SranlUNGSUENTEN ...t et sttt bt se e b e 48
B B 1 = 0= o o L= RS SSS 49

B S Y 01 4 o 1 0] o T TSSO 49



INHALTSVERZEICHNIS

2.4.5 Rontgenbeugung am Kristal Igitter.........ccviiveiienieicesee e s 50

2.4.6 Prozesserung der MEROALEN. .........coiiieirirecirereet ettt b e sr e nesne e 51

2.4.7 Vergleich der AmyB-Struktur mit bekannten SIrUKIUreN ..o 52

B ERGEBNISSE ..ottt ettt et e e e et e e st e et e e s bt e e ebe e e sbe e e ebeeesbeeeabeeeabeeeabeeeabeeeabeeeabeeeaneeenes 54

3.1 EXPRESSION UND REINIGUNG DER SRNP-PROTEINE AL7, ANOP56 UND AFIB .....cocvvvvvieeieecieee, 54

1 - | OO T 54

00 2= 1 o o1 2SS 56

I G I T | o TS 57

3.2 BAND-SHIFT EXPERIMENTE ....utiiiitieiiteeiiteeeteesiteesteesteesstessseesasessseesssessnsessssessnsessssesssessssessnseessnes 59

3.3 REKONSTITUTION DES SRNP-KOMPLEXES. ......cteeiiteeiteeereesteesreesireesseesseesssesssessssessssessssessnsessanes 60

3.4 KRISTALLISATION DER KOMPLEXE ...uvtiiitieiuieeiteesteesreessreesseesssessseesssessseesssesssessssessnseesssessnsessanes 61

3.4.1 Optimierung der KristallisationsbediNgUNQEN ... e 62

3.4.2 RONtGENDEUGUNGSEXPEN IMENLE......uecieeeie ettt ree e et se et e s ae b s re e reera e e eneeseesrenre e 63

3.4.3 Analyse der KOMPIEX-KIiStall.........ccoiiiieiicieecesese st 64

3.5 Co-KRISTALLISATION UND SOAKING VON AMYB-KRISTALLEN .....veeitieiteecreecree et e sreeenreesneeenneas 65

3.6 ERMITTLUNG VERWANDTER STRUKTUREN MIT HILFE DER DALI-SUCHE .......ccoovivieecieeciee e, 69

3.6.1 Vergleich von AmyB mit der 4-a-GluKanotransferase. ..........cvvvveereneeesienieesiesesesesesesienens 71

3.6.2 Vergleich von AmyB mit LUFA aus Thermus thermophilus HB8 ............ccooevviiveiienciiens 75

2, DISKUSSION.....oooouiiiiitieitieete et eteeteestee st e s teestestssaeesaessbesbesateesbesbsesbeesbeesbeessesnsssaessreesbeentesnteentesssesrenns 76

4.1 REKONSTITUTION UND KRISTALLISATIONSVERSUCHE EINES SRNP-KOMPLEXES ......cccvveeeeveeeennnee. 76

4.2 AUSBLICK: SRNP-KOMPLEX ..eeiiitteeeiitteeeeeitieeeeitreeeeetteeesestaeeeeesseeesessesesessesseassesessssesesansseessassseesennens 78

4.3 VERGLEICHENDE UNTERSUCHUNGEN VON AMYB MIT VERWANDTEN STRUKTUREN .....ccccvverreennnen. 79
4.3.1 Charakteristische Sequenz- und Srukturelemente von AmyB, einem Mitglied der Glykosyl-

HYArolase FaMITI@ 57 ..ottt n e st ene e e enae e e naenrennens 79

4.3.2 Vergleich von AmyB mit anderen (B,a)7-SIrUKEUrEN ........oovvieieceeeeeerere e 81

4.3.2.1 AmyB und die Thermococcus litoralis 4-a-Glukanotransferase..........ocovvvveiviieseeieseese e 81

4.3.22 AMYB UNG LUFA L.ttt ettt b ettt e b e e e e s ae et e s aeesbe e e e sbeenbesreesbennnaa 82

4.3.3 Thermostabilitat von AmyB und anderen GHF 57 Familienmitgliedern..........cccccccevevenenene 83

A4 AUSBLICK: AMYB ..ottt et s e s te e et e e st b e e s be e sabe e sabeesabeesabeesateesaseesabeesnneesateas 84

LITERATURVERZEICHNIS.......oo ettt ettt ettt sttt et st st esbe e beeabesabesaaesbaesbeesbeebesnnesanas 86

ANHANG ...ttt e e s b e st e e s be e ebesatesaeesaeeebeeabeeabeesbeeaeesaeesbeesbeebeenbesntesaeesaeesseenseenns 101

AL ABKURZUNGSVERZEICHNIS. ...ceeeiitteeeeeittreeeiueeeesasseeeaasesesssnseesassseessassssssassssessnssesssassessssnssssssnsssessnns 101

A2 AMINOSAUREN ..cocutteieeetieeeeiteee e ettt e eea ittt e eeaeeeeaaaseeeaasseeaeasseeaasseeeaassaeasassseaaaassesasassesssassseasansseenanns 103

A.3 PROTEIN-SEQUENZALIGNMENT: AMYB-TUFRA ..ottt 104

A.4 PROTEINSEQUENZEN DER SRNP PROTEINE AL7, ANOPS56 UND AFIB.....ccvvviieiiiiiiiiieeeee e, 106

F Nt - | 106

F - 1o o3 TP STR 106

F N - | 106



ZUSAMMENFASSUNG

ZUSAMMENFASSUNG

Ribosomale RNAs werden posttranskriptional durch kleine nukleolére RNAs
(snoRNAs) modifiziert. Dabei kommt es zum einen zur Umwandlung von Uridin in
Pseudouridin durch die H/ACA-Box snoRNAs und zum anderen zur 2'-O-Methylierung
von Ribose durch Box C/D snoRNAs, wobel beide snoRNA-Familien mit spezifischen
Proteinen zu kleinen nukleoldren Ribonukleoprotein Partikeln (snoRNPs) assembliert
sind. In zellkernlosen Prokaryonten konnten homologe RNAs (sRNAs) und Proteine
identifiziert werden, die ebenfalls an der Modifizierung von ribosomalen RNASs beteiligt
sind.

Ein Komplex aus einer C/D-Box sRNA und den Proteinen aL7, aNop56 und
aFibrillarin aus Sulfolobus solfataricus konnte rekonstituiert werden. Die Kristallisation
des rekonstituierten Komplexes lieferte jedoch nur Kristalle, die aufgrund ihrer geringen
Aufldsung (~ 14 A) nicht fir eine Strukturaufkléarung verwertbar waren. Eine Analyse
der Kristalle zeigte des weiteren, dal? der rekonstituierte Komplex wieder dissoziierte
und nur ein Komplex aus aFibrillarin und einem degradierten aNop56 gebildet worden

war.

Das im Jahr 1998 identifizierte Enzym Amylase B aus Thermotoga maritima
M SB8 wurde aufgrund seiner Fahigkeit, Stérke und deren Abbauprodukte Amylose und
Amylopektin an den a-1,4-glykosidischen Bindungen zu spalten, as a-Amylase dekla-
riert. Eine Einordnung der Amylase B in die Glykosyl-Hydrolase Familie 57 wird zum
einen durch die fehlenden, fir die Glykosyl-Hydrolase Familie 13 (typische
a-Amylasen) charakteristischen Konsensus-Sequenzen in Amylase B und zum anderen
durch geringe Sequenzéhnlichkeiten und einem gleichen Hydrolysemuster zu einem
Mitglied der Glykosyl-Hydrolase Familie 57 gestiitzt. Die Aufklarung der Amylase B-
Struktur, in der das strukturell konservierte (B,a)s-Barrel in einer verzerrten und ver-
kirzten Variante das katalytische Zentrum bildet, festigen die Eingliederung. Ein struk-
tureller Vergleich der katalytischen Domane von Amylase B mit einer verwandten
Struktur aus Thermococcus litoralis, der 4-a-Glukanotransferase, konnte eine Blockie-

rung der Bindungsstelle durch mehrere Aminosiurereste in Amylase B zeigen.
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1. EINLEITUNG

1.1 THERMOSTABILE MIKROORGANISMEN

Mikroorganismen haben sich im Laufe der Evolution perfekt an die verschie-
densten Umweltbedingungen angepaldt. So wurden Mikroorganismen identifiziert, die
an den extremsten Standorten, wie z.B. Salzlaken, schwefelhaltigen und/oder heif3en
Quellen, Uberleben. Dies ist den Mikroorganismen nur moglich, da ihr Stoffwechsel
enorm anpassungsfahig und von aerober Autotrophie bis zur anaeroben Heterotrophie
alles zu finden ist (DELONG, 2001).

Thermostabile Mikroorganismen, die unterteilt werden kdnnen in thermophil
(55-80°C) und hyperthermophil (> 80°C), kommen dabei sowohl in den Eubakterien als
auch in den Archaebakterien (Archaea) vor (HOUGH & DANSON, 1999).

Interessanterweise finden sich sowohl bei Eubakterien als auch bei Archae-
bakterien Proteine, die neben charakteristischen Sequenzmotiven auch in ihrer Wirkung
zu Proteinen in hoheren Organismen homolog sind. Da sich archae- und eubakterielle
Proteine, im Gegensatz zu Proteinen aus héheren Organismen, leicht in dem gut unter-
suchten Organismus Escherichia coli heterolog exprimieren und anschlief3end gut und
in ausreichender Menge reinigen lassen, wird dieses System haufig verwendet, um
Proteine rekombinant herzustellen und anschlief3end z.B. durch M utagenesestudien und
enzymkinetischen Untersuchungen die funktionellen Mechanismen aufzuklaren. Neben
der Verwendung biochemischer und molekularbiologischer Methoden wird zur weiteren
Klérung von Funktion und Auftreten eines Proteins in einer Zelle oft auch die Struktur
der Proteine bendtigt. Diese kann z.B. mit Hilfe der Rontgenkristallographie aufgeklart

werden.

1.2 DiE WELT DER RIBONUKLEINSAUREN

Betrachtet man die heutigen Organismen, stellt man fest, dal3 sie aus Proteinen
bestehen, die aus nur 20 verschiedenen Aminosauren aufgebaut sind. Die Information,

die zum Bau und zur Vervieféltigung der Proteine benttigt wird, ist in den Nuklein-
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sduren, die aus 4 Basen bestehen, codiert. Sowohl Proteine als auch Nukleinsauren
leben in einem gegenseitigen Abhangigkeitsverhéltnis, d.h. Nukleinsduren werden zum
Aufbau der Proteine benétigt und die Nukleinsduren werden mit Hilfe der Proteine
synthetisiert.

Man ist sch heute jedoch einig, das zu Beginn Information und Funktion in
einem Molekil entstanden ist (RNA-Welt Hypothese). Am Anfang war wahrscheinlich
eine einfach strukturierte pr&cRNA (Ribonukleinsaure; engl.: ribonucleic acid), die
spdter in die heute bekannte, komplexere RNA-Struktur Ubergegangen ist, als
Informationstréger aktiv. Dabei wird angenommen, dal3 einzelstréngige Nukleinsdure,
bestehend aus ca. 50-100 Nuklectiden, in einer primitiven Zelle in der Lage ist, sich
durch Ausbilden einer Sekundarstruktur selbst zu stabilisieren, zu replizieren und
chemische Reaktionen zu katalysieren. Gestitzt wird diese Annahme durch die heute
noch existierenden tRNA (Transfer-RNA) Kleeblattstrukturen und durch die Entdek-
kung der Ribozyme, die eine Selbstreplikation der RNA vorstellbar machte.

Auf die RNA-Wdt folgte die DNA-Wdt, bei der es gelang, die Gene eines
Organismus auf einer stabileren, doppelstrangigen DNA (Desoxyribonukleinsaure;
engl.: desoxyribonucleic acid) unterzubringen. Die Replikation der DNA ist mit weni-
ger Kopierfehlern behaftet und kann autonom reguliert werden. Ein vollstandiger Uber-
gang von der RNA-Welt zur DNA-WEelt hat jedoch nie stattgefunden, da noch heute
grundlegende Reaktionen von RNAs katalysiert werden (s. Abb. 1.1).

Waéhrend die DNA als Informationstrager im Organismus vorliegt, ist die RNA
heute Uberwiegend in der Proteinbiosynthese von Bedeutung. Bel der Herstellung von
Proteinen aus der genetischen Information werden hauptsachlich drei Arten von RNA
benotigt. Dabel werden zuerst die Strukturgene, die auf der DNA liegen, auf einen kom-
plementdren Strang Messenger-RNA (mRNA) Uberschrieben. Anschliel3end wird die
MRNA am Ribosom, das aus ribosomaler RNA (rRNA) und Proteinen aufgebaut i<,
mit Hilfe der Transfer-RNA (tRNA) in Peptide Ubersetzt.

Bel ~80% der in der sich teilenden Zelle vorkommenden RNA handdlt es sich
um rRNA. Sie bilden den Kern des Ribosoms und werden im Unterschied zu mRNAS
durch dieim Nukleolus enthaltene Polymerase | und nicht durch die nukleoplasmatische
Polymerase |1 in eukaryontischen Zdllen synthetisiert. Der Unterschied besteht in einem
Schwanz, den die Polymerase | im Gegensatz zur Polymerase Il nicht besitzt, und daher
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weder ein Cap noch einen PolyA-Schwanz an die rRNA anhangt. Es existieren vier ver-
schiedene Arten von rRNAs, wobei jede nur eéinmal im Ribosom vorhanden ist.
Waéhrend die rRNAs 18S, 5,8S und 28S aus einem grof3en Vorlaufer-rRNA-Molekil,
der sogenannten 45S rRNA, hervorgehen, wird die 5S rRNA direkt durch die Poly-
merase |l synthetisiert. Die ~13000 Nukleotide lange 45S rRNA wird an ca. 120
2'-OH-Gruppen der Nukleotidzucker methyliert und ca. 100 Uridine werden zu Pseudo-

uridin isomerisiert (MADEN, 1990).

Replikation

Translation

Abbildung 1.1: Dogma der Molekularbiologie. Durchgehende Pfeile zeigen den Transfer gene-
tischer Informationen, wie siein alen Zellen zu finden sind. Gestrichelte Pfeile
stellen spezielle Ubertragungen dar. Eine direkte Translation von DNA zu
Protein ist bislang nicht bekannt, ist aber nicht unméglich. Proteine hingegen
kénnen nur Empféanger genetischer Informationen sein (aus VOET & VOET,
1994: nach Crick (1970))

1.2.1 KLEINE NUKLEOLARE RNAS

Bei der nukleoléren Biogenese von cytoplasmatischen Ribosomen in eukaryon-
tischen Zellen werden in komplexen Vorgangen die ribosomalen Ribonukleinsduren
(ribosomal ribonucleic acids. rRNAS) aus Vorlaufer-RNAs (precursor-rRNAS. pra
rRNAS) prozessiert, indem innere (ITS1 und ITS2) und auRere (5 ETS und 3" ETS)
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Spacer-Sequenzen endo- beziehungsweise exonukleolytisch entfernt werden. Daneben
ist eine Vielzahl von kleinen metabolisch stabilen RNAs (small nucleolar ribonucleic
acids: snoRNASs) bekannt, durch die die rRNAs posttranskriptional modifiziert werden,
indem jede pr&rRNA mit ungefahr 150-200 verschiedenen snoRNAs wahrend ihrer
Entwicklung in Kontakt kommt.

Die beiden am héufigsten auftretenden Modifikationen durch snoRNAs sind die
2'-O-Methylierung bestimmter Ribose-Gruppen und die Umwandlung von Uridin in
Pseudouridin. Von anderen snoRNAs ist bekannt, dal3 sie die korrekte Faltung oder das
Spalten der prarRNA steuern. In der Zelle kommen die snoRNAs nur in mit nukleo-
laren Proteinen (nucleolar proteins. Nop’'s) assoziierter Form as kleine nukleolére
Ribonukleoprotein Partikel (small nucleolar ribonucleoprotein particle: snoRNP) vor
(FILIPOWICZ ET AL., 1999; WEINSTEIN & STEITZ, 1999). Durch konservierte Sequenz-
abschnitte, die als Bindungsstellen fur die Proteine dienen, konnen die snoRNAs in drei
grof3e Klassen unterteilt werden. Es handelt sich dabei um die C/D-Box snoRNAs, die
H/ACA-Box snoRNAs und die Endoribonukleasen RNase MRP und RNase P, die viel-
leicht als Ribozyme an der pr&rRNA Spaltung beteiligt sind.

1.2.1.1 C/D-Box snoRNAS

Die Mitglieder der C/D-Box snoRNA-Familie werden nach ihren zwei kurzen
konservierten Sequenzmotiven, der C-Box (RUGAUGA, wobel das R fir ein Purin
steht) und der D-Box (CUGA) benannt (BALAKIN ET AL., 1994). Die beiden Enden der
RNA sind durch eine kurze komplementare Sequenz miteinander verbunden. Zwischen
der C-Box am 5'-Ende und der D-Box am 3'-Ende der snoRNA liegt eine unstruk-
turierte Schleife, die homologe aber oft unvollstandige Kopien der Boxen C und D (C'-
und D’-Box) enthélt (BALAKIN ET AL., 1994; BACHELLERIE ET AL., 1995). Der Abstand
zwischen den Boxen C’ und D’ ist auf 3-9 Nukleotide beschrankt. Haufig werden dabei
die beiden Boxen durch eine Stammbildung néher zusammen gebracht (Kiss, 2001).
Eine oder manchmal auch zwel 10-22 Nukleotid lange Sequenzen, die komplementér zu
Abschnitten einer reifen rRNA sind, liegen in der Schleife stromaufwaérts vor der D-
oder D’-Box (Abb. 1.2 A) (BACHELLERIE ET AL., 1995). In der rRNA, die an dieser
Sequenz bindet, wird das Nukleotid methyliert, das mit exakt dem funften Nukleotid
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vor dem Start des D- oder D’-Motives basenpaart (Tycowskl ET AL, 1996; Kiss-
LASZLO ET AL., 1998). Die Boxen C und D sind essentielle Stabilisierungsfaktoren bei
der Prozessierung der pré&-snoRNA und bei der Bindung des snoRNP-Komplexproteins
Fibrillarin (BASERGA ET AL., 1991).

Um rRNAs methylieren zu konnen, binden die snoRNAs an nukleol&re Proteine
und bilden snoRNPs. Als allgemein in humanen Box C/D snoRNPs vorkommende
Proteine konnten dabei Fibrillarin (Ortholog in Saccharomyces cerevisiae: Noplp),
Nop56 (Nop56p), Nop58 (Nop58p) und 15,5 kDa (Snul3p) identifiziert werden (Kiss-
LASzLO ET AL., 1996; GAUTIER ET AL., 1997; WATKINS ET AL., 2000). In Fibrillarin
wurde en fur Methyltransferasen charakteristisches S-Adenosylmethionin- (Adomet)
bindendes Motiv entdeckt (TOLLERVEY ET AL., 1993; WANG ET AL., 2000; AITTALEB ET
AL., 2003). Bei Versuchen, in denen eine Aminosaure dieses Motivs substituiert wurde,
konnte gezeigt werden, dal3 es zu einem temperatur-sensitven Defekt bei der rRNA
Methylierung kommt. Eine Funktion der Paraloge Nop56 und Nop58 ist bislang nicht
bekannt, sie sind jedoch fiir den gesamten Ablauf der Methylierung ebenso wichtig wie
das Fibrillarin. Das 15,5 kDa Protein kommt sowohl in C/D-Box snoRNPs als auch in
spleiffosomalen U4/U6.U5 tri-snRNPs (small nuclear RNPs) vor und gehoért zu einer
Familie RNA-bindender Proteine (NOTTROTT ET AL., 1999; WATKINSET AL., 2000). Die
Proteine binden an eine interne purinreiche 5+2 Schleife (s. Abb. 1.2 B), deren Faltung
durch zwei Tandem GeA Basenpaare und einer Base, die aus der Schleife herausragt,
charakterisiert wird (ViDoviC ET AL., 2000). Die 5+2 Schleife findet sich auch in dem
U3-spezifischen B/C-Box Motiv und bindet ebenfalls das 15,5 kDa Protein (WATKINS
ET AL., 2000).

In dem Archaebakterium Sulfolobus solfataricus, das als Prokaryont keinen
Zellkern und somit auch keine snoRNAS besitzt, konnten sRNAs identifiziert werden,
die zu den snoRNAs homolog sind. Die sRNAs formen mit den archaebakteriellen
Proteinen aL7 (Ortholog in Homo sapiens. 15,5 kDa), aNop56 (Nop56/Nop58) und
aFibrillarin (Fibrillarin) einen sSRNP-Komplex, der homolog zu den snoRNPs an der
2'-O-Methylierung der rRNASs beteiligt ist (OMERET AL., 2002).
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C-Box

) 3

Abbildung 1.2: A. Schematische Struktur einer Box C/D snoRNA. Die kleinen Buchstaben in
den C'- und D’ -Boxen sollen darstellen, dal? es sich um evtl. veranderte Kopien

der Orginalsequenzen handelt. B. 5+2 Schleife, die an die Proteine bindet

1.2.1.2 H/ACA-Box snoRNAS

Die evolutionar gut erhaltene H/ACA-Struktur bestent aus zwel Haarnadel-
schleifen, einer dazwischen liegenden H-Box-Sequenz (ANANNA) und einer konser-
vierten ACA-Box (ACA) nahe des 3'-Endes (BALAKIN ET AL., 1996; GANOT ET AL.,
19974). Die Schleifen liegen in den Regionen der snoRNA, in der diese komplementéar
zu der zu modifizierenden rRNASs ist. In Hefe konnte gezeigt werden, dal3 viele der
H/ACA snoRNAS an eine bestimmte Sequenz in der pr&rRNA binden und die Um-
wandlung von Uridin in Pseudouridin lenken. Die beiden Boxen H und ACA liegen ca.
14-16 Nukleotide in Richtung 3'-Ende hinter dem Uridin, das zu Pseudouridin umge-
wandelt wird (s. Abb. 1.3) (NI ET AL., 1997; BORTOLIN ET AL., 1999). Ebenso wie die
C/D-Box snoRNAs binden auch die H/ACA-Box snoRNAs Proteine, die fur die

Pseudouridinilierung wichtig sind. Bisher konnten in Eukaryonten die vier Proteine,
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Cbf5p (Nap57p in Sdugern), Garlp, Nhp2p und Nopl0Op, identifiziert werden, die an der
Bildung von snoRNPs beteiligt sind (BALAKIN ET AL., 1996, GANOT ET AL., 1997b;
HENRAS ET AL., 1998). Das zur E. coli tRNA:¥55 Pseudouridin Synthase homologe
Cbfbp, stellt die Pseudouridin Synthase Aktivitéat fur die snoRNA-gerichtete Pseudo-
uridinylierungsreaktion bereit (LAFONTAINE ET AL., 1998, ZEBARJADIAN ET AL., 1999).
Die Funktion der anderen Proteine ist weitestgehend unklar (BOUSQUET-ANTONELLI ET
AL., 1997, HENRASET AL., 1998).

ANANNA | ACA

H-Box ACA-Box

NNN

35

Abbildung 1.3: Schematischer Aufbau einer H/ACA-Box snoRNA

1.2.1.3 Die Endoribonukleasen RNase MRP und RNase P

Die RNase MRP (Mitochondrial RNA Processing) ist strukturell und funktionell
mit der RNase P verwandt. Neben dhnlichen Sekundéarstrukturvorhersagen, teilen sich
die Endonukleasen in Hefe mindestens drel der Proteinuntereinheiten (Poplp, Pop3p
und Pop4p), die sowohl fur die Stabilitét als auch fur die Funktion der Enzyme
essentiell sind (LYGEROU ET AL., 1994, CHU ET AL., 1997; DICHTL & TOLLERVEY, 1997).
RNase MRP spielt eine entscheidende Rolle bel der pr&rRNA Prozessierung, aber die
Hauptfunktion ist noch immer ungeklart. In eukaryontischen Zellen besitzen weder die

RNAs der RNase P noch der RNase MRP in Abwesenheit der Proteine eine
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enzymatische Aktivitét, wahrend in bakteriellen Zellen die RNA der RNase P in der
Lage ist, pr&tRNA in vitro sequenzspezifisch zu spalten (GUERRIER-TAKADA ET AL.,
1983).

1.2.1.4 Modifizierung zellularer RNAs durch snoRNPs

Neben den erwéahnten nukleoléren Modifikationen sind die snoRNPs ferner in
der Lage, sowohl spleil3osomale Proteine (REDDY & BuscH, 1988; TYCOWSKI ET AL.,
1998) als auch tRNAs (OMER ET AL., 2000; Kiss, 2001) zu modifizieren. So befinden
sich z.B. in den fUnf bedeutenden spleif3osomalen snRNAs U1, U2, U4, U5 & U6 der
Saugetiere 30 2'-O-Methylierungen und 24 Pseudouridine. Zehn Jahre nach dieser Ent-
deckung konnten die ersten C/D-Box snoRNAs beobachtet werden, die bel der Poly-
merase |ll-transkribierten U6 snRNA Modifizierung beteiligt sind und im Nukleolus
vorkamen (TYCOWSKI ET AL., 1998; GANOT ET AL., 1999). Neben den bekannten C/D
und H/ACA Boxen wurde 2001 U85 in humanen und Drosophila Zellen entdeckt, eine
,Hybrid' -snoRNA, die beide Boxen enthalt (JADY & Kiss, 2001). Diese U85 enthalt
nicht nur beide Modifizierungs-Boxen, sondern fuhrt auch beide Reaktionen an der
Polymerase |1-transkribierten US snRNA durch.

Die posttranskriptionale Modifizierung von nukleoplasmatischen und cyto-
plasmatischen RNAs durch nukleolére snoRNPs zeigte neue Wege des intrazelluléren
Transports von RNAs auf. Die Identifizierung von U6 snRNA-modifizierenden
Faktoren im Nukleolus lief? darauf schlief3en, dal? die U6 snRNAs vom Nukleoplasmain
den Nukleolus transportiert werden, bevor sie dort methyliert beziehungsweise
pseudouridinyliert werden (TYCOwWSKI ET AL., 1998; GANOT ET AL, 1999). An Xenopus
Oocyten-Kernen konnten LANGE & GERBI (2000) letztendlich das voribergehende Auf-
treten von U6 snRNAs im Nukleolus nachweisen. Bel verschiedenen anderen RNAs
konnte ein solches Wanderungsverhalten in den Nukleolus zu Modifikationszwecken
ebenfalls beobachtet werden. Im Gegensatz zu den U6 snRNAs werden die U1, U2, U4
und U5 snRNAs temporér ins Cytoplasma transportiert, wo ihre 5’ -Caps hypermethy-
liert werden. Zuriick im Nukleoplasma werden die snRNAs in Cajal Korperchen (engl.

cajal bodies) methyliert und pseudouridinyliert (CARVALHO ET AL., 1999). Mit in sSitu
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Hybridisierungs-Experimenten wurde belegt, dal? in HeLa-Zellen diese Cajal Korper-
chen mit snoRNAs assoziiert sind (Kiss, 2001; DARZACQET AL., 2002).

1.3 AMYLOLYTISCHE ENZYME

Eine der wichtigsten Energiequellen neben Cellulose fir alle Lebewesen, insbe-
sondere fir Mikroorganismen, ist Stérke (JANECEK, 1997). Mit ihrer komplexen Struk-
tur aus a-Amylose, einem ausschlieldlich o-1,4-glykosidisch verknlpften linearen
Glukosepolymer, und Amylopektin, einem verzweigten Polymer, das ebenfalls aus
a-1,4-glykosidisch verkniipften Glukoseresten besteht, aber alle 24-30 Glukose-
Einheiten mit einer weiteren Glukosekette a-1,6-glykosidisch verbunden ist. Um diese
komplex verzweigte Struktur in Glukose und kleine Oligosaccharide zu spalten, wird in
den Zellen ein kompletter Satz hydrolysierender Enzyme bendtigt (JANECEK, 1997). Am
besten untersucht sind das endo-spaltende Enzym a-Amylase und die exo-spaltenden
Enzyme B-Amylase und Glukoamylase. Obwohl diese drei Enzyme &hnliche Funk-
tionen besitzen, sind sie sowohl strukturell as auch evolutiondr weit voneinander ent-
fernt (JANECEK, 1994). a-Amylase spaltet die Stérke an zufdllig ausgewahlten
a-1,4-glykosidischen Verknipfungen im Inneren der Zelle und es entstehen lineare und
verzweigte Oligosaccharide mit a-konfigurierten Hydroxylgruppen. Die exo-spaltenden
Enzyme hydrolysieren das nicht-reduzierende Ende der Stérke und setzen
definierte Oligosaccharide und Glukose mit der anomeren B-Konfiguration frel
(JANECEK, 1997). Daneben werden die a-1,6-glykosidischen Bindungen in Amylopektin
von Isoamylasen gespalten. Thermophile amylolytische Enzyme, besonders
a-Amylasen gewinnen in der Biotechnologie immer mehr an Bedeutung. So werden sie
bei der Produktion von Sirup, Dextrose, der Brot- und Bierherstellung verwendet
(CowAN, 1996; BERTOLDO & ANTRANIKIAN, 2001).

Starke Hydrolasen und die mit ihnen verwandten Enzyme werden zusammen
mit anderen O-Glykosyl-Hydrolasen in mittlerweile 95 Glykosyl-Hydrolase Familien
(GHF) eingeteilt (HENRISSAT, 1991; HENRISSAT & BAIROCH, 1993 & 1996; COUTINHO
& HENRISSAT, 1999). Aufgrund ihrer Aminosiure-Sequenz-Ahnlichkeit und ihrer
Glykosyl-Hydrolase/ Transferase Aktivitét mit einigen Transferasen (z.B. Cyclodextrin
Glykosyltransferasen: CGTasen) konnen alle a-Amylasen in die drei Glykosyl-

10



1. EINLEITUNG

Hydrolase Familien 13 (typische a-Amylasen), 70 (Glykan Sucrase-Typ Glykosyl-
transferasen) und 77 (Amylomaltasen), die den Glykosyl-Hydrolase Stamm H (GH-H;
COUTINHO & HENRISSAT, 1999: http://afmb.cnrs-mrs.fr/~cazy/CAZY /index.html)
bilden, eingeteilt werden (JANECEK, 1997; HENRISSAT, 1998; ROUJEINIKOVA ET AL.,
2002). Die B-Amylasen und die Glukoamylasen werden in die Familien 14 und 15 ein-
gegliedert. Das katalytische Zentrum aler a-Amylase Familien ist das (B,o)s-Fal3
((B,o)s-Barrel), das einen konservierten Glutamat- und zwei konservierte Aspartat-Reste
enthdlt. Das as Doméne A bezeichnete (B,a)s-Fald wird bei den a-Amylasen durch die
Doméne B zwischen dem dritten p-Strang und der dritten a-Helix unterbrochen (KLEIN
& SCHuLZ, 1991; QIAN ET AL., 1993; JANECEK, 1997).

A
N C
B C
50 G
1/\ . //\ '\
a2
‘:r/ i N -~

Abbildung 1.4:  A. Topologisches Diagramm eines (B,a)s-Fasses. B. Aufsicht auf die Struktur
der Triosephosphatisomerase aus Gallus gallus. Die acht parallelen p-Falt-
blétter bilden eine zylindrische Struktur (B-Fald) (aus VOET & VOET, 1994). C.
Typisches a-Amylase (B,a)s-Fal? der TAKA-Amylase A (PDB: 2TAA)
(MATSUURA ET AL., 1984)

11
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1.3.1 Glykosyl-Hydrolase Familie 13

Das markanteste Merkmal der Mitglieder der a-Amylase Familien ist das funk-
tionell wichtige (B,a)s-Fal3, das zuerst bel der Struktur der Triosephosphatisomerase aus
Gallus gallus beschrieben wurde und deshalb auch unter dem Namen TIM-Barrel be-
kannt ist (BANNER ET AL., 1975). Als (B,a)s-Fal3 wird es aufgrund seiner alternierenden
Folge von 8 B-Stréngen und 8 a-Helices bezeichnet (vgl. Abb. 1.4 A), wobe die
B-Strange en inneres Fal3 mit hydrophoben Kern und die a-Helices ein aul3ere Hille
bilden (vgl. Abb. 1.4 B). Esist unter rontgenkristallographisch aufgeklarten Strukturen
die variantenrei chste Proteindomanenstruktur, die in Uber 10% aller Félle auftritt. 1980
wurde bel einer a-Amylase (TAKA-Amylase A: TAA) aus Aspergillus oryzae zum
erstenmal das (B,a)s-Fal’ identifiziert (MATSUURA ET AL., 1980) (vgl. Abb. 1.4 C).
Mittlerweile sind fast 30 verschiedene Enzyme mit einem (B,a)s-Fald in den a-Amylase
Familien mit Wirkungen as Hydrolasen, Transglukosidasen und Isomerasen, jedoch
nicht als Ligase geléufig (MACGREGOR ET AL., 2001; JANECEK ET AL., 2003).

Durch die geringen Gesamtsequenz-Ahnlichkeiten und den verschiedensten
Funktionen der a-Amylase Familienmitgliedern ist immer wieder die Frage nach einer
gemeinsamen Herkunft aufgeworfen worden. Eine eindeutige Antwort auf den
Ursprung des (B,a)s-Fasses konnte bisher nicht gefunden werden. Daher konnte bislang
auch noch keine der zwe folgenden Evolutionstheorien vollig ausgeschlossen

beziehungswel se bestétigt werden:

1. Konvergente Evolution
Entwicklung desselben Motivs mit einer hoch geordneten und stabilen
Faltung aus unterschiedlichen Urspriingen. Gegen diese Theorie spricht
alerdings die Arbeit von BRANDEN & Tooze (1991), welche davon aus-
geht, dal3 die (B,o)s-Fésser miteinander verwandt sind.

2. Divergente Evolution
Alle (B,a)s-Fésser sind aus einem gemeinsamen Ursprung hervor-
gegangen und haben sich im Laufe der Evolution in Sequenz und Form
den jewelligen Gegebenheiten angepaldt. Die funktionellen und struk-

turellen Ahnlichkeiten der a-Amylase Familienmitgliedern deuten darauf
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hin, dal3 diese Entwicklungstheorie als die wahrscheinlichere angenom-
men wird (JANECEK, 1997).

1.3.1.1 Sequenzeigenheiten und strukturelle Besonderheiten der GHF 13

Die in alen Bereichen von Tieren Uber héhere Pflanzen bis zu den Mikro-
organismen vorkommenden Mitglieder der a-Amylase Familie besitzen in ihrer Ge-
samtsequenz nur eine Ahnlichkeit von ~10% (NAKAJMA ET AL., 1986; JANECEK, 1997,
PuJADAS & PALAU, 2001), aber 10 hoch konservierte Aminosaure-Reste, die in allen
a-Amylasen zu finden sind. Die Familienzugehorigkeit zur GHF 13 wird dennoch durch
einige hoch konservierte Aminosdure-Sequenzmoative (I-VII) deutlich. In den zuerst
beschriebenen Regionen 11, IV, VI und V (FRIEDBERG, 1983; ROGERS, 1985; NAKAJMA,
1986) konnten die drei Aminosauren Aspartat 206 (Asp206), Glutamat 230 (Glu230)
und Aspartat 297 (Asp297; diese und alle folgenden Numerierungen beziehen sich auf
TAA) experimentell durch Rontgenkristallographie und Mutagenesestudien und
theoretisch durch Sequenzhomologien as wichtige Reste bei der Katalyse identifiziert
werden. Neben diesen drei katalytischen Aminosaure-Resten sind ein weiteres Aspartat
(Aspll7), zwe Histidine (Hisl22 & His296) und ein Arginin (Arg204) in der kata-
lytischen Region der Enzyme konserviert. Zwei weitere Aminosauren, Glycin (Gly56)
und Prolin (Pro64), schliefen eine acht bis neun Aminosauren lange Sequenz am
C-terminalen Ende des zweiten pB-Faltblattes ein. Als letzte konservierte Aminosaure ist
das Glycin (Gly323) zu nennen, dal’ eine entscheidende Rolle bei der Stabilisierung des
(B,o)s-Fasses spielt (MACGREGOR, 1988; HOLM ET AL., 1990; JESPERSEN ET AL., 1993;
JANECEK, 1994, JANECEK & TOTH, 1994, SVENSSON, 1994). Von diesen zehn invariablen
Aminosauren sind sieben im aktiven Zentrum zu finden.

Alle Enzyme der a-Amylase Familien sind Multidomanen Proteine mit charakter-
istischen Bereichen (MACGREGOR ET AL., 2001). Die wichtigste und aufféligste
Domaéne ist das (B,a)s-Fal3, das auch als Doméane A bekannt ist. Das a-Amylase Fal3
unterscheidet sich vom klassischen Beispiel des TIM-Barrels hauptsichtlich durch eine
Schleife, die zwischen B-Faltblatt 3 und a-Helix 3 herausragt; diese Schleife wird as

Domaéne B bezeichnet (KLEIN & ScHuULz, 1991; QIAN ET AL., 1993, JESPERSEN ET AL.,
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1993; JANECEK ET AL., 1997). In ihrer Form, Lange und Sequenz variiert die Doméane
stark, soist z.B. die Schleife in dem in E. coli vorkommende Glucan Branching Enzyme
nur 40 Aminosduren lang (BAECKER ET AL, 1986) wahrend se in dem Glucan
Debranching Enzyme aus dem Hasenmuske aus etwa 250 Aminosauren besteht (Liu ET
AL, 1993). Diese Diskrepanz macht ein Alignment der verschiedenen B-Domanen
Sequenzen unmoglich (JANECEK ET AL., 1997). Einzig eine kurze konservierte Region
(Region I11) ist bei allen a-Amylasen am C-terminalen Ende zu erkennen (JANECEK,
1992 & 1995).

An die Doméne A schlief3t sich die Doméane C an, deren Funktion wahrscheinlich
die Stabiliserung des katalytischen Fasses ist, indem es die hydrophoben
Reste schiitzt. Da die Domane in manchen a-Amylase Enzymen fehlt, ist sie aber weder
far die Aktivitét noch fur die Stabilitét des Enzyms zwingend notwendig (PRzZYLAS ET
AL., 2000; MACGREGOR ET AL., 2001). Die Unklarheit Uber die Funktion wird durch das
Fehlen der Doméane C in der Familie 77 und einer von dem typischen B-Sandwich ab-
weichenden Struktur in Familie 70 weiter untermauert (JANECEK, 1997). Einige Mit-
glieder der Familie 13 besitzen am N-terminalen Ende noch eine oder mehrere
Domanen, die normalerweise als Doméane N bezeichnet werden, strukturell aber nicht
miteinander verwandt sind. Andere Mitglieder der GHF 13 besitzen nur am
C-terminalen Ende weitere Doménen. Die Doménen D und E bestehen ausschliefdlich
aus pB-Fatblattern (JANECEK ET AL, 2003). Die Aufgabe von Doméne D ist noch unge-
klart (JESPERSEN ET AL., 1991; JANECEK, 2002), es wird jedoch spekuliert, dald die
Domaéne D in die Carbohydrat-Bindung involviert sein konnte (BORK ET AL., 1994).
Waéhrend die Doméne D nur im Zusammenhang mit der Domane E auftritt, findet man
die ansonsten als Starke-bindende Domane (SBD: Starch Binding Domain) bekannte

Domane E auch alleine vor.

B
T@ c D E/SBD

Abbildung 1.5: Doménenstruktur der a-Amylasen, wobel die Doménen C-E nicht in allen

a-Amylasen auftreten. D.h. wadhrend der Evolution unterlag die katalytische

N-terminale Seite deutlich weniger Verénderungen als die C-terminale Seite
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Das zentrale Element der a-Amylasen ist das katalytische (B,a)s-Fal3. Wahrend die
B-Faltblétter des Fasses in ihrer Lange und Sequenz konserviert sind, findet man bei den
a-Helices eine grol3e Variabilitét (JESPERSEN ET AL., 1993). Sowohl die Variabilitat der
Aminosduren in den a-Helices und den Schleifen und die nicht so stark konservierten
Reste der B-Faltblétter, as auch die Geometrie und die Ausrichtung der Seitenketten
bieten zum einen gentigend Platz fur die Bindung des Substrats und die Katalyse und
zum anderen fur die unterschiedlichsten Enzymaktivitaten (LESK ET AL., 1989; PICKETT
ET AL., 1992; JESPERSEN ET AL., 1993).

Trotz der bereits erwahnten Unterschiede, z.B. der Domane B, zwischen den
a-Amylase (B,a)s-Fassern und alen anderen bekannten (B,o)s-Fal3-Strukturen konnte
gezeigt werden, dal3 das aktive Zentrum in allen Fallen am C-terminalen Ende des
Fasses lokalisiert ist (FARBER & PETSKO, 1990; BRANDEN & TOOZzE, 1991). Im aktiven
Zentrum konnten die Aminosaurereste Asp206 und Glu230 als die Reste identifiziert
werden, die eine tragende Rolle as agierende Base und Saure tragen (QIAN ET AL.,
1994; STROKOPYTOV ET AL., 1995). Wahrend der Katalyse wird an der zu spaltenden
glykosidischen Bindung der Sauerstoff von der allgemeinen Saure Glu230 protoniert
und der Kohlenstoff C1 durch die Base Asp206 angegriffen (SVENSSON & SZRGAARD,
1993; SVENSSON, 1994). Aufgrund von Wasserstoffbriickenbindungslangen in Amylase-
Aquivalenten zu TAA konnte das Asp297 als Saurerest ausgeschlossen werden (QIAN
ET AL., 1994). Das Asp297 spielt indessen bel einigen Amylasen (z.B. Bacillus
circulans Stamm 251) eine wichtige Rolle bel der Substratbindung und es schiitzt die
protonierte Carboxylategruppe des Glu230 bei htheren pH-Werten (STROKOPYTOV ET
AL., 1995).

Abbildung 1.6:  Katalytischer Reaktionsmechanismus einer glykosidischen Spaltung (aus
MACGREGORET AL., 2003)
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Im aktiven Zentrum befinden sich weitere Aminosdure-Reste, die in ihrer Familie
oder nur fUr eine bestimmte Enzymspezifitdt stark konserviert sind. So ist z.B. fur die
bereits erwahnten invariablen Histidine, His122 und His296, bekannt, dal3 sie z.B. der
Substraterkennung  (ISHIKAWA ET  AL., 1992 & 1993) beziehungsweise zur
Stabilisierung des Ubergangszustandes (SBRGAARD ET AL., 1993) dienen. Auch ale
anderen in Mutagenesestudien identifizierten, funktionell wichtigen Aminosduren
liegen in den bekannten konservierten Regionen (JANECEK, 1997).

Das aktive Zentrum der a-Amylase Familienmitglieder besteht aus einer Reihe
von Bindungstaschen, von denen jede in der Lage, ist eéinen Glukoserest des Substrates
zu binden (MACGREGOR ET AL., 2001). Die Bindungstaschen bestehen aus Aminosaure
Seitenketten, lokalisiert in den Schleifen, die das C-terminale Ende der B-Faltblétter mit
den N-terminalen Enden der a-Helices verbinden. Es wird postuliert, dal die Bindungs-
tasche -1 funf der zehn hoch konservierten Aminosauren enthdlt (SvENSSON, 1994,
MACGREGOR ET AL., 1996; JANECEK, 1997). Mit den Aminosauren Asp206 und Glu230
enthdlt die Bindungstasche -1 die beiden katalytischen Reste, die fur die Spaltung ver-
antwortlich sind. Fur alle Enzyme der a-Amylase Familie gilt, dal3 an Bindungstasche
-1 immer eine Glukoseeinheit gebunden wird, wahrend die Zuckerreste, die an die
Bindungstaschen +1 und +2 binden, mit der Enzymspezifitét variieren. Das
inhibitorische Substrat Acarbose bindet im (f3,a))s-Fal’ an die Bindungstaschen -1 bis +3
(Bindungstaschen-Nomenklatur nach DAVIES ET AL., 1997), wobei die inhibitorische
Disaccharid-Gruppe Acarviosin die Bindungstaschen -1 und +1 besetzt und somit eine
Spaltung an den katalytischen Resten Asp206 und Glu230 blockiert.

-6 -5 -4 -3 -2 -1 +1 +2 +3 +4

Abbildung 1.7: Schematische Darstellung der Bindungstaschen, wobei die Bindungstaschen -5
bis +3 von einem Oligosaccharid besetzt sind. Die Spaltstelle ist durch einen
Pfeil zwischen -1 und +1 gekennzeichnet. Das reduzierende Ende des Zuckers

ist an Bindungstasche +3 gebunden (nach MACGREGOR ET AL., 2001)
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1.3.1.2 Die Bindung von Ca?* an GHF 13 a-Amylasen

Bei viden a-Amylasen kdnnen, unabhangig von ihrer Enzymspezifitét, eine oder
mehrere Kalziumionen gebunden werden. So postulierten BUISSON ET AL. (1987), dal3
das Ca®* die Struktur des aktiven Zentrums durch die Verbindung der Domanen A und
B stabilisert. Im Jahr 1990 konnten BOEL ET AL. bel der a-Amylase aus Aspergillus
niger zeigen, dal3 zwei Ca’*-Bindungsstellen pro Proteinmolekiil vorhanden sind. An
der priméren Bindungsstelle wird das Kalziumion fest gebunden und sorgt fur die Er-
haltung der korrekten Faltung des aktiven Zentrums, wahrend bei der Bindung des
zweiten Kaziumions an die sekundére Bindungsstelle die katalytischen Reste Asp206
und Glu230 mit einbezogen werden, was eine inhibitorische Wirkung von hohen
Kalziumkonzentrationen erklart (BOEL ET EL., 1990).

1.3.1.3 Thermostabile a-Amylasen: Strukturelle Voraussetzungen zum Uberleben an
extremen Standorten

Die Thermostabilitét von vielen a-Amylasen wird auf zwe strukturelle Bege-
benheiten zuriickgeftihrt. WATANABE ET AL. (1991, 1994 & 1996) konnten anhand der
Oligo-1,6-Glukosidasen verschiedener Bacillus Stémme die 1987 von Suzuk! ET AL.
postulierte Protein-Regdl zur Thermostabilisierung von Proteinen untermauern. Mit
einer ansteigenden Anzahl von Prolin-Resten erhohte sich die Thermostabilitét, wobel
Proline an der zweiten Stelle der B-Schleife und in der ersten Windung von a-Helices
die grofite Bedeutung fur die Hitzestabilitét besitzen (WATANABE ET AL., 1996).

Die Ausrichtung der Aminosdure-Reste ist ebenfalls fur eine erhthte Hitze-
stabilitét verantwortlich. Dabel steigt die Thermostabilitét, je hoher der Anteil an hydro-
phoben Resten im Innern des Proteins oder respektive des (jB,a))s-Fasses und je hoher der
Anteil an hydrophilen Aminosdure-Resten auf der Aul3enseite ist (JANECEK, 1993).

17



1. EINLEITUNG

1.3.2 Glykosyl-Hydrolase Familie 57

Bei dem hyperthermophilen Bakterium Dictyoglomus thermophilum und bei
dem thermophilen Archaebakterium Pyrococcus furiosus konnten als erstes zwel
Enzyme identifiziert werden, die zwar eine a-Amylase-Aktivité aufwiesen, jedoch
nicht in die Glykosyl-Hydrolase Familie 13 einzuordnen waren (FUKUSUMI ET AL.,
1988; LADERMAN ET AL., 1993). Be Sequenzvergleichen der neuen a-Amylasen mit
den GHF 13 a-Amylasen wurden weder die charakteristischen Sequenzmotive noch die
drei katalytischen Aminosduren der GHF 13 gefunden. Aufgrund ihrer 40%-igen
Sequenzadhnlichkeiten untereinander, wurden die a-Amylasen aus Dictyoglomus
thermophilum und Pyrococcus furiosus in einer neuen Glykosyl-Hydrolase Familie mit
a-Amylase-Aktivitét, der Familie 57, zusammengefal (HENRISSAT & BAIROCH, 1996).
Trotz der a-amylolytischen Aktivitét, diein beiden Glykosyl-Hydrolase Familien aufzu-
finden ist, konnte zun&chst kein gemeinsamer Ursprung identifiziert werden. Erst durch
die Entdeckung einer a-Amylase-Sequenz im Methanococcus jannaschii Genom (BULT
ET AL., 1996) konnte von JANECEK (1998) durch den Vergleich eniger charak-
teristischer a-Amylasen aus den Familien 13 und 57 mit Hilfe der Hydrophoben Cluster
Analyse (HCA: Hydrophobic Cluster Anaysis; GABORIAUD ET AL., 1987) gezeigt
werden, dal? eine Verwandtschaft zwischen beiden Familien besteht.

Mitglieder der Glykosyl-Hydrolase Familie 57 katalysieren dhnliche Reaktionen
wie die a-Amylase Familien, sind in ihrer Sequenz-Ahnlichkeit jedoch weit von diesen
entfernt (IMAMURA ET AL., 2003). Im Gegensatz zu den a-Amylase-Familien 13, 70 und
77 it die GHF 57 bisher nur unzureichend untersucht (SVENSSON, 1994; JANECEK,
1998; IMAMURA ET AL., 2003), die katalytische Doméane A der a-Amylasen, das
(B,a)s-Fal3, kann verandert aber auch in den Strukturen der GHF 57 wiedergefunden

werden.
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1.3.2.1 Glykosyl-Hydrolase Familien 13 und 57: Bestz eines gemeinsamen Ur-
sprungs?

Klassische Sequenz-Alignments (ClustalW; THOMPSON ET AL., 1994) der
a-Amylasen aus Methanococcus jannaschii und Pyrococcus furiosus wiesen eine
Sequenz-ldentitdt unter Berlicksichtigung mehrerer Liicken in beiden Sequenzen von
27,1% auf (nur 21,8% ohne Licken mit der HCA-Methode) und liefien somit die
a-Amylase von Methanococcus jannaschii eindeutig in die Glykosyl-Hydrolase
Familie 57 einordnen (BULT ET AL., 1996).

Durch die Anwendung der HCA-Methode konnte von JANECEK (1998) gezeigt
werden, dal3 die a-Amylase aus Methanococcus jannaschii neben den Sequenz-
Ahnlichkeiten zur GHF 57 auch einige der charakteristischen Merkmale der GHF 13
besitzt. So konnten zwei von den drel katalytischen Aminoséuren, die B-Strange 2, 3, 4,
5 & 7 (leicht verandert) und die C-terminal konservierte Sequenz der Doméne B
identifiziert werden.

Die eindeutige Zuordnung in die GHF 57 und das Vorkommen der Sequenz-
Charakteristika der GHF 13 in der Methanococcus jannaschii a-Amylase, fuhrte bel
JANECEK (1998) zu dem Schlul3, dal3 beide Glykosyl-Hydrolase Familien einen gemein-
samen, wenn auch sehr entfernten Ursprung haben konnten. Neben dieser Theorie eines
gemeinsamen Ursprungs, gibt JANECEK aber noch eine weitere Erklarung fir die Ge-
meinsamkeiten der Methanococcus jannaschii a-Amylase mit beiden Glykosyl-
Hydrolase Familien. In dieser nimmt er an, dal3 die a-Amylase nur als ein Intermediat
bei der Entwicklung von Familie 13 zu 57 beziehungsweise 57 zu 13 entstanden sein

konnte.

1.3.2.2 Amylase B aus Thermotoga maritima MSB8: ein Mitglied der GHF 57

Das Enzym Amylase B (AmyB) konnte bei einer Genbank Analyse as drittes
amylolytisches Enzym im Thermotoga maritima MSB8 Genom identifiziert werden
(LiEBL, 1998). Es konnte gezeigt werden, dal3d AmyB, ebenso wie die a-Amylase A aus
Thermotoga maritima MSB8, neben Starke auch deren polymere Komponenten

Amylose und Amylopektin als Substrate bevorzugt und diese zu Maltooligosacchariden
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abbaut. Da in dinnschichtchromatographischen Untersuchungen aufer den
a-1,4-glykosidischen Bindungen keine anderen glykosidischen Bindungen gespalten
wurden, wurde das Enzym AmyB als a-Amylase klassifiziert.

Die in der Glykosyl-Hydrolase Familie 13 charakteristisch vorkommenden vier
Konsensus-Sequenzen konnten in einer Datenbank-Analyse nicht in AmyB nach-
gewiesen werden, wahrend geringe Sequenzahnlichkeiten zur GHF 57 zu beobachten
sind, wie z.B. zur a-Amylase A aus Dictyoglomus thermophilum (FUTTERER, 2001), bei
der auch ein gleiches Hydrolysemuster bekannt ist (FUKUSUMI ET AL., 1988; FUTTERER,
2001). Daneben spricht die Inhibition von AmyB durch geringe Konzentrationen
(2 mM) zweiwertiger Metallionen (Ausnahme: Ca®") ebenfalls gegen eine Einordnung
in die GHF 13, bei der im Gegensatz zu Mitgliedern der GHF 57 kein Aktivitétsverlust
beobachtet werden konnte (LADERMAN ET AL., 1993; DONG ET AL., 1997; FUTTERER,
2001). Trotz einer geringen Sequenzéhnlichkeit von AmyB zu den Enzymen der
GHF 57, wird sie aufgrund ihrer enzymatischen und physikochemischen Ahnlichkeiten

in diese Familie eingeordnet (FUTTERER, 2001).

1.4 ZIELSETZUNG

Von den Komponenten des sSRNP-Komplexes in Sulfolobus solfataricus ist be-
kannt, dal3 aL7 bendtigt wird, um die anderen Proteine an die SRNA zu binden. Daher
sollte mit einer mdglichst kurzen sRNA, die aber die zur Assemblierung wichtigen
Boxen C und D enthdlt, und den notwendigen Proteinen aL7, aNop56 und aFib der
sSRNP-Komplex in vitro rekonstituiert werden. Zur ndheren Verifizierung der RNA-
Protein- und Protein-Protein-Bindungen sollte der Komplex dazu kristalisiert und

strukturell aufgekléart werden.

Die seit einigen Jahren bekannte intrazelluldre a-Amylase AmyB wurde unter
enzymatischen und biochemischen Aspekten untersucht, eine eindeutige Aussage Uber
die funktionelle Bedeutung des Enzyms im Kohlenhydratstoffwechsel konnte jedoch
nicht getroffen werden (FUTTERER, 2001). Darum sollte mit Hilfe der Kristallisation von
AmyB mit bekannten Inhibitoren (z.B. Acarbose, ATP), Produkten (Glukose &

Maltose) und Aktivatoren (z.B. Ca") versucht werden, weitere Einblicke in die
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Funktion von AmyB im Stoffwechsel zu ermdglichen. Ein besonderes Augenmerk
wurde dabei auf die Kristallisation mit dem Pseudotetrasaccharid Acarbose gelegt. Bei
Acarbose handelt es sich um eine Maltotetraose mit Maltose als reduzierendem Ende
und Acarviosin, eéinem inhibitorischen Disaccharid, as nicht-reduzierendem Ende. Es
ist bekannt, dal3 Acarbose die Aktivitdt von Enzymen der a-Amylase Familien,
B-Amylasen und Glukoamylasen inhibiert (PARK ET AL., 2000; MACGREGOR ET AL.,
2001; IMAMURA ET AL., 2003).

@)
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@) @) @) 9)
0 @) © N @)
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0 @)
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@)

@)

Maltose Acarviosin

Abbildung 1.8: Acarbose = CosH43NOg
O-4,6-dideoxy-4[[(1S,4R,5S,65)-4,5,6-trihydroxy-3-(hydroxymethyl)-2-
cyclohexenl-yl]-a-D-glukanopyranosyl-(1,4)-O-a-D-glukanopyranosyl-(1,4)-
D-Glukose
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2. MATERIAL UND METHODEN

2.1 MATERIALIEN

2.1.1 Chemikalien

Die verwendeten Chemikalien wurden, soweit nicht anders erwédhnt, von den
Firmen AppliChem (Darmstadt), Fluka (Buchs, Schweiz), Merck (Darmstadt), Oxoid
(Basingstoke, Hampshire, England), Roth (Karlsruhe), Serva (Heidelberg) und Sigma-
Aldrich (Steinheim) bezogen. Alle Chemikalien besal3en den Reinheitsgrad ,,p. a* (zur
Anayse). Die verwendeten Puffer wurden mit sterilem HyOpigess (SG Wasserauf-
bereitung und Regenerierstation GmbH, Barsbittel) angesetzt.

2.1.2 Kulturmedien, Antibiotika und Medienzusétze

Luria Bertani (LB)-Medium: 1% (w/v) Trypton, 0,5% (w/v) Hefeextrakt, 1%
(w/v) NaCl, ad 1 | H»O, autoklaviert

LB-Agar: 1% (w/v) Agar, ad 1 | LB-Medium, autoklaviert

ECPM1 Medium: 0,4% (W/v) KoHPO4, 0,1% (w/v) KH2POx4, 0,1% (W/v) NH.CI,
0,24% (w/v) KySO, 0,0132% (w/v) CaCl,x2H,0O, 10 ml Trace Elements
Solution 1, 2% (w/v) Casein, 0,3% (w/v) Hefeextrakt, 4% (v/v) Glycerin, ad 1 |
H.O, autoklaviert, nach dem Abkuhlen wurden 2 ml 1 M MgClx6H,0 (steril-
filtriert) zugegeben (SAMBROOK ET AL ., 1989)

Trace Elements Solution: 0,5% (w/v) EDTA, 0,05% (w/v) FeCl3x6H,0, 0,005%
(w/v) ZnO, 0,001% (w/v) CuClx2H,0, 0,001% (w/v) Co(NOs),x6H,0, 0,001%
(W/V) (NH4)eM0;024%4H,0; das EDTA wurde in 700 ml H,O gelost. Die
anderen Komponenten wurden einzeln in mdglichst wenig 10 N HCI gel6st und
zur EDTA-L6sung gegeben. Der pH-Wert wurde mit konzentrierter NaOH auf
7,0 eingestellt. Die Losung wurde mit H,O auf 1 | aufgefillt und sterilisiert
(SAMBROOK ET AL., 1989)
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Ampicillin: 100 mg/ml in H,O gelost und sterilfiltriert, verwendete Arbeits-
konzentration 100 pg/ml

Kanamycin: 50 mg/ml in H,O gelost und sterilfiltriert, verwendete Arbeits-
konzentration 50 pug/mi

Chloramphenicol: 35 mg/ml in Ethanol gelost und sterilfiltriert, verwendete
Arbeitskonzentration 35 mg/ml

2.1.3 Bakterienstamme

Alle zur Transformation verwendeten kompetenten Bakterienstamme wurden bel
Novagen (Schwalbach) erworben.

Escherichia coli BL21(DE3)
Escherichia coli BL21(DE3)pLysE
Escherichia coli BL21(DE3)pLysS
Escherichia coli XL-1 blue

2.1.4 Plasmide

Die Plasmide fur die Proteinexpressionen von alL7, aNop56 und aFibrillarin
wurden freundlicherweise von Arina D. Omer, Universitdt Britisch Columbia, Institut
far Biochemie und Molekularbiologie, Vancouver, Kanada zur Verfligung gestellt. Die
verwendeten pET-Vektoren sind von der Firma Novagen. Die Gene, die fur aL7 und
aFib kodieren, waren als Ncol/BamHI-Fragmente in den Vektor pET3d, und das Gen
flr aNop56 war als Ncol/EcoRI-Fragment in den Vektor pET28a einkloniert worden
(OMERET AL., 2002).

PET-3d-al.7

pET-3d-aFib
PET-28a-aNop56
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2.1.5 Oligonukleotide

Die DNA-Oligonukleotide wurden von MWG Biotech (Ebersberg) synthetisiert.
Da ale Oligonukleotide zur Synthese einzelstrangiger RNA mittels T7 in vitro-
Transkription (s. 2.2.7) eingesetzt wurden, mufdte am 3’-Ende die T7-Promotorsequenz
erganzt werden. Zur Kristallisation des rekonstituierten RNA-Protein-K omplexes wurde
eine moglichst kurze synthetische RNA bendtigt. Um diese zu finden, wurden als Aus-
gangssequenzen fur die verkirzten RNAs die sRNA-Sequenzen sR1 und sR13 aus
Sulfolobus acidocaldarius verwendet. Diese hatten in vorangegangenen Band-Shift-
Experimenten am Besten mit den drel Proteinen (al.7, aNop56, aFib) interagiert (OMER
ET AL., 2002).

sR1del1:
5 - GTTATCAGACCATGGEGAGTAACTTCTCATCAACTGCCCTATAGTGAGICGTATTA- 3’
sR1dd2:
5 - GTTATCAGACCATGGEGAGICTCATCAACTGCCCTATAGTIGAGTCGTATTA- 3’
sR1ddl3:
5 - GTTATCAGACCATGGTCATCAACTGCCCTATAGTI GAGTCGTATTA- 3’
sR13del1:

5 - TTGATCAGACTTTTTGGCGECCGT CACCAGACATCATTTCAACCCTATAGTGAGTCGTATTA- 3’

SR13del2:
5 - TTGATCAGACTTTTTGGTGACATCATTTCAACCCTATAGTGAGTCGTATTA- 3’

SR13del3:
5’ - TTGATCAGACTTTTTCATCATTTCAACCCTATAGTGAGTCGTATTA- 3’
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Die RNA fir die Kristalisationsansitze wurde von den Firmen Dharmacon
Research (Lafayette, USA) und Purimex (Staufenberg) synthetisiert.

SR13-28a: 5’ - GGCAGUUGAUGUCAAAAAGUCUGAUCAA- 3’

SR13-28b: 5’ - GCGCAGUUGAUGUCAAAAAGUCUGAUGCC- 3’

SR1/U4-22: 5’ - GCAGUUGAUGUUUUUCUGAUGC- 3

2.1.6 Restriktionsenzyme

Die Restriktionsenzyme wurden von New England Biolabs (Frankfurt a. M.) be-

zogen.
Tabelle 2.1: Restriktionsenzyme und ihre Herkunft
Restriktionsenzym Ur sprungsor ganismus Erkennungssequenz
. : : 5 G/GATC C3
BamH| Bacillus amyloliquefaciens H 3 C CATGIG5
— : 5 G/AATT C3
EcoRl Escherichia coli RY 13 3 C TTAAIGS
. : 5 C/|CATG G3
Ncol Nocardia corallina 3 G GTAC|CS

2.2 MOLEKULARBIOLOGISCHE METHODEN

2.2.1 I solierung von DNA aus Bakterien (Plasmidpraparation)

Zur Plasmidpréparation wurden QIAGEN Plasmid Purification Kits (Qiagen,
Hilden) verwendet. Das Prinzip, auf dem die Kits beruhen, ist die alkalische Lyse der
Bakterienzellen (BIRNBOIM & DoLY, 1979). Anschlief3end wird die Plasmid-DNA unter
Niedrig-Salz Konditionen an einen Anionaustauscher gebunden. Verunreinigungen, wie

z.B. RNA oder Proteine, werden durch mehrere Waschschritte entfernt, und unter Hoch-
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Salz wird die DNA €eluiert. Um die DNA-L6sung zu entsalzen und anzukonzentrieren,
wird sie zuletzt mit Isopropanol gefallt und in sterilem H,O resuspendiert.
Die gewonnene Plasmid-DNA wurde zur Insert-Kontrolle und zur Trans

formation in E. coli-Zellen verwendet.

2.2.2 Konzentrationsbestimmung von Nukleinsduren

Die Konzentration von Nukleinsduren kann photometrisch bei einer Wellenlange
von 260 nm bestimmt werden (SAMBROOK ET AL., 1989), da dort das Absorptions-
maximum aromatischer Basen liegt. Aus der gemessenen Absorption (optische Dichte:
OD260 nm), der Verdinnung (V) und einem spezifischen Multiplikationsfaktor (F) wurde

die Konzentration berechnet.

 Hg/ ml] = OD2sormXV X F

Die Multiplikationsfaktoren hadngen davon ab, ob es sich um enzelstrangige oder
doppelstrangige DNA, RNA oder Oligonukleotide handdlt.

2.2.3 Restriktionsanalyse

Restriktionsendonukleasen konnen anhand von spezifischen Methylierungs-
mustern die bakterieneigene DNA von fremder DNA unterscheiden. Die Enzyme
schneiden spezifisch vier bis acht Basenpaare des DNA-Strangs. In den meisten Féllen
werden Fragmente mit 5’ -Phosphat- und 3'-OH-Enden erzeugt, was wichtig fur die
Ligation ist. Die Enden kénnen entweder glatt (blunt ends) oder Gberhangend (sticky
ends) geschnitten sein.

Zur Analyse wurde die bei der Plasmidprdparation erhaltene DNA durch
Restriktionsenzyme verdaut. Die verwendeten Restriktionsenzyme schnitten vor und
hinter dem Insert in der multiplen Klonierungskassette (Multiple Cloning Site) und

dienten so zur Groélenbestimmung der vorhandenen Fremdgene.
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Die Ansdtze (Tabelle 2.2) wurden bel 37°C fur 1 Stunde inkubiert. Um die
Restriktionsenzyme zu inaktivieren, wurden die Ansdtze anschlief3end fur 10 Minuten
bei 65°C erhitzt. Die so geschnittenen Proben wurden auf ein 1%-iges Agarosegel
geladen.

Tabelle 2.2: Restriktionsansatz

Komponenten Eingesetzte Volumina [ul]
10X Puffer 2
steriles HoOpigest 15
Enzym 1 (5 Units) 1
Enzym 2 (5 Units) 1
DNA 1
2.2.4 Agarosegel elektrophorese

Die negative Ladung des Zucker-Phosphat-Ruckgrats 183t Nukleinsauren im
elektrischen Feld zum positiven Pol wandern. In einem bestimmten GrofRenbereich ist
die Wanderungsgeschwindigkeit umgekehrt proportional zum dekadischen Logarithmus
ihres Molekulargewichts.

Zur Analyse der Restriktionsfragmente wurde eine 1%-ige Agarosel 6sung mit
1X TAE-Puffer (Tris‘Acetat-EDTA) hergestellt (AUSUBEL ET AL., 1992). Die mit
Probenpuffer vermischten Proben wurden auf das Gel geladen und mit einer Strom-
stérke von 12 mA/cm Gellange aufgetrennt. Im Anschlufd wurden die Gele in Ethidium-
bromidl6sung, die mit der DNA interkaliert, fir ca. 30 min inkubiert, mit Wasser abge-
spult und unter UV-Licht (256 nm) ausgewertet und dokumentiert. Als GroRenstandart

wurde ein 1 kb Marker verwendet.
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Bendtigte Losungen:

50X TAE-Puffer: 2 M Tris/HCI, 0,1 M EDTA, mit Eisessig auf pH 8.5 ein-

stellen

10X Probenpuffer: 0,02% (w/v) Bromphenolblau, 50% (v/v) Glycerin, 0,1%
1M EDTA

Ethidiumbromidlésung: 5% (v/v) Ethidiumbromid (10 mg/ml) in 1X TAE-
Puffer

Marker: GeneRuler™ 1 kb DNA Ladder, MBI Fermentas (St. Leon-Rot)

2.2.5 Herstellung kompetenter Zellen

Kompetente Zellen zeichnen sich dadurch aus, dal3 ihre Zellwand in der
logarithmischen Wachstumsphase z.B. durch Chemikalien fur DNA aufnahmeféhig
gemacht wird. Die fremde zirkulare DNA kann dann von den kompetenten Zellen z.B.
durch Hitzeschock aufgenommen werden.

Zur Herstellung von kompetenten Zellen wurde die Calciumchlorid-Methode

verwendet:
400-500 ml LB-Medium, ohne Antibiotikum, wurden mit 1 ml frischer Ubernachtkultur
angeimpft, bei 37°C inkubiert und bei einer ODgyp nm von 0,4-0,5 abzentrifugiert
(4000 g, 10 min). Das Pellet wurde in 100 ml eiskaltem 0,1 M MgCl, aufgenommen,
20 min auf Eis inkubiert und zentrifugiert (2500 g, 10 min). Der Schritt wurde mit
200 ml eiskaltem 0,1 M CaCl, wiederholt. Das Pellet wurde dann in 5 ml CaCl,-L6sung
(85% 0,1 M CaCl,, 15% (v/v) Glycerin) aufgenommen und aliquotiert. Die Zellen
wurden anschlief3end direkt verwendet oder schockgefroren und bei -80°C gelagert.

2.2.6 Transformation von Plasmid-DNA in E. coli-Zellen

Bel der Transformation wird Fremd-DNA in Zellen eingeschleust. Zu diesem
Zweck wurden 100 pl kompetente Zellen mit 1 ng Plasmid-DNA vermischt und fir
10 min auf Eis inkubiert. Nach einem Hitzeschock (42°C, 45 s) wurden die Zellen
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weitere 10 min auf Eisinkubiert. AnschlieRend wurde der Ansatz mit 1 ml LB-Medium
versetzt und fur 30-60 min bai 37°C kultiviert. Um ausschligdich transformierte
Bakterien, die eine plasmid-codierte Antibiotikaresistenz tragen, zu selektieren, wurden

100 pl des Ansatzes auf entsprechenden LB-Agarplatten ausgestrichen.

2.2.7 In vitro Transkription (in vitro-Synthese von RNA)

Bei der in vitro Transkription wird eine DNA-Matrize an einer bestimmten Er-
kennungs- und Bindungsstelle (Promotorsequenz) von RNA-Polymerasen (T3, T7 oder
SP6) erkannt und in ihre komplementare RNA-Sequenz umgeschrieben. Die Matrize
wird durch PCR oder Klonierung mit anschlief3ender Linearisierung erzeugt, wobei das
3'-Ende nicht Uberhdngen sollte, da diese ebenfals as Startpunkte fir die RNA-
Polymerase dienen kénnen (SCHENBORN & MIERENDORF, 1985). Es handelt sich in vitro
um eine run-off Transkription, da die RNA-Polymerase am 3'-Ende abdissoziert.

Die Ansdtze (Tabelle 2.3) wurden bei 37°C fur 1-2 Stunden inkubiert. Als
Templates fur die Transkriptionsansétze dienten die synthetiserten Oligonukleotide.
Um nach der Transkription ungebundene a*-P-ATP’'s (Amersham Biosciences GmbH,
Freilburg) zu entfernen, wurde die RNA mit Phenol-Chloroform gereinigt und zur
Ankonzentrierung mit 5 M Ammoniumacetat (Endkonzentration 0,25 M) gefallt.

Tabelle 2.3: Transkriptionsansatz mit o**-P-ATP

Komponenten Eingesetzte Volumina [ul]
DNA-Template (Endkonz.: 5 pmol)
5X RNA Polymerase-Puffer
10X NTP-Mix (5 mM CTP, GTP, UTP, 130 uM ATP)
a*-P-ATP
100 mM DTT
T7 RNA-Polymerase
steriles HoOpigest (RNase frei) ad 20

R IRPININ|M|X
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2.3 BIOCHEMISCHE METHODEN

2.3.1 Heterologe Genexpression in E. cali

Die Analyse von Genen kann auf verschiedenen Ebenen erfolgen. Fur Unter-
suchungen auf Ebene der finalen Genprodukte (= Proteine) ist es notwendig, grél3ere
Mengen mit Hilfe von sogenannten Expressionssystemen zu synthetisieren.

Die bei der Transformation in die E. coli Zdlen eingebrachten Expressions-
vektoren enthaten die Fremd-DNA und ein Antibiotikaresistenzgen. Die durch die
Antibiotikaresistenz gegebene Selektivitét verhindert Kontaminationen mit Bakterien,
die nicht das gewiinschte Plasmid tragen. Bel Verwendung des pET-Systems (plasmid
for Expression by T7 RNA Polymerase; STUDIER ET AL., 1983) wird die Expression der
rekombinanten Proteine durch den Isopropyl-B-D-thiogalaktopyranosd (IPTG)-
induzierbaren T7-Promotor kontrolliert.

Zur Herstellung einer Vorkultur wurde LB-Medium mit selektiven Antibiotika
und einer einzelnen Bakterienkultur angeimpft und bei 37°C Uber Nacht inkubiert. Mit
den Vorkulturen wurden die Expressionskulturen 1:20 angeimpft. Das Anwachsen und
Vermehren der Zellen geschah bei 20°C (aNop48) beziehungsweise 37°C (alL7 & aFib)
bis zu einer ODgoo nm VOn ~0,6. Die Expression der Proteine wurde anschlief3end mit
IPTG (Endkonzentration: 0,5-1 mM) induziert. Nach weiterem Wachstum bis zu einer
ODsoo nm Von ~1,2 wurden die Zellen bel 5000 g fur 15 Minuten abzentrifugiert. Die
Pellets wurden in einer proteinabhéngigen Menge AufschluRpuffer resuspendiert und
direkt aufgeschlossen oder bel -20°C gelagert.

Neben der herkdmmlichen LB-Schittelkultur wurden die Zellen auch in einem
10 | Fermenter (Applikon, Knudlwald) mit LB-Medium oder ECPM1-Medium
kultiviert. Da die Zellen in ECPM 1-Medium bis zu einer ODgoo nm Von ~10 vor und ~20
nach der Induktion heranwachsen und somit einen erhdhten Sauerstoffbedarf besitzen,
war es notwendig die Zellen in diesem Medium im Fermenter zu kultivieren.

Die Expression der Proteine wurde mittels SDS-PAGE (s. 2.3.4) kontrolliert.
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Kultivierungsbedingungen:

pPET3d-aL7 wurde in E. coli BL21(DE3)pLysE transformiert und bei 37°C in
LB-Medium sowohl in Schiittelkolben als auch im Fermenter kultiviert. Als se-
lektive Antibiotika wurden dem Medium Ampicillin und Chloramphenicol zu-
gesetzt. Um zu vermeiden, dal3 das Protein as Einschluf3kdrperchen (inclusion
bodies) exprimiert wird, wurden 2% Glukose zugegeben.

Das in E. coli BL21(DE3) transformierte pET28a-aNop56-Plasmid wurde bei
20°C in kanamycinhaltiger LB-Schittelkultur kultiviert.

aFib wurde in E. coli BL21(DE3)pLysS-Zélen bei 37°C im Fermenter in
EPCM1 Uberexprimiert. Ampicillin  und Chloramphenicol wurden als

Antibiotika zugegeben.

2.3.2 Reinigung der exprimierten Proteine aus E. coli-Zellen

Die Uberexprimierten, rekombinanten Proteine aL7, aNop56 und aFib wurden
auf dhnliche Weise aus den Bakterienzellen isoliert. Im Anschlul® an jeden Reinigungs-
schritt wurden die Proben mit einer SDS-PAGE (s. 2.3.4) Uberpriift.

2.3.2.1 Zellaufschlufd und Hitzedenaturierung

Um Proteine aus Zellen isolieren zu konnen, missen die Zellen zuerst aufge-
brochen werden. Dazu kdnnen verschiedene Methoden angewandt werden, wie z.B. die
chemische Lyse oder mechanisches Aufbrechen. Bel der Verwendung von Lysozym
werden die Polysaccharide, die der Bakterienzellwand Stabilitét verlethen und ein
Platzen der Zelle durch einen zu hohen osmotischen Druck verhindern, gespalten. Zur
Vermeidung eines Proteinabbaus durch Proteasen wurden beim Zelaufschlul3 noch
Protease-Inhibitoren, z.B. Complete EDTA-free Tabletten (Roche, Mannheim) zuge-
Setzt, die Serin- und Cystein-Proteasen vollstandig hemmen.

Die Zellen wurden mit einer Kombination aus Lysozym und Ultraschall aufge-
schlossen. Eine Zugabe von Lysozym zu den E. coli BL21(DE3)pLysE + S-Zellen war
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jedoch nicht notwendig, da bel diesen Zellen ein Plasmid vorhanden ist, das fur
Lysozym codiert. Je nach Protein wurde ein 4 | Zellpellet (bet ECPM1-Medium nur 1 1)
in 40-200 ml AufschluRpuffer resuspendiert. Der Aufschlul3puffer enthielt eine Spatel-
spitze Lysozym und eine geloste Tablette Complete EDTA-free Protease-Inhibitor-
Cocktail. Die Zellsuspensionen wurden bei Raumtemperatur (RT) fUr einige Minuten
inkubiert und anschlief3end, im Eisbad stehend, mit Ultraschall (Sonify, Bransdon,
USA) 3 x 45 Sekunden aufgeschlossen. Um die Zelltrimmer von den Proteinen, die
sich nach dem Zdlaufschlu® in Lésung befinden, zu trennen, wurden die Zellsus-
pensionen fur 15 Minuten bel 20000 g zentrifugiert.

Zur weiteren einfachen Aufreinigung der rekombinanten, hitzestabilen Proteine
wurde die Proteinlosung erhitzt. Die meisten der Proteine der mesophilen Wirts-
organismen wurden dabel denaturiert und konnten durch Zentrifugation aus der Losung
entfernt werden. Die Proteinlésung wurde im Wasserbad bei 65°C fur 10-20 Minuten
inkubiert und bel 20000 g fur 15 Minuten zentrifugiert, um die denaturierten Proteine

aus der Losung zu entfernen.

Bendtigte Losungen:

aL7-Aufschluf3puffer: 50 mM Bis-Tris, pH 6,5, 50 mM NaCl, 2mM DTT
aNop56-AufschluRpuffer: 50 mM Tris/HCI, pH 7,5, 200 mM NaCl, 2 mM DTT
aFib-Aufschluf3puffer: 50 mM Tri/HCI, pH 8,5, 50 mM NaCl, 2mM DTT

2.3.2.2 Chromatographische Trennmethoden

Das Grundprinzip aler Chromatographiemethoden ist das Aufbringen einer flus-
sigen Probe auf eine stationdre Phase und das anschlief3ende Auftrennen mittels einer
flissigen mobilen Phase. Einige der Trennmethoden werden im folgenden naher
erlautert.

Mit der Fast Protein Liquid Chromatography (FPLC) ist es moglich das zu
reinigende Protein schnell und einfach von den anderen stérenden Proteinen abzutren-
nen. Ein weiterer Vortell der FPLC ist die hohe Reproduzierbarkeit der Laufe. Die
Reinigungslaufe wurden mit Akta Systemen (AktaPrime und AktaPurifier) und Saulen
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der Firma Amersham Biosciences GmbH (Freiburg) durchgefihrt. Die Sdulen wurden
vor Gebrauch nach Angaben des Herstellers mit Auftragspuffer equilibriert. Alle Proben
wurden vor dem Auftragen auf die Saulen sterilfiltriert (Minisart® 0,22 um Porengrof3e,
Sartorius, Gottingen), um eventuell vorhandene Schwebteilchen aus den Lésungen zu

entfernen.

a. lonenaustauscherchromatographie
Proteine binden bel der lonenaustauscherchromatographie durch elektro-
statische Wechselwirkungen an positiv geladene (Anionenaustauscher) oder
negativ geladene (Kationenaustauscher) Gruppen einer Matrix. Ob und wie
stark ein Protein an die lonenaustauschermatrix bindet, hangt vom iso-
elektrischen Punkt des Proteins, der lonenstdrke und dem pH-Wert des
Puffers und der Ladungsdichte des Saulenmaterials ab.
Nach der Hitzedenaturierung wurden die Proteine aNop56 und aFib mittels
Anionenaustauscherchromatographie (MonoQ HR 10/10) von weiteren
stérenden Proteinen abgetrennt. aFib wurde nicht an das Material gebunden
und wurde im Durchflu3 wieder von der Saule gewaschen. Die anderen
Proteine wurden mit einem ansteigenden Salzgradienten eluiert.
Mit einem langsam steigenden NaCl-Gradienten wurde das an die MonoQ-
Saule gebundene aNop56 zwischen 400 und 600 mM wieder eluiert.

Bendtigte Losungen:

Niedrigsal z-Puffer aNop56: 50 mM Trig/HCI, pH 7,5, 2mM DTT
Hochsalz-Puffer aNop56: 50 mM Tris/HCI, pH 7,5,1 M NaCl, 2 mM
DTT

Niedrigsalz-Puffer aFib: 50 mM Tris/HCI, pH 8,5, 2mM DTT
Hochsalz-Puffer aFib: 50 mM Trig/HCI, pH 8,5, 1 M NaCl, 2 mM
DTT
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b. Hydrophobe Chromatographie

Auf der Oberflache besitzen viele Proteine hydrophobe Bereiche. Diese
binden in waldriger Losung an hydrophobe Oberflachen. Durch hohe Kon-
zentrationen von bestimmten Salzen werden die hydrophoben Wechsel-
wirkungen verstarkt, wahrend diese durch chaotrope Salze verringert
werden. Die Probe wird bel hoher lonenstérke auf die hydrophobe Matrix
(Phenyl Sepharose®) geladen. Die Saule wird gewaschen, und mit einem
abnehmenden Salzgradienten kann das Protein wieder von der Saule eluiert
werden.

Der hitzedenaturierte al 7-Proteinrohextrakt wurde mit Ammoniumsulfat
(Endkonzentration in der Proteinlésung: 1 M) versetzt und auf die
equilibrierte Phenyl Sepharose® HilLoad 16/10 geladen. Obwohl das al7-
Protein direkt von der Séule gewaschen wurde, konnte diese Methode ange-
wendet werden, da alle E. coli-eigenen Proteine an die Saule gebunden und

erst durch einen abnehmenden Salzgradienten entfernt wurden.

Bendtigte Losungen:

Hochsalz-Puffer: 50 mM Bis-Tris, pH 6,5, 1 M (NH4)2SO4, 2 mM
DTT
Niedrigsalz-Puffer: 50 mM Bis-Tris, pH 6,5, 2 mM DTT

c. Gdfiltration

Bel der Gdfiltration werden Proteine nach Grofenunterschieden getrennt.
Deshalb wird sie auch als Grofdenausschluf3chromatographie bezeichnet. Bel
den verwendeten Superdex®-Saulen handelt es sich um Dextransaulen mit
extrem dicht gepackten, sehr kleinen, porésen und gleichméfdigen Teilchen.
Je nach GrofR3e dringen die Moleklle unterschiedlich weit in die Gelmatrix
ein. Wahrend kleine Molekule in die Gelporen diffundieren und ihr Fluf ver-
zogert wird, laufen grofdere Molekile durch die Zwischenrdume des Gel-
bettes und werden schneller von der Saule eluiert.

Alle drel Proteine wurden im letzten Reinigungsschritt auf eine mit Lauf-

puffer equilibrierte Saule (2 ml/min) aufgetragen, um die restlichen
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Kontaminanten zu entfernen. Die Elutionsprofile wurden mit einer Eich-
gerade, die unter gleichen Bedingungen erstellt wurde, verglichen und die
Grol3e der Proteine bestimmit.

Durch die ungenaue Konzentrationsbestimmung der Proteine durch das
Bradford-Reagenz, kdnnen die einzelnen Komponenten nicht direkt in einem
stéchiometrischen Verhédltnis zueinander al's Kristallisationsansétze pipettiert
werden. Daher wurde die Gdfiltration auch zur Aufreinigung des rekonstitu-

ierten SRNP-Komplexes genutzt.

Bendtigte Losung:

Laufpuffer: 20 mM Tri/HCI, pH 7,5, 100 mM NaCl, 2 mM DTT

2.3.2.3 Ankonzentrierung einer Proteinldsung

Zur Krigtallisation werden Proteinkonzentrationen von mehreren mg/ml be-
notigt, die normalerweise jedoch nicht nach dem letzten Aufreinigungsschritt vorhanden
sind. Um die Konzentration zu erhéhen, werden Konzentratoren (Sartorius, Gottingen)
eingesetzt. Hierbei wird die zu konzentrierende Proteinldsung auf einen Filter mit de-
finierter Ausschluf3grenze (cut off) pipettiert und bei 3000-4000 g zentrifugiert. Das
Konzentrat kann nach Abspulen der Filtermembran in ein Eppendorfgefald zur weiteren
Lagerung Uberfuhrt werden.

Die Protein-enthaltenden Gelfiltrationsfraktionen wurden mit Konzentratoren

(Sartorius, Gottingen) bis zu einer Konzentration von 8-10 mg/ml ankonzentriert.
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2. MATERIAL UND METHODEN

2.3.3 Proteinbestimmung nach BRADFORD (1979)

Der Bradford-Test basiert auf einer Verschiebung des Absorptionsmaximums
des Farbstoffes Coomassie Brilliant Blau G250 von 465 nm auf 595 nm bei der Bildung
eines Farbstoff-Protein-Komplexes. Ein Mal3 fur die Proteinkonzentration in der zu
untersuchenden L6sung ist die Absorptionszunahme.

980 pl einer 1.5 mit H,O verdiinnte Bradfordreagenzlésung (1 mg/ml Coomassie
Brilliant Blau G250 in 85%iger H3PO4; BioRad, Minchen) wurden mit 20 pl Protein-
|6sung vermischt und 5 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Die Absorption wurde

bei 595 nm gegen einen Leerwert bestimmt und die Konzentration berechnet.

2.3.4 Diskontinuierliche SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese nach LAEMMLI
(1970)

Bel der Elektrophorese wandern geladene Teilchen im elektrischen Feld. Dabei
Ist die Wanderungsgeschwindigkeit der geladenen Teilchen bei gleicher Feldstarke ab-
héngig von Molekulargewicht, Gestalt und Ladung der Teilchen.

Um die Auftrennung von Proteinen nach ihren Molekulargewichten zu er-
reichen, muld die Eigenladung der Proteinmolekile ausgeschaltet werden. Dies ge-
schieht bei der SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) mit Hilfe des
anionischen Detergenzes SDS (Natriumdodecylsulfat), das sich an die hydrophoben
Regionen der Proteine anlagert, die Wasserstoffbriickenbindungen [6st und somit die
Zerstbrung der Tertiar- und Quartarstruktur bewirkt. Eine weitere Denaturierung, d.h.
Auflosen der Sekundarstruktur, der Proteine wird durch die Zugabe des starken
Reduktionsmittels B-Mercaptoethanol, das Disulfidbricken 10t erreicht.

Die Bindung der hydrophoben Reste der Aminosdurenseitenketten mit dem SDS
fuhrt dazu, dal3 die Proteine in anionischer Form vorliegen und somit im elektrischen
Feld zur Anode wandern. Die native Ladung der Proteine wird Uberdeckt und die Auf-
trennung erfolgt ausschlief3lich Uber das Molekulargewicht.

Zur erfolgreichen Auftrennung von Proteinen eignen sich Polyacrylamidgele.

Diese bestimmen durch ihre Gesamtkonzentration an Acrylamid und dem Verhdltnis
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Acrylamid zu N,N‘-Methylen-Bisacrylamid den Grad der Vernetzung und die Poren-
grofRe. Die Trennung beruht daher nur auf der Wanderungsgeschwindigkeit der SDS-
Protein-Komplexe im G, die mit zunehmender Grol3e (Stokes-Radius) wegen des
M olekularsiebeffektes abnimmit.

Abhangig von den Molekulargewichten der einzelnen Proteine wurden Trenn-
gele mit Acrylamidkonzentrationen zwischen 10 und 17,5% und Sammelgele mit einer
Konzentration von 5% verwendet.

Bevor die Proteinproben auf das Gel aufgetragen werden konnten, wurden sie
zur Denaturierung 1:1 mit Probenpuffer versetzt und 5 Minuten bei 95°C inkubiert.
Neben den Proben wurde ein Molekulargewichtsstandard auf das Gel aufgetragen, um
die GroRRen der aufgetrennten Proteine zu verifizieren. Im Sammelgel wurden die
Proben bei einer geringen Stromstarke (~35 mA) zunéchst fokussiert, damit eine exakte

Trennung der einzelnen Proteineim Trenngdl (~50 mA) gewahrleistet war.

Bendtigte Losungen:

30% Acrylamid-Stammldsung (PAAzo; Verhéltnis Acrylamid:Bisacrylamid
von 37,5:1)

Trenngel puffer: 1,88 M Tris/HCI, pH 8,8

Sammelgelpuffer: 0,625 M Tris/HCI, pH 6,8

0,5% (w/v) SDS-Losung

100% N,N,N‘,N‘-Tetramethylendiamin (TEMED)

10% (w/v) Ammoniumpersulfat (APS)

Laufpuffer: 25 mM Trig/HCI, pH 8,8, 192 mM Glycin, 0,1% (w/v) SDS

2x SDS-Probenpuffer: 20% 0,625 M Tris/HCI, pH 6,8, 2% (w/v) SDS, 50%
(v/v) Glycerin, 5% (v/v) B-Mercaptoethanol, 1% (v/v) Bromphenolblau
(1%-ig in Ethanol)

Molekulargewichtsstandard: Mark 12™ Unstained Standart, Invitrogen
(Karlsruhe); Broad Range Protein Marker, New England Biolabs
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Tabelle 2.5: Pipettierschema fir denaturierende Polyacrylamidgele

10% iges 12,5%iges | 17,5%iges 5%iges

Komponenten Trennge Trennge Trennge Sammel gel

PAA3 [ml] 2,0 2,5 35 0,33
Trenngel puffer [ml] 1,2 1,2 1,2 -
Sammel gelpuffer [ml] - - - 04
SDS-L6sung [ml] 1,2 1,2 1,2 0,4

H,O [ml] 1,6 1,1 0,1 0,87
TEMED [pl] 5 5 5 6
APS [ul] 30 30 30 25

2.3.5 Protein-Farbemethoden

Im Anschlul3 an die Elektrophorese wurden die Gele entweder mit der

Coomassie-Proteinfarbung oder der Silberfarbung fixiert.

2.3.5.1 Coomassie-Proteinfarbung

Die Coomassie-Farbung eignet sich ausschliefdlich zur Visualisierung von
Proteinen und wurde daher zur Kontrolle der Aufreinigung der einzelnen Proteine ein-
gesetzt. Sie ist einfach in ihrer Durchfiihrung und gut reproduzierbar, jedoch zeitauf-
wendig und nicht besonders sensitiv (untere Grenze: 200-400 ng/Bande).

Zum Anférben der Proteine wurden die Gele fur 15 Minuten in einer erwarmten
Coomassie-Farbelsung schiittelnd inkubiert. Nach dem Farben wurde der Uberschuld

an Farbstoff durch mehrmaliges Waschen mit Coomassi e-Entfarbel 6sung beseitigt.
Bendtigte Losungen:
Coomassie-Farbelosung: 25% (v/v) Isopropanol, 10% (v/v) Eisessig,
0,2% (w/v) Coomassie Brilliant Blau R250, 0,05% (w/v) Coomassie

Brilliant Blau G250
Coomassi e-Entférbel 6sung: 45% (v/v) Ethanol, 10 % (v/v) Eisessig
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2.3.5.2 Silberfarbung nach NESTERENKO €t al. (1994)

Um geringere Mengen (untere Grenze: ca. 50-100 pg/Bande) an Proteinen auf
Gelen nachweisen zu kénnen, wurde die Silberfarbung verwendet. Bei dieser Reaktion
bildet das Ag*-lon Komplexe mit den Glutaminsiure-, Asparaginsiure- und Cystein-
Resten der Proteine. Das nun in den Komplexen gebundene Ag” wird durch alkalisches
Formaldehyd zu Ag reduziert. Bel der Silberfarbung handelt es sich nicht um eine
Protein-spezifische Farbemethode, denn sie farbt z.B. auch Nukleinsduren an. Durch
diesen Mangel eignete sich die Silberfarbung zur Verifizierung der Komplexbildung
von aL.7, aNop48, aFib und sR13dd 3.

Bendtigte Losungen und Durchfihrung:

Fixierlésung: 60 mi 50% (v/v) Aceton
1,5 ml 50% (w/v) Trichloressigsaure 5min
25 pl 37% Formaldehyd
Waschen: 60 ml H2Oidest 3x5s
Waschen: 60 ml H2Opidest 5min
Waschen: 60 ml H2Oidest 3x5s
Vorbereitungslésung I: 60 mi 50% (v/v) Aceton 5min
Vorbereitungsldsung I1: 100 pl 10% (w/v) NapS,03x5H,0-L6sung _
60 ml H2Opiest } 1min
Waschen: 60 ml H2Oidest 3x5s
Silbernitratl Gsung: 800 pl 20% (w/v) AgNOs-Losung
600 ul 37% Formaldehyd 8 min
60 mi H2Opiest
Waschen: 60 ml H2Oigest
Entwickler: 129 NaxCOs
25 pl 37% Formaldehyd
25l 10% (Wiv) NapS,0sx5H,0-Losung[ 020 S
60 ml H2Obigest
Stopldsung: 60 mi 7% (v/v) Essigsdure 30s
Waschen: 60 ml H2Oidest 10s
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2.3.6 Band-Shift-Assay

Nukleinsduren wandern, je nach Grofle, im eektrischen Feld unterschiedlich
weit. Wenn die Nukleinsdure an ein Protein gebunden wird, verandert sich zwangsaufig
ihre GrofRe und damit auch die Laufstrecke im Gel. Da der Nukleinsaure-Protein-
Komplex groRer als die freie Nukleinsdure ist, wandert er langsamer durch das vernetzte
Gel. Nach Anfarbung oder Autoradiographie erkennt man eine Nukleinsdure-Bande und
elne dazu verschobene Komplex-Bande (band-shift) im Gel.

Die bel der T7-Transkription synthetiserte RNA (s. 2.2.7) wurde mit unter-
schiedlichen alL7-Konzentrationen (0-400 nM) auf ihre Bindungsfahigkeit untersucht.
Daneben wurde mit allen drei Proteinen und den RNA-Transkripten versucht, den

SRNP-Komplex zu rekonstituieren.

Bendtigte Losungen:

5X RNA-Renaturierungspuffer: 125 mM Phosphatpuffer, pH 7, 500 mM NaCl
4X Band-Shift-Puffer: 100 mM Phosphatpuffer, pH 7, 400 mM NaCl, 4 mM
MgCl,

RNA-Probenpuffer: 1% (v/v) Bromphenolblau (1%-ig in Ethanol), 10% (v/v)
Glycerin

RNA-Mix (fur 6 Reaktionen): 6 pl RNA, 2 ul Renaturierungspuffer, 4 ul HO
30% Acrylamid-Stammldsung (Verhdtnis Acrylamid:Bisacrylamid von 37,5:1)
100% N,N,N‘,N‘-Tetramethylendiamin (TEMED)

10% (w/v) Ammoniumpersulfat (APS)

1 M Phosphatpuffer, pH 7

Laufpuffer: 50 mM Phosphatpuffer, pH 7

Der RNA-Mix wurde fur 1 Minute bei 95°C denaturiert und auf 55°C abgekihlt.
Nach Zugabe von 2 pl RNA-Mix zum Reaktionsansatz wurde dieser fur 10 Minuten bei
68°C inkubiert. Der Reaktions-Mix wurde mit 2 pul RNA-Probenpuffer versetzt und auf
ein nicht denaturierendes Gel aufgetragen. Native Gelsysteme enthalten im Gegensatz
zur SDS-PAGE keine denaturierenden Reagenzien, wie z.B. SDS oder
B-Mercaptoethanol, d.h. die Proteine behalten ihre native Form und Aktivitat.
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Tabelle 2.6: Reaktionsansatz aL. 7-RNA Band-Shift

Komponenten Eingesetzte Volumina [ul]
aL7/ X
4X Band-Shift-Puffer 2,5
RNA-Mix 2
steriles H,O (RNase frei) ad 10

Tabelle 2.7: Ansétze fir Komplex-Rekongtitutionen

K omponenten Volumina [pl] Komplex | Volumina[ul] Kompl_ex
RNA-aL 7-aNop56 RNA-aL 7-aNop56-aFib
alL7 [100 nM] 1 1
aNop56 1 1
aFib - 1
4X Band-Shift-Puffer 2,5 2,5
steriles H,O (RNase frei) 3,5 2,5
RNA-Mix 2 2
Tabelle 2.8: Pipettierschema fir native Polyacrylamidgele
K omponenten VoI_umina: VoIl_Jmina:
6%iges Gel 10%iges Gdl
Polyacrylamidldsung [ml] 2 3,3
1 M Phosphatpuffer, pH 7 [ml] 1 1
H,O [ml] 7 5,7
TEMED [ul] 10 10
APS [ul] 60 60

2.3.7 Rekonstitution des SRNP-Komplexes

Die gereinigten Proteine wurden mit der RNA gemischt und fir eine Stunde bei
Raumtemperatur inkubiert. Die ungenauen Konzentrationsbestimmungen des Bradford-
Tests lief3en ein exaktes Berechnen der molaren Verhdtnisse von Proteinen:RNA nicht
zu, daher wurde die RNA mit den Proteinen in einem berechneten 1:1-Verhdltnis ge-
mischt und im Anschlul® an die Inkubationszeit Uber eine Superdex® S200 HR10/30-
Gelfiltrationssaule aufgereinigt. Wahrend der Komplex bel der Elution intakt blieb und
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nun in einem molaren Verhaltnis vorlag, wurden die Protein-Uberschiisse abgetrennt.

Es wurden folgende Komplexe rekonstituiert:

a. aL7+sRluU4-22
b. aL7 +sR13-28a .
_ RNA-Protein-Komplexe
c. aL7+ aNop56 + aFib + sR13-28a
d. alL7+ aNop56 + aFib + sR13-28b
e. aNop56 + aFib Protein-Protein-Komplex

2.3.8 Autoradiographie

Nach der gelelektrophoretischen Auftrennung von radioaktiv-markierten
Nukleinsduren koénnen diese durch Autoradiographie sichtbar gemacht werden. Die
Gele wurden hierzu in Cellophanfolie eingeschlagen, auf einen Rontgenfilm (XAR-5;
Kodak, Stuttgart) aufgelegt und in einer Filmkassette (Kodak, Stuttgart) fir mehrere
Stunden bei -80°C exponiert. Auf dem entwickelten Rontgenfilm wurden die radio-
aktiv-markierten Nukleinsduren beziehungsweise Nukleinsaure-Protein-Komplexe

durch Schwérzung visualisiert.

2.4 RONTGENKRISTALLOGRAPHISCHE METHODEN

Kristalle bestehen aus wiederkehrenden gleichartigen Bausteinen, die in ihren
Raumdimensi onen hoch geordnet vorliegen und Kristallgitter ausbilden. Dabel besetzen
die Bausteine die Gitterpunkte in Form von Atomen, lonen oder Molekilen. Die Trans-
lationsvektoren a, b und ¢ sowie die Winkel o, B und y, die sogenannten Gitter-
konstanten, korrelieren mit den raumlich wiederkehrenden Gitterpunkten und bilden die
Einheitszelle (= Elementarzelle). Die asymmetrische Einheit eines Kristalls erhdt man
durch die wetere Unterteilung der Einheitszelle durch Symmetrieelemente. Diese
werden unterschieden in Punktsymmetrieelemente (z.B. Drehachse, Spiegelachse und
Tranglation) und Struktursymmetrieelemente (z.B. Punktsymmetrie plus Tranglation).
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Es kann zwischen sieben verschiedenen Achsensystemen unterschieden werden,
die bestimmt werden durch die Symmetrie im Kristallgitter und mdglichst kleiner
Vektorbetrage fur die Kanten der Einheitszelle. Aus diesen Achsensystemen koénnen
durch Trandationen auf den drel Koordinatenachsen 14 Bravais-Gitter, die unter-
schieden werden in primitiv, flachen- und innenzentriert, gebildet werden. Die
Kombination der 14 Bravais-Gitter mit den Punktsymmetrieelementen ergibt 32
Kristallklassen (Punktgruppen). In 230 verschiedenen Raumgruppen kénnen Molekile
kristallisieren, wenn die Bravais-Gitter mit den Struktursymmetrieel ementen kombiniert
werden (KLEBER, 1961). Bei biologischen Molekilen verringert sich die Anzahl der
Raumgruppen auf 65, da spiegelnde Symmetrieoperationen aufgrund des enantio-
morphen Aufbaus von Proteinen aus L-Aminosduren und D-Furanosen nicht erlaubt

sind.

2.4.1 Kristallisation biologischer Makromolekiile

Kleine anorganische und organische Molekile kénnen haufig durch einfache
Methoden (z.B. kontrolliertes Abkuhlen einer heil3en geséttigten Losung oder langsame
Prézipitation) kristallisiert werden. Das Kristallwachstum von Proteinmolekilen hin-
gegen ist ein Prozef3, der von vielen verschiedenen Faktoren (z.B. Temperatur, Konzen-
tration und Reinheit des Proteins, Art und Konzentration von Puffern und Fallungsmit-
teln) abhangig ist.

Dain den meisten Fallen die Menge des Proteins, die Zeit und das Geld begrenzt
sind, gibt es Initial-Screens (Sparse-Matrix-Screens), deren Zusammensetzung
statistisch aus bereits bekannten Kristallisationsbedingungen ermittelt wurde. Auf diese
Weise erhdlt man in ersten Kristallisationsexperimenten Hinweise auf eine mogliche
Zusammensetzung der Kristallisationslésung (Mutterldsung). Durch Variation der
Komponentenkonzentrationen, den Austausch gleichwertiger lonen und der
Konzentrationsdnderung des Proteins kénnen die Kristallisationsbedingungen optimiert
werden.

Die verwendete Dampfdiffusion, durchgefihrt als hdngender oder sitzender
Tropfen, ist die haufigste Methode zur Herstellung von Kristallen. Zu Beginn der Ex-

perimente werden die Tropfen in einem 1:1-Verhdtnis von Proteinlésung zu Kristal-
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lisationsldsung gemischt und in einem abgeschlossenen System durch die Plazierung
auf einem Stempel oder unter dem Deckel von der Reservoirlésung raumlich getrennt.
Ein Konzentrationsgradient wird aufgrund der unterschiedlichen Konzentrationen des
Fallungsmittels in Tropfen und Reservoir aufgebaut. Das hell3t, dal3 der Partialdruck des
Wassers erhoht ist, da die Reservoirldsung im Tropfen durch die Proteinlésung ver-
dinnt vorliegt. Daraufhin diffundiert das Wasser aus dem vergleichsweise kleinen
Tropfenvolumen, und sowohl die Konzentration der Proteinlésung als auch des

Fallungsmittel s werden erhoht.

2.4.2 Co-Kristallisation und Derivatisierung durch Diffusion (Soaking)

Neben der Losung des Phasenproblems durch Schwermetall-Derivate (s. 2.4.3
Multipler Isomorpher Ersatz) werden die Co-Kristallisation und die Derivatiserung
durch Diffusion, dem sogenannten Soaking, auch zur funktionellen Aufklarung von
Protein-Interaktionen mit anderen Molekllen eingesetzt. Bei den Molekilen kann es
sich dabei um Proteine, Nukleinsauren oder Liganden wie Inhibitoren, Substrat-Analoga
oder Co-Faktoren handeln.

Bel der Co-Kristallisation von Proteinen und Liganden wird das Protein zu-
nachst mit einem molaren UberschuRR an Ligand versetzt und anschliefend mit der
Kristallisationsdésung, die Proteinkristalle ohne Liganden hervorbringt, vermischt.
Wenn Proteine mit anderen Proteinen und/oder Nukleinsdure kristallisiert werden
sollen, ist die Co-Kristallisation die einzige Mdglichkeit Kristalle zu produzieren.

Die Derivatiserung von bereits vorhandenen Proteinkristallen durch Diffusion
mit Liganden ist moglich, da die Proteine ihre katalytischen Funktionen und Bindungs-
eigenschaften auch im krigtallinen Zustand behalten.

2.4.2.1 Co-Krigtallisation von RNA-Protein- und Protein-Protein-Komplexen

Zur in vitro Rekonstitution der Komplexe wurden die RNA und die Proteine wie
unter 2.3.7 beschrieben miteinander gemixt, bel Raumtemperatur inkubiert und Gber
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eine Superdex® S200 HR10/30-Gelfiltrationssaule aufgereinigt. Folgende Komplexe
standen anschlief3end zur Kristallisation zur Verfligung:

a. aL7+sRluU4-22
b. aL7 +sR13-28a .
_ RNA-Protein-Komplexe
c. aL7+ aNop56 + aFib + sR13-28a
d. alL7+ aNop56 + aFib + sR13-28b
e. aNop56 + aFib Protein-Protein-Komplex

Zur Kristallisierung der Komplexe wurden sowohl Linbro™-Platten (héangender
Tropfen; Hampton Research, USA) als auch Cryschem™-Platten (sitzender Tropfen;
Hampton Research, USA) verwendet. Im Reservoirbehdter befanden sich 500-1000 pl
Kristallisationsl6sung, von der 1 pl mit 1 pl RNA-Protein-Komplex-Losung vermischt
wurde. Die Linbro™-Platten wurden an den Randern der Reservoirbehdter mit viskoser
Silikonpaste eingefettet und mit silanisierten Deckglaschen, auf deren Unterseite der
Kristallisationstropfen hing, luftdicht verschlossen. Die Cryschem™-Platten, die einen
Stempel pro Reservoirbehdlter besitzen, auf dem die Tropfen plaziert wurden, wurden
mit |6sungsmittel bestandigem Klebeband abgedichtet. Kommerzielle Screens der Firma
Hampton Research (Crystal Screen | + 1l, PEG/lon-Screen, Natrix Screen) wurden fir
erste Kristallisationsversuche verwendet. Die Ansétze wurden bei 20°C aufbewahrt und
mit Hilfe eines Leica MZ125-Stereomikroskops in regelméaf3igen Abstanden kontrol-

liert. Kristalle wurden mit einer Nikon-Cool pix 4500 Digitalkamera dokumentiert.

2.4.2.2 Co-Krigallisation und Soaking von AmyB mit verschiedenen Liganden

Da fur AmyB sowohl die Kristallisationsbedingungen bekannt sind als auch die
Struktur weitestgehend gelost war, die physiologische Funktion des Proteins aber noch
vollig ungeklart ist, sollte mit Hilfe von Co-Kristallisation und Soaking die Bindung
verschiedener Liganden an das aktive Zentrum untersucht werden. Das zur Co-
Kristallisation benétigte aufgereinigte Protein AmyB aus Thermotoga maritima MSB 8
wurde freundlicherweise von Melke Ballschmiter, Universitdt Gottingen, Institut fir

Mikrobiologie und Genetik, zur Verfigung gestellt. Als Co-Faktoren wurden ver-
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schiedene Zucker (Acarbose, Maltose und Glucose) ausgesucht, da eine hohe Sequenz-
homologie von AmyB zu Mitgliedern der Glycosyl Hydrolase Familie 57 festgestellt
wurde. Aufgrund der Verfarbung nativer Kristalle von farblos zu rostrot wurden auch
zwei- und dreiwertige Metallionen (Fe**, Mn?* und Zn?*) als Co-Faktoren untersucht.
Des weiteren wurde ATP, das AmyB reguliert, als Ligand gepriift. Alle Kristallisations-
und Soakingversuche wurden mit Liganden-Konzentrationen von 0,1-10 mM durchge-
fahrt. Aufbewahrung, Kontrolle und Dokumentation erfolgten wie in 2.4.2.1 be

schrieben.

2.4.3 Kryo-Konservierung und Montage der Kristalle zur Datensammlung

Innerhalb makromolekularer Kristalle entstehen durch die Absorption von
Rontgengtrahlen freie Hydroxylradikale, die zu Schaden im Kristallgitter fihren und
dadurch eine Verschlechterung der Diffraktionseigenschaften nach sich ziehen. Eine
Diffusion der Radikale wird durch tiefe Temperaturen (100 K) wahrend der Daten-
sammlung stark eingeschrankt und eine langere Exposition der Kristalle im Réntgen-
strahl ist mdglich.

Daneben besitzen Kristalle einen Wassergehalt, der zwischen 30 und 90%
variieren kann (CASPAR ET AL., 1969; COHEN ET AL., 1972) und der grof3e Zwischen-
raume und Kandale fullt. Ein Tiefkuhlen (es kommt zu keiner Anderung des Aggregat-
zustandes) der Kristalle ohne Frostschutzmittel (Kryo-Protektant) wirde somit in den
meisten Féllen zu der Bildung von Eis im Kristallwasser und der umgebenden Flissig-
keit und daraus folgend zu einer mechanischen Zerstérung des Kristalls fuhren. Daher
ist es notwendig die Kristalle in einem geeigneten Kryo-Puffer, der z.B. aus Paraton N
oder der Mutterlésung mit Glycerin, PEG 400, MPD oder Kryo-Salzen als Frostschutz-
mittel besteht, zu aquilibrieren. Mit einer Nylonschlaufe (Grof3e: 0,05-1 mm), die auf
einem Stab mit Magnetkappe befestigt ist, wird der Kristall aus dem Kryo-Puffer ge-
fischt und auf den Goniometerkopf der Drehanode (s. 2.4.4) montiert. Die Suche nach
dem optimalen Kryo-Puffer erweist sich oft als langwierig und Kristalle verbrauchend.

Bel Erfolg werden die Diffraktionseigenschaften des Kristalls aber verbessert.

a7



2. MATERIAL UND METHODEN

Ist ein erfolgreiches Tiefkihlen des Kristalls jedoch nicht mdglich, kann der
Kristall mit einem Tropfen Mutterlésung in eine Glaskapillare Gberfihrt werden. Diese
wird an beiden Enden verschlossen und mit Knete auf dem Goniometerkopf fixiert.

Grolere Datenmengen eines einzelnen Kristalls durch Reduzierung der
Strahlungsschéden, geringes Hintergrundrauschen durch Reduzierung der Streu-
strahlung und einfaches Lagern und Handhaben der Kristalle fuhrten dazu, dal3 die
Kryo-Kristallisierung in den meisten Fallen zu Anwendung kommt.

Fur die AmyB Experimente wurden die Kristalle nur mit der Kryo-
Kristallographie vermessen, wahrend bei den sRNP-Kristallen auch die veratete
Kapillarmethode Anwendung fand. Kristalle, die mit der Kryo-Methode gemessen
wurden, wurden wahrend der Experimente durch ein Kryo-System im tiefgekihlten
Zustand konserviert, indem sie mit 100 K kaltem Stickstoffgas umstromt wurden. Mit
spezidlen Gerdten (CryoTong™, CryoWand™, Hampton Research, USA), die in
flissigem Stickstoff vorgekihlt wurden, wurden die Kristalle vom Goniometerkopf ab-
montiert und in einem Stickstoff gefllten Lagerungsbehélter bis zur weiteren Verwen-
dung aufbewahrt. Auf diese Weise wurden die Kristalle an der Drehanode nach ihren
Diffraktionseigenschaften vorselektiert, um die begrenzte Mef3zeit am Synchrotron

optimal nutzen zu kénnen.

2.4.4 Strahlungsguellen

Um geeignete Beugungsbilder zur Strukturbestimmung eines Kristalls zu er-
halten, wird Réntgenstrahlung bendtigt, die auf unterschiedliche Weise erzeugt werden
kann. Als geeignete Strahlungsguellen standen Drehanode und Synchrotron zur Ver-
flgung.

TR

\V
Vv

Strahlungsquelle  Blende Kristall Detektor

Abbildung 2.1: Schematischer Aufbau eines Réntgenbeugungsexperimentes
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2.4.4.1 Drehanode

Die von einer Kathode gebildeten Elektronen werden durch eine Spannung be-
schleunigt und prallen auf eine sich drehende Anode (aus Molybdéan, Kupfer oder
Wolfram), an der sie abgebremst werden. Die Elektronen geben daraufhin ihre Energie
ab und verwandeln sie in Strahlung und Wéarme, weshalb die Anode gekuhlt werden
muf3. Sehr kleine beziehungsweise schlecht streuende Kristalle und Experimente, zu
deren Auswertung mehrere Datensdtze mit verschiedenen Wellenldngen benttigt
werden (s.2.4.5 Multiple Anomale Dispersion), erfordern jedoch die intensivere,

wellenl&ngenveranderbare Synchrotronstrahlung.

Rontgen-
strahlen

g

Kathode

Abbildung 2.2: Schematischer Aufbau einer Drehanode

2.4.4.2 Synchrotron

Beim Synchrotron handelt es sich um einen Teilchenbeschleuniger, der ring-
formig aufgebaut ist, und in dem die Elektronen Energien bis 100 MeV erreichen. Die
Elektronen werden durch Magnetfelder auf ihrer Sollbahn gefihrt. Dabei wirkende
Krafte rufen eine Beschleunigung der Elektronen hervor, die elektromagnetische
Strahlung aussenden. Die Synchrotronstrahlung, die bis in den Spektralbereich der
Rontgenstrahlung reicht, tritt in den Krimmungsbereichen der Bahn stark gebiindelt aus
und kann fur die Untersuchungen an Kristallen genutzt werden.
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Datensdtze der AmyB Kristalle wurden sowohl im Labor an Rigaku Dreh-
anoden-Generatoren (Micromax 007 & RU-H3R, Rigaku MSC, USA) als auch am
Deutschen Elektronensynchrotron in Hamburg (DESY, Beamlines. BW7A & BW7B)
und an der Europdischen Synchrotronstrahlungsquelle in Grenoble (ESRF, Beamline:
ID14-1) gemessen. Die Reflexdaten wurden mit Image-Plate Systemen (mar345 dtb,
MarResearch GmbH, Deutschland) und CCD Detektoren (ADSC Q4R, Area Detector
Systems Corporation, USA) aufgenommen. Um die Vollsténdigkeit der gesammelten
Datensétze zu gewahrleisten, wurde der abzudeckende Winkelbereich aus der Anfangs-
orientierung des Kristalls zum Rontgenstrahl und der Kristallsymmetrie bestimmt.

2.4.5 Rontgenbeugung am Kristallgitter

Die im Kristall periodisch angeordneten Molekile treten mit den eektro-
magnetischen Rontgenwellen in Wechselwirkung. Dabel kommt es zu kongtruktiver
Interferenz der gebeugten Strahlen, wenn der Gangunterschied zweier Wellen ein ganz-
zahliges Vidfaches der Wellenlénge & ist (Braggsches Gesetz).

2d*sind =nA (n=123,..) Braggsches Gesetz

Im realen Raumgitter wird jeder Ebenenschar, die jewells einem Reflex auf dem
Beugungshild entspricht, ein Strukturfaktor F mit der Raumlage h, k und | (Millersche
Indizes) zugeordnet. Wahrend die Wellenlange der Rontgenstrahlung und die Intensitét
des Reflexes Ing (proportional zur Amplitude |Fnq|) bekannt sind, mul3 die Phasen-
information der am Kristallgitter gebeugten Rontgenstrahlen indirekt ermittelt werden.
Um das Phasenproblem makromolekularer Kristalle zu 16sen, stehen drel verschiedene

Ansdtze zur Verfigung:

a. Molekularer Ersatz (MR: engl. Molecular Replacement)
Bel dieser Methode wird eine bekannte Struktur als Modell vorausgesetzt,
die aufgrund ihrer Sequenz homolog zu dem gesuchten Protein ist. Das be-
kannte Strukturmodell mufd dabei mittels Rotations- und Trandations

50



2. MATERIAL UND METHODEN

funktionen korrekt in die Einheitszelle der zu l6senden Struktur eingepaldt
werden und kann dann zur Phasenberechnung dienen (HorPe, 1957;
ROSSMANN & BLow, 1962; HUBER, 1965).

. Multipler Isomorpher Ersatz (SIR oder MIR: engl. Single oder Multiple
Isomorphous Replacement)

Der isomorphe Ersatz wird zur Aufklérung neuer Strukturen angewendet. Es
handdlt sich um eine Derivatiserung der Kristalle durch Diffuson mit
Schwermetallatomen (s. 2.4.2). Ist die Einlagerung der Schwermetallatome
gelungen, kénnen bei der Rontgenbeugung Intensitétsanderungen beobachtet

werden, welche zur Phasenbestimmung verwendet werden.

Multiple Anomale Dispersion (MAD)

Als Alternative zum Isomorphen Ersatz kann die Multiple Anomale Disper-
sion angesehen werden. Hierbel wird bereits bei der Expression des Proteins
in E. coli statt des schwefelhaltigen Methionins das anomal streuende
Selenomethionin eingebaut. Die entstandenen Kristalle werden bei ver-
schiedenen Wellenldngen, den sogenannten Absorptionskanten, gemessen.
Das Prinzip der Anomalen Streuung war schon lange bekannt, konnte aber
erst durch die Kryo-Kristallographie und die hohe Synchrotron-Strahlung
richtig eingesetzt werden. Durch die hohe Strahlungsintensitét und die
Kuhlung kénnen mehrere Datensétze mit unterschiedlichen Wellenlangen an
einem enzelnen Kristall gemessen werden. Zu beobachtende Inten-
sitétsanderungen kénnen wie beim Isomorphen Ersatz zur Phasenbestim-

mung angewandt werden.

2.4.6 Prozessierung der Mel3daten

Die in den Diffraktionsexperimenten erhatenden Datensdtze wurden in

mehreren Einzelschritten bearbeitet und ausgewertet. Dazu wurden zunéchst die Reflexe

des ersten Beugungsbildes mit den Programmen XDisplay und DENZO (OTwINOWSKI

& MINOR, 1997) autoindiziert. Durch die Autoindizierung wurden die Raumgruppe und
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die Zellkonstanten bestimmt. Nach Optimierung der Parameter (z.B. Zellkonstanten,
Detektorentfernung, Strahlkoordinaten) wurden alle aufgenommenen Beugungsbilder
indiziert und integriert. Dabei wurde jedem Reflex eine integrierte Reflexintensitét, eine
Standardabweichung der Integration und ein Miller’scher Index zugeteilt. Die mit
DENZO ausgewerteten Beugungsbilder wurden danach mit dem Programm SCALE-
PACK (OTwINOWSKI & MINOR, 1997) skaliert und in einem File zusammengefugt.
Reflexe, die auf mehreren Beugungsbildern indiziert wurden, wurden skaliert und die
Werte anschlie3end gemittelt. Als Mal3 fur die Qualitét des Datensatzes dient der Reym-
Faktor. Er ist jedoch nur begrenzt geeignet, da er stark von der Redundanz der Messung
abhangt. Beim Rgm-Faktor werden die Intensitéten der symmetrieverwandten Reflexe

mit ihrer mittleren Intensitét abgeschétzt.

;Z|lhi_lh|
AR

Dabel sind h die Indizes unabhangiger Reflexe mit der mittleren Intensitét Iy,

und I sind die Intensitéten symmetrieverwandter Reflexe.

2.4.7 Vergleich der AmyB-Struktur mit bekannten Strukturen

Neben den bekannten Sequenzdatenbanken gibt es auch Strukturdatenbanken
(www.ebi.ac.uk/dali/), in denen neue Proteinstrukturen mit bereits vertffentlichten
Strukturen aus der Proteindatenbank (www.rscb.org/pdb/) verglichen werden kénnen.
Ein solcher Vergleich wurde mit den Strukturkoordinaten des AmyB Enzyms durchge-
fuhrt. Aus dem erhaltenen Ergebnis wurden die Proteinstrukturen ausgewahlt, deren
Z-Faktor (MaR der strukturellen Ahnlichkeit) tUber einem Wert von 5 (Z-Faktoren Uber 2
werden als gute Treffer gewertet) lag und die gleichzeitig den Glykosyl-Hydrolase
Familien 13 oder 57 angehorten. Um die so identifizierten Strukturen mit der AmyB-
Struktur (Dr. A. Dickmanns, Veréffentlichung in Vorbereitung) vergleichen zu kénnen,

wurden die Strukturkoordinaten mit Hilfe des Programms CCP4 in die gleiche
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Orientierung Uberfuhrt. Die gleichgerichteten Koordinaten wurden mit dem Programm
Pymol (www.pymol.org) in ihrer Sekundérstruktur visualisiert. Durch das Hervorheben
einzelner katalytisch relevanter Aminosauren konnte ihre Lage im Protein respektive im
aktiven Zentrum bestimmt und eine Aussage Uber eine mdgliche Bindungsfahigkeit
getroffen werden.
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3. ERGEBNISSE

3.1 EXPRESSION UND REINIGUNG DER SRNP-PROTEINE alL 7, aNOP56 UND

aFiB

Um mit der Methode der Rontgenkristallographie Strukturen aufzuklaren,
werden Proteinmengen im Milligrammmaldstab benétigt (DRENTH, 1994). Da solche
Mengen jedoch normalerweise nicht in den Ursprungszellen exprimiert werden, ist es
notwendig die Proteine heterolog in dafir entwickelten Expressionssystemen anzurei-
chern und zu reinigen.

Zur in vitro Rekonstitution des SRNP-Komplexes wurden die drei Proteine al7,
aNop56 und aFibrillarin benétigt. Sie wurden in Abhangigkeit ihrer Stabilitét gegeniiber
Degradationen nacheinander aufgereinigt. Es zeigte sich, dal3 aFib bei 4°C bis zu einem
Jahr ohne erkennbare Degradation gelagert werden konnte, wahrend a7 maximal 1%2-2
Monate und aNop56 nur 3-4 Wochen aufbewahrt werden konnten.

31lalL7?

Das Protein alL 7 aus Sulfolobus solfataricus konnte in E. coli BL21(DE3)pLYysE-
Zellen rekombinant Uberexprimiert werden (Abb. 3.1). Nach Aufschlul der Zellen mit
Ultraschall lag das Protein in I6slicher Form im Uberstand vor. Der Uberstand wurde
auf 150 ml mit AufschluBpuffer aufgeftllt, um eine mdglichst grof3e Oberflache fir die
Hitzedenaturierung zu schaffen. Durch das Aufteilen in 15-20 ml Portionen konnte die
Oberflache weiter vergroRert werden. Nur so war es mdglich viele der mesophilen
E. coli Proteine bei 65°C zu denaturieren (Abb. 3.1).

MW [kDd] 4 5 6
e Abbildung 3.1:
Uberexpression (Spur 1 + 2), Uberstand und
Pellet des Zellaufschlusses (Spur 3 + 4) und
Uberstand und Pellet der Hitzedenaturierung
21.5— (Spur 5+ 6) von aL7 (bei 14 kDa)
14— ’ —
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Fast ale restlichen E. coli Proteine, die bisher nicht denaturiert wurden, konnten
durch hydrophobe Wechselwirkungen an eine Phenyl Sepharose®-Saule gebunden
werden, gleichzeitig wurde das al.7 nicht an das Material angelagert. Beim Waschen der
Saule wurde das zu reinigende Protein von der Saule gespllt, wahrend die stérenden
Proteine erst bel einer Konzentration von 600 mM Ammoniumsulfat euiert wurden
(Abb. 3.2 A + B). Um letzte Verunreinigungen zu entfernen, wurden die alL7-
enthaltenden Fraktionen ankonzentriert und Uber eine Gelfiltrationssaule sauber von den
letzten E. coli Proteinen abgetrennt (Abb. 3.2 C). Aus dem Verlauf der Elution ist er-
sichtlich, dal3d das aL. 7 als Monomer von der Séule eluiert wurde (Abb 3.2 D). Aus dem
Pellet einer 4 | LB-Kultur konnten durchschnittlich 12-14 mg al. 7 gewonnen werden.

A B
MW[kDd M 3 4 5 6 7

P

iy

-—
-——

21,5
14 - " &
o 100 T a0
aL7
C D

MW[kDa] M 36 37 38 39 40 41 42 43

e
~——

21,5— &

14—

L
a7
Abbildung 3.2: Aufreinigung von aL 7 iber eine Phenyl Sepharose®-Saule. Die auf das 17,5%-
ige SDS-Gel geladenen Spuren (A) entsprechen dem markierten Bereich im
Phenyl Sepharose®-Elutionsprofil (B). Bei der anschlieRenden Gelfiltration
(Superdex® 75) wurden letzte Verunreinigungen entfernt (D) und mit einer
17,5%-igen SDS-PAGE Uiberpriift (C)
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3.1.2 aNop56

Im Gegensatz zu aL.7 und aFib konnte aNop56 nur bei 20°C lédlich in E. cali
BL21(DE3) exprimiert werden. Daneben war das rekombinante Protein bei der
Reinigung anfallig gegentiber Proteasen und l&ngeren Lagerzeiten bei Raumtemperatur.
Diese Tatsache erklart, warum bel dem Schritt der Hitzedenaturierung neben den E. coli
Proteinen auch ein Teil (~20%) des thermostabilen Proteins denaturiert wurde (Abb.
3.3).

MW[kDa] 12M 3456

66,3 -

55,4 -
48 -

36,5 -

Abbildung 3.3: Kontrolle der Expression, Aufschlu? und Hitzedenaturierung von aNop48
durch eine 10%-ige SDS-PAGE. Spur 1: vor Induktion; Spur 2: nach Induk-
tion; Spur 3: AufschluR Uberstand; Spur 4: Aufschlul Pellet; Spur 5: Hitzede-
naturierung Uberstand; Spur 6: Hitzedenaturierung Pellet

Das aNop56 wurde in einem néchsten Reinigungsschritt an das starke Anionen-
austauschermaterial MonoQ gebunden und konnte bel einer NaCl-Konzentration von
550 mM wieder von der Sdule eluiert werden (Abb. 3.4 A + B). Die meisten nach der
Hitzedenaturierung noch in der Probe enthaltenen E. coli-Proteine wurden zum grof3ten
Tell direkt von der Saule gewaschen oder bel anderen niedrigeren NaCl-
Konzentrationen von der Sdule eluiert. Als letzter Reinigungsschritt schlof sich eben-
falls eine Gdfiltration an, bei der das 48 kDa grof3e aNop56 von den anderen Proteinen
getrennt wurde (Abb. 3.4 C + D).
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A B

MWI[kDa] 3 4 5 6 7 M 3334 3536 37 38 39 40 41 42 43 44 45 46

66,3 -
-
55,4 -

36,5 -

C D

MWI[kDa] 28 29 30 M 31323334353637383940

66,3 -

55,4 -
48_~~

- e — —————

Abbildung3.4: A + B: Anionenaustauscherchromatographie des aNop56 (ber MonoQ-
Material. Die Kontrolle des Reinigungsschritts erfolgte per gelelektro-
phoretischer Auftrennung. C + D: Die Fraktionen 28-34 wurden nach der Gel-
filtration eingeengt

3.1.3aFib

Dasin E. coli BL21(DE3)pLysS rekombinant exprimierte aFib (27 kDa) war das
einzige Protein, das in ECPM1 Medium kultiviert werden konnte. Aufgrund der Tat-
sache, dal? die Zellen in diessm Medium bis zu einer ODgyo nm VOn 20 wachsen konnten,
wurde etwa 18 mal mehr Protein produziert, als mit herkémmlichem LB-Medium. D.h.
aus 2| ECPM 1-Medium konnten ~ 40-45 mg aFib-Protein isoliert werden.

Das aFib wurde mit den gleichen Schritten wie aNop56 (s. 3.1.2) isoliert. Der
einzige Unterschied bel Aufreinigung bestand darin, dal3 das aFib aufgrund seines
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kalkulierten isodlektischen Punktes nicht an das MonoQ-Material gebunden wurde,
sondern direkt mit einigen E. coli Proteinen von der Sdule gewaschen wurde (Abb. 3.5
A + B). Als Monomer konnte das aFib im letzten Reinigungsschritt von der Gel-
filtrationssdule eluiert werden (Abb. 3.5 C + D).

A B
AUAPHUHPM3 4567 14 15 161718 MW [kDa]
%] e
- s
P - 554
e 31
M " -
” -215
N r » 14 : I_I 8
aFib
C D
2728293031 323334353637 M 38 3940414243 MW[kDa]
- - 66,4
= -365
L —esv
- ;
=
aFib

Abbildung 3.5: Die Isolierung von aFib wurde mit 12,5%-igen SDS-Gelen kontrolliert. A:
AufschiuR (AU (Uberstand) + AP (Pellet)), Hitzedenaturierung (HU (Uber-
stand) + HP (Pellet)) und MonoQ-Lauf (Spurnumerierung entsprechen den
Fraktionen in B). C + D: Gelfiltration von aFib; die Fraktionen sind tber der
jeweiligen Bahn des Gels angegeben
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3.2 BAND-SHIFT EXPERIMENTE

Die bei der in vitro Transkription hergestellten RNAs wurden in den Band-Shift
Experimenten auf ihre Fahigkeit der Komplexbildung mit den drel Proteinen getestet.
Zunachst wurde dazu die Proteinkonzentration bestimmt, die fur die folgenden
Versuche bendtigt wurde. Ab Konzentrationen von 100 nM aL7 war ein Band-Shift,
also eine Komplex-Bildung von aL7 und RNA (1 pmol) zu erkennen (Abb. 3.6 A). Fur
die weiteren Versuche wurden Proteinkonzentrationen von 200 nM eingesetzt.

Zur Auffindung einer mdglichst kurzen RNA fir die Komplexbildung, wurden
die in vitro hergestellten verkirzten RNAs im Band-Shift Experiment mit verschieden
Protein-Kombinationen auf ihre Komplexbildung getestet. Fir sR1del3 (Abb. 3.6 B)
konnte ebenso wie fur weitere vier verkirzte RNAs (sR1dell + sR1del2, sR13dell +
sR13del2) keine Bindung mit den Proteinen gezeigt werden. Ausschliefdlich fur die ver-
kirzte Variante sSR13del 3 konnte eine Komplexbildung mit aL.7, aNop56 und aFib fest-
gestellt werden (Abb. 3.6 B).

A B SRldel3 sR13ded3 WT sR1RNA
L LL w [T

+ + +

=z z =z P z =z =z

+ + + + + + +

- - - - —~ —~ -

# - —Komplex 3

[aL7] 400nM 200nM 100nM 50nM 25nM  OnM
~—Komplex 2

Komplex == : i
Komplex 1

freie RNA— -—

SR13del3 — freie RNA

Abbildung 3.6: Band-Shift Experimente. Eine Bildung von Komplex 1 (sR13del3 RNA
(1 pmol) + aL7) wird ab einer aL7-Konzentration von 100 nM erreicht (A). Ei-
ne Komplexbildung wie bel WT sR1 RNA mit den drei Proteinen aL.7, aNop56
und aFib kann nur bei sR13del3 RNA beobachtet werden (B)
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3.ERGEBNISSE

3.3 REKONSTITUTION DES SRNP-KOMPLEXES

Nach der Rekonstitution des SRNP-Komplexes aus sR13-28a, alL. 7, aNop56 und
aFib, wurde dieser Ansatz nochmals tber eine Gelfiltrationsséule gereinigt. Dadurch
konnten die nicht im Komplex gebundenen Proteine und die Uberschiissige RNA aus
dem Ansatz entfernt werden (Abb. 3.7). Fraktionen in denen alle drei Proteine und die
RNA gut zu erkennen waren (Abb. 3.7 A; Fraktionen 19-24), wurden vereinigt, auf
8 mg/ml ankonzentriert und in Kristallisationsversuchen eingesetzt. Eine Quantifizie-
rung der Banden ist im Silbergel nicht mdglich, da verschiedene Proteine mit unter-
schiedlichen Intensitéten farben (POEHLING & NEUHOFF, 1981).

A LF KNRMI14 1516171819 202122232425 262728293031 3233 34 M

aNop56 - ﬁ

aFib - ——

RNA - -

Abbildung 3.7: Aufreinigung des in vitro rekonstituierten Komplexes Uber eine S200-
Gelfiltrationssdule. Neben den Kontrollspuren fir die Proteine, der RNA und
dem Komplex (L, N, F, R und K), korrespondieren die anderen Spuren auf dem
17,5%-igem Silbergel (A) mit den Fraktionen des Elutionsprofils (B)
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Um zu untermauern, dal3 es sich bei den Ergebnissen der Gelfiltration tatsachlich
um den erwarteten Komplex aus RNA, aL7, aNop56 und aFib handelte, wurde die
Fraktion 23 des Gdfiltrationdaufs auf einen ResourceQ-Anionenaustauscher aufge-
tragen. Aufgrund der unterschiedlichen Ladungsverhéltnisse wird aFib alleine nicht an
die Saule gebunden, wéahrend aNop56 und aL7 gebunden und bei NaCl-
Konzentrationen von 550 mM und 600 mM von der Saule eluiert werden.

Die Komplexfraktion 23 wurde vollstandig an die Séule gebunden und bei einer
NaCl-Konzentration von 500 mM in einem Peak von der Saule eluiert (Abb. 3.8).

A B

o]
Komplex Lk aNop56 al7
RKENLM 91011121321011121112

¥ v
y Ll 8 T
—

—

<
e
04

- aNop56

- aFib

Abbildung 3.8: Anionenaustauscherchromatographie der Fraktion 23 des Gelfiltrationslaufs.
Auf einem 17,5%-igen Gel wurden zur Kontrolle ale Proteine, die RNA und
die Gdfiltrations-Fraktion 23 aufgetragen. Daneben korrespondieren die Frak-
tionen mit den jeweiligen darlber angegebenen Einzel-Laufen der Proteine

(A). Im Teil B ist das Elutionsprofil des Komplexes dargestellt

3.4 KRISTALLISATION DER KOMPLEXE

Die Kristallisation von Proteinen ist ein von vielen Faktoren abhéngiger Prozels.
So nehmen sowohl physikalische (z.B. Temperatur) als auch chemische Bedingungen
(z.B. Konzentration von Protein und Fallungsmitteln) direkten Einfluld auf das Kristall-
wachstum. Die Kristallisationsversuche der verschiedenen Komplexansétze wurden mit

den Hampton Research Screens: Crystal Screen | + 1I, dem PEG/lon-Screen und dem
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Natrix-Screen gestartet. Die eingesetzte Komplexkonzentration sollte 8 mg/ml nicht
Uberschreiten, da sonst die Proteine in den meisten Bedingungen direkt ausfielen. Durch
diese Versuche konnten erste Erkenntnisse Uber die Kristallisationsbedingungen erhal-
ten werden. Bel Bedingungen mit PEG 12000 und PEG 20000 und einem im neutralen
Bereich liegenden pH-Wert konnten erste kleine Kristalle des méglichen Komplexes
aus aL.7 + aNop56 + aFib + sR13-28a (Abb. 3.9 A und B) beobachtet werden. Da fur
alle anderen rekongtituierten Komplexe auf diese Weise keine Kristalisations
bedingungen gefunden werden konnten, wurde versucht, die Bedingungen fir die

beobachteten Kristalle zu optimieren.

3.4.1 Optimierung der Kristallisationsbedingungen

Um eine Stabilisierung der Methyltransferase (aFib) im Komplex zu erreichen,
wurde nach der Komplex-Rekonstitution der Ansatz mit S-Adenosylmethionin (End-
konzentration: 2 mM) versetzt. Eine weitere Stabiliserung des RNA-Komplexes kann
durch die Zugabe von MgCl, ereicht werden. Die GrofRe und Qualitét der Kristalle
konnte aber erst durch die Zugabe von ein- und zweiwertigen Alkoholen zur Kristallisa-
tionsbedingung verbessert werden.

Die Grundbedingung, die mit verschiedenen Additiven vermischt wurde, be-
stand aus: 10% PEG 12000, 10 mM MES, pH 6,5, 20 mM MgCl,. Mit den Additiven
2-Butanol (Abb. 3.9 C; Endkonzentration: 0,7%) und 1,6-Hexandiol (Abb. 3.9 D; End-
konzentration: 3%) wurden die qualitativ besten Kristalle erhalten. Sie waren wie ein
MeilRel geformt und hatten eine Grof3e von ca. 550 pm x 100 pum.
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Abbildung 3.9: Kristalle der sSRNP-Komplex (aL7 + aNop56 + aFib + sR13-28a) Ansétze.
Erste Kristalle in 12 % PEG 12000 und 0,1 M HEPES, pH 7,4 (A) bzw.
PEG 20000 und 0,1 M. MES, pH 6,5 (B). Verbesserte Kristalle in 10 %
PEG 12000, 10 mM MES, pH 6,5, 20 mM MgCl, und 0,7% 2-Butanol (C)
bzw. 3% 1,6-Hexandiol (D).

Die Reproduzierbarkeit von Kristallen, im besonderen von Komplex-Kristallen,
ist generell schwierig. Die Ursache hierfir liegt meistens in der Prgparation von
Proteinen und Nukleinsduren; selbst kleinste Abweichungen bel der Reinigung kénnen
dazu fuhren, dal3 keine Kristalle mehr gebildet werden.

3.4.2 Rontgenbeugungsexperimente

Ebenso schwierig wie das Auffinden einer Kristallisationsbedingung gestaltet
sich oft auch die Suche nach einer geeigneten Bedingung, den Kristall vor der
schéadigenden Rontgenstrahlung zu schiitzen.

Erste Versuche, Kristalle mit verschiedenen herkémmlichen Kryo-Protektantien
einzufrieren, scheiterten, da die Kristalle beim Uberfiihren in das Kryo-Protektant sehr
leicht zerbrachen. Eine hohe Fragilitét bei Kristallen deutet auf einen hohen Wasser-
gehalt hin, daher mufte den Kristallen zunéchst kontrolliert ein Teil ihres Wassers ent-
zogen werden. Um diesen Effekt zu erreichen, wurde der Kristallisationspuffer gegen
einen MPD-enthaltenden Kristallisationspuffer ausgetauscht. Die MPD-Konzentration
wurde dabei schrittweise Uber mehrere Stunden von O auf 20% erhoht. Die so
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konservierten Kristalle zeigten im Rontgenstrahl trotz allem nur eine sehr schlechte Dif-
fraktion (~ 14A).

Ein weiterer Versuch, die Rontgenstrahlen besser an dem Kristallgitter zu
beugen, war die Kapillarmethode. Der in seiner Mutterldsung in der Kapillare einge-

schlossene Kristall konnte aber ebenfalls nicht zur Aufklarung der Struktur beitragen.

3.4.3 Analyse der Komplex-Kristalle

Um nachzuweisen, dal3 es sich bei den Kristallen um Komplexe mit alle drei
Proteinen und der RNA (sR13-28a) handelte, wurden die Kristalle mit Reservoirldsung
gewaschen und in SDS-Probenpuffer gelost. Die gelésten Kristalle wurden durch
denaturierende SDS-PAGE aufgetrennt und im Anschlul® mit Silber gefarbt, um sowohl
die Proteine as auch die RNA zu visualiseren. Zur Kontrolle ob alle Proteine und die
RNA noch intakt in der Mutterl6sung vorhanden sind, wurde diese ebenfalls mit auf das
Gel aufgetragen.

Die Analyse des Gels (Abb. 3.10) zeigt eindeutig, dal? die RNA und die Proteine
aL7 und aFib in der Kristallisationddsung noch in ihrer urspringlichen Gréf3e vor-
handen sind. Dagegen liegt aNop56 nur noch degradiert vor. Die aufgeldsten Kristalle
zeigten einen Komplex aus aFib und eines 36 kDa grof3en Fragments. Das es sich bel
diesem Fragment um das um 12 kDa verkirzte aNop56 handelte, lief3 sich sowohl durch
einen Glu-C Verdau (Serin-Endoproteinase aus Staphyl ococcus aureus V8) als auch bel
4-6 Wochen aufbewahrtem aNop56 im SDS-Gel nachweisen.
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L F K N RM 1 2 3
TR BT s
aNop4g- i~ 7 s . 407
== a—— :’ - 36,5
aFb - Ju—— - — - 26,6

— -20

al7 - — ’ -143

wns - i

RNA -

Abbildung 3.10: Kristallanalyse mit Hilfe der SDS-PAGE (17,5%-iges Gel) und der Silber-
farbung. Zum Vergleich wurden alle Proteine (Spuren L, F und N), die RNA
(sR13-28a; Spur R) und der Komplex (Spur K) nach der Gelfiltration mit auf-
getragen. Die aufgel6sten Kristalle wurden in den Spuren 1 und 2 und die
Kristallisationsldsung in Spur 3 aufgetragen

3.5 CoO-KRISTALLISATION UND SOAKING VON AMYB-KRISTALLEN

Aufgrund ihrer starken inhibitorischen Wirkung auf AmyB sollten das Pseudo-
tetrasaccharid Acarbose, das als Inhibitor vieler Glykosylhydrolasen bekannt ist, und
ATP, eéinem Produkt der Glykolyse(FUTTERER, 2001), als Komplex mit AmyB kristalli-
siert werden. Unter den bereits bekannten Kristallisationsbedingungen (3,78 M
Natriumformiat, 5% Isopropanol, 2 mM DTT) wurde versucht das AmyB mit Acarbose
und ATP sowohl direkt zu kristallisieren (Co-Kristallisation) a's auch zunachst native
AmyB-Kristalle herzustellen und dann mit verschieden Konzentrationen von Acarbose
oder ATP zu versetzen (Soaking). Der Uberwiegende Teil dieser Versuche wurde mit
inaktivem AmyB durchgefihrt, fir einen geringen Teil der Versuche stand jedoch iso-
liertes AmyB zur Verflgung, das nachweislich aktiv war. Bei der Strukturaufkl&rung
der nativen Kristalle zeigte sich alerdings, dal3 kein Unterschied bei Zellkonstanten
oder der Faltung nachgewiesen werden konnte (Dr. A. Dickmanns, unverdffentlichte
Ergebnisse).

Auffélig bel mit ATP oder Acarbose co-kristallisierten und gesoakten Kristallen
war die schlechte Beugung des Rontgenstrahls. Nur etwa jeder zwanzigste Kristall

65



3.ERGEBNISSE

lieferte Streudaten, die konservativ bis 3 A auswertbar gewesen wéren, wahrend native
Kristalle mit verwertbaren Daten von 2.6 A keine Seltenheit waren. Das gleiche
Phanomen liel sich auch, sofern Kristalle entstanden waren, bei den anderen Co-
Kristallisations- und Soaking-Versuchen (Fe**, Mn*, Zn**, Glukose und Maltose)
beobachten, wobei die Kristallisation von AmyB durch Mn** und Zn** vollkommen
verhindert wurde.

Als Gemeinsamkeit aler gemessener Datensdtze konnte bei der Auswertung
festgestellt werden, dal? keiner der getesteten Co-Faktoren in die AmyB-Kristalle einge-
lagert wurde. Mit der Differenzelektronendichte Fo-F. kdnnen anhand negativer und
positiver Elektronendichten Fehler beim Strukturbau im AmyB-Modell aufgefunden
werden. Wird ein Ligand an ein Protein gebunden, ist sowohl in der Differenz-
elektronendichte Fo-F¢ als auch in der Differenzel ektronendichte 2F,-F. eine positive
Dichte zu erkennen. Da in keinem der ausgewerteten Datensétze eine zusétzliche positi-
ve Dichte zu erkennen war, kann die Aussage getroffen werden, dal3 keine Co-Faktoren

an AmyB gebunden kristallisiert wurden.
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3.6 ERMITTLUNG VERWANDTER STRUKTUREN MIT HILFE DER DALI-SUCHE

Die bei der Strukturlésung von AmyB erhaltenen Atomkoordinaten wurden mit
Hilfe des DALI-Servers (HOLM & SANDER, 1993; www.ebi.ac.uk/dali/) mit allen be-

kannten Proteinstrukturen verglichen.

Tabelle 3.2: Dieersten 11 Treffer mit einem Z-Faktor >5 der DALI-Suche

FSSP FAM LI ES OF STRUCTURALLY SIM LAR PROTEINS, VERSION 1.0 (Apr 1 1995)
CREATED Thu Feb 19 16:50:21 GMTI 2004 for dali on sputnik2-node2. ebi.ac. uk
METHOD Dali ver. 2.0: Holm L., Sander, C (1993) J.Ml.Biol. 233,123-138
DATABASE 4322 protein chains

PDBI D 6452- X
SEQLENGTH 516
NALI GN 135

WARNI NG pairs with Z<2.0 are structurally dissinlar

## SUMVARY: PDB/chain identifiers and structural alignnment statistics
NR. STRID1 STRID2 Z RVBD LALI LSEQ % DE REVERS PERMUT NFRAG TOPO PROTEI N

1. 6452-X 1ufa-A 41.5 1.9 458 501 35 0 0 21 S tt 1467 protein

2: 6452-X 1kiw-A 25.2 3.2 299 615 19 0 0 37 S 4- a-

gl ucanot r ansf er ase

3: 6452-X 1nyl-A 10.5 3.2 182 231 7 0 0 22 S probabl e pol ysac-
chari de deacetyl ase pdaa fragnent (targ

4: 6452-X 1o7d-A 9.6 3.9 212 291 14 0 0 23 S | ysosonmal al pha-
mannosi dase (al pha-b mannosi dase, |ysos

5: 6452-X 1lhxk-A 8.3 3.8 320 1014 12 0 0 34 S al pha- mannosi dase
ii (golgi al pha-mannosi dase ii)

6: 6452-X 1lhty-A 8.3 3.7 316 1014 11 0 0 35 S al pha- mannosi dase
ii (golgi al pha-nannosidase ii)

7: 6452-X 1lhww+A 8.2 3.7 316 1014 12 0 0 34 S al pha- mannosi dase
i

(gol gi al pha-mannosi dase ii)

8: 6452-X 1fpo-A 5.7 10.2 66 171 5 0 0 58S chaperone protein
hscb (hsc20) Mutant

9: 6452-X 1i60-A 5.1 4.1 175 278 8 0 0 25 S ioli protein

10: 6452-X 1b4k-A 5.1 4.2 180 326 8 0 0 24 S 5-am nol evulinic
aci d dehydratase (porphobilinogen synt

11: 6452-X 1a49-A 5.1 4.2 179 519 4 0 0 31 S pyruvat e ki nase

bi ol ogi cal _unit

The followi ng notation is used for data col ums:

STRI D1/ STRI D2 PDB identifiers of search structure and aligned structure with
chain identifier
z Z-score, i.e., strength of structural simlarity in standard

devi ati ons above expexted. The matched structures are sorted
by Z-score. Only nmatches above a threshold of Z=2 are reported

RVSD posi tional root mean square deviati on of superinposed CA atons
in Angstrons

LALI total number of equival enced residues

LSEQ@ length of the entire chain of the equival enced structure

% DE percentage of sequence identity over equival enced positions

REVERS nunber of fragments matching in reversed chain direction

PERMUT nunber of topol ogical pernutations (loop reconnections between
query and matched structure)

NFRAG total nunmber of equival enced fragments

TOPO 'S sequential connectivity of equival enced fragnments

"N non-sequential alignnent
PROTEI N  COVPND record fromthe PDB file of the aligned structure
SeqNo, PDBNo, AA, STRUCTURE, BPl1, BP2, ACC
sequential and PDB residue nunbers, anmino acid (lower case =
Cys), secondary structure, solvent exposure as in DSSP
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Das erhaltene Ergebnis (Tab. 3.2) weist dabei z.B. Informationen tber den Ver-
wandtschaftsgrad (Z-Faktor) der gefundenen Strukturen zu AmyB und die Bereiche, in
denen Elemente der jeweiligen Strukturen mit AmyB Ubereinstimmen, auf. Die grofdten
Ubereinstimmungen zeigten sich bei 1UFA, einem uncharakterisierten neuen Enzym
aus Thermus thermophilus Hb8 (IDAKA ET AL., 2003) mit einem Z-Faktor von 37,2

(Tab. 3.2). Ein Vergleich zeigt bis auf kleinere Abweichungen zwei fast identische
Strukturen (Abb. 3.11).

AmyB 1UFA

Abbildung 3.11: Struktur und C,-Skelett der untersuchten o-Amylase AmyB (A) aus
Thermotoga maritima MSB8 im Vergleich mit der Struktur und C,-Skelett von
1UFA (B) aus Thermus thermophilus Hb8
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Da bisher nur die Struktur aber keine Funktion von 1UFA bekannt ist, war der
Treffer mit dem zweithochsten Z-Faktor jedoch interessanter. Es handelte sich dabei um
die 4-a-Glukanotransferase aus Thermococcus litoralis, eéinem nadher beschriebenen
Enzym, das der GHF 57 zugeordnet wird (IMAMURA ET AL., 2003). Aufgrund seiner
biochemischen Eigenschaften wurde auch das untersuchte AmyB aus Thermotoga
maritima MSB8 in diese Familie eingeordnet (FUTTERER, 2001).

3.6.1 Vergleich von AmyB mit der 4-a-Glukanotransferase

Die beiden in die GHF 57 eingeordneten Proteine AmyB und 4-a-Glukano-
transferase (1K1Y /1K1W: PDB-KUrzel mit beziehungsweise ohne Acarbose) weisen in
grofen Bereichen hohe strukturelle Gemeinsamkeiten auf. Besonders auffélig sind die
Ubereinstimmungen im katalytischen Zentrum. Dieses besteht in beiden Fallen aus
einem verzerrten und um ein B-Faltblatt und eine a-Helix verkirztes (B,a)s-Fal3. Das
verkirzte (B,o)7-Fald ist ein in der GHF 57 zu findendes Strukturelement
(www.cnrs-mrs.fr/~cazy/CAZY lindex.html), das fir diese Familie charakteristisch i<t.
Neben der katalytischen Doméne (Doméne A) besitzt die 4-a-Glukanotransferase noch

eine p-Faltblatt-reiche Domane (Doméne B), an die Ca®* gebunden wird.
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Caz+_
Bindungsstelle

Doméne A Doméne B

AmyB 1K 1W (ohne Acarbose)

Abbildung 3.12: Vergleich der Strukturen AmyB (A) und 1K1W (4-a-Glukanotransferase) aus
Thermococcus litoralis. Die Struktur 1K1W (B) weist neben der katalytischen
Doméne A auch noch eine weitere Doméne B auf, die eine Kalziumbindungs-
stelle enthélt. Beide Strukturen enthalten ein verzerrtes (B,a);-Fal3
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Ein Vergleich der Oberflachen-Potentiale zeigt, dal? beide Proteine an der
katal ytischen Bindungsstelle stark negativ geladen sind. Die negativen Ladungen deuten

auf optimale V oraussetzungen fur eine Bindungsstelle hin.

AmyB 1K 1Y

Abbildung 3.13: Oberfléchen-Potentiale von AmyB mit theoretisch gebundener Acarbose (A:
Acarbose in tirkis) und 1K1Y mit gebundener Acarbose (B: Acarbose in gelb)
in der Bindungstasche

Dal? die Acarbose sich perfekt an die Bindungstasche von 1K1Y anpaldt und die
beiden katalytisch notwendigen Aminosaurereste Asp214 und Glul23 durch das Stick-
stoffatom der Acarbose blockiert werden, konnte von IMAMURA ET AL. (2003) krigtallo-

graphisch gezeigt werden.

Abbildung 3.14:
Asp214 Blockierung der Bindungsstelle

% Glu123/Asp214 durch Acarbose in 1K1Y

Glul23
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Eine Bindung von Acarbose an die Bindungsstelle von AmyB konnte kristallo-
graphisch nicht beobachtet werden. Bei ndherer Betrachtung der AmyB-Bindungstasche
und einem Vergleich mit 1K1Y erkennt man die beiden, bei a-Amylasen konservierten
Aminosdurereste Aspartat (AmyB: Asp349) und Glutamat (AmyB: Glul85). Daneben
Ist erkennbar, dal3 drei weitere Aminosaurereste (Glu243, Ser247 und Thr469) in die
Bindungstasche hereinragen, die Platz fir die Bindung eines Acarbosemol ekils blockie-
ren.

Thiasg— 2

AR
Glul8s \

Glu243

Abbildung 3.15: Bindungstasche von AmyB mit theoretisch eingefligter Acarbose. Die Amino-
saurereste Glu243, Ser247 und Thr469 ragen in den Bereich der Acarbose hin-
ein. Im Oberflachenmodell ist deutlich zu erkennen, dal3 die Bindungstasche
fur Acarbose keinen Platz zur Anlagerung an AmyB bietet (A). Detaildarstel-
lung der beteiligten Aminosdureresten (B)
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Abbildung 3.16: Sterecansicht der Bindungstaschen von AmyB (orange) und 1K1Y (blau) im
Vergleich. Es ist deutlich zu erkennen, dal? die Acarbose in 1K1Y den ent-
sprechenden Platz zum Binden finden kann, wahrend bel Amy B Aminoséure-

reste in die Bindungsstelle hineinragen und damit eine Bindung verhindern

3.6.2 Vergleich von AmyB mit 1JUFA aus Thermus thermophilus Hb8

Wie bereits in Abbildung 3.11 zu erkennen ist, sind sich die beiden Strukturen
von AmyB und 1UFA sehr ahnlich. Bei einer ndheren Betrachtung der moglichen
Bindungsstelle wird deutlich, dal3 1UFA ebenso wie das AmyB die Bindungsstelle auf
ahnliche Weise blockiert (Abb. 3.17). Da eine Sequenzhomologie von ~30% zu
beobachten ist (vgl. Anhang A.3), handdlt es sich bei AmyB und 1UFA um struktur-
homol oge Proteine mit wahrscheinlich hnlicher oder sogar gleicher Aufgabe.

Abbildung 3.17: Stereodarstellung der Bindungsstellen von AmyB (orange) und 1UFA
(magenta) mit einer theoretisch eingefligten Acarbose. In beiden Fallen wird

die Bindung von Acarbose durch hereinragende Aminoséurereste verhindert
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4. DISKUSSION

4.1 REKONSTITUTION UND KRISTALLISATIONSVERSUCHE EINES SRNP-

KOMPLEXES

Nach ihrer Prozessierung werden die meisten RNAS posttranskriptional
modifiziert. Neben der Umwandlung von Uridin in Pseudouridin ist die Methylierung
der 2’'-Hydroxylgruppe von Zuckerresten die am haufigsten auftretende Modifikation
durch snoRNAs beziehungsweise SRNAs in Archaea. Bei den C/D-Box snoRNAS lagert
sich die reife RNA an einen komplementaren Abschnitt, der vor dem Beginn der D-
oder D’-Box liegt (BACHALLERIE ET AL., 1995), an die snoRNA an und wird am funften
Nukleotid vor dem Start der D-Box methyliert (Tycowskl ET AL., 1996, Kiss-LAszLO
ET AL., 1998). Der Prozel3 der Methylierung von rRNAS findet aber nicht allein an den
snoRNAs statt, sondern benétigt nukleolére Proteine, die zusammen mit der snoRNA
einen snoRNP-Komplex bilden. Vergleicht man die Sequenzen von C/D-Box snoRNAS,
die zwel hoch konservierte C- und D-Motive enthalten, und die U4 snRNA, stellt man
fest, dal3 die snoRNA die gleiche Struktur wie die U4 snRNA ausbildet. Die dabel ge-
bildete purinreiche 5+2 Schleife (vgl. Abb. 1.2), die von zwei Stammen flankiert wird
(WEINSTEIN & STEITZ, 1999; WATKINS ET AL., 2000), bindet z.B. an das humane
15,5 kDa Protein (NOTTROTT ET AL., 1999). Ohne die Bindung dieses Proteins an die
snoRNA konnten die anderen, fir die Methylierung benétigten Proteine nicht angelagert
werden. An archaebakteriellen Homologen der Proteine und den SRNAs aus
verschiedenen Sulfolobus Stdmmen konnten die gleichen Beobachtungen gemacht
werden (OMER ET AL., 2002). Um herauszufinden, wie kurz eine RNA sein darf, die nur
die konservierten Motive C und D, die kurzen flankierenden Stdmme und einen kurze
zweite Schleife enthdlt, wurden in vitro transkribierte RNAs verschiedener Langen in
Band-Shift Experimenten untersucht. Dabei konnte eine 28 Nukleotide lange RNA
identifiziert werden, die sowohl einen Komplex mit aL7 (homolog zu 15,5 kDa) aushil-
det als auch die anderen Proteine anschlief3end anlagert (Abb. 3.6). Ferner konnte beo-
bachtet werden, dal? die Proteine aNop56 und aFibrillarin ohne aL7 keinen Komplex
mit der RNA ausbilden kdnnen.
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Nach Entfernung der nicht an den Gesamtkomplex gebundenen Komponenten
aus dem in vitro rekonstituierten Komplex aus sR13-28a, al.7, aNop56 und aFib durch
eine Gdfiltration wurde durch eine Anionenaustauscherchromatographie die Existenz
des sRNP-Komplexes, der alle RNA- und Protein-Komponenten enthdlt, verifiziert
(Abb. 3.8). Der entstandene sRNP-Komplex ist demnach fur einige Zeit stabil, muf3
aber wieder dissoziiert werden, da die entstandenen Kristalle ausschliefdlich aus den
Proteinen aFib und aNop56, das obendrein degradiert vorliegt, bestehen (Abb. 3.10).
Eine Mdglichkeit diese Beobachtung zu erkléren, wéaren noch vorhandene Proteasen in
der aNop56- oder der Komplexldsung. Diese Proteasen spalten das aNop56 in Frag-
mente auf, von denen eines eine GrofRe von 36 kDa besitzt und an aFib gebunden wird
(Abb 3.10). Dal3 der Spaltprozef? liber einen Zeitraum von 4-6 Wochen abléuft, kann am
aufgereinigten aNop56-Protein beobachtet werden, das in dieser Zeitspanne in en
36 kDa grof3es und mehrere kleinere Fragmente aufgespalten wird. Aus diesem Um-
stand wirde sich auch erkldren lassen, warum die Kristalle des aFib-aNop56-
Komplexes erst nach ~ 5 Wochen in einer flr sie optimalen Bedingung gebildet wurden.

Daneben kann auch die Dissoziation des Komplexes mit der Degradierung des
aNop56-Proteins einhergehen, indem das aNop56 im Bereich des abgespaltenen 12 kDa
grofen Fragments an den RNA-aL 7-Komplex und im Bereich des 36 kDa grof3en Frag-
ments an das aFib gebunden ist. Ob das aNop56 am N- oder C-terminalen Ende oder
sogar an beiden Enden verkirzt wurde, mifdte Uber eine Proteinsequenzierung geklart
werden, denn das homologe Nop5p aus Archaeoglobus fulgidus, das um 150 Amino-
sauren kirzer ist, bindet sowohl in der C-terminalen als auch der N-terminalen Region,
wobei den Aminosaure-Resten Argl69 und Lys235 eine besondere Bedeutung beige-
messen wird (AITTALEB ET AL., 2003). Da die meisten Aminosauren des gut konservier-
ten C-Terminus nicht in Protein-Protein- oder Protein-Adomet-Interaktionen involviert
sind, und das Oberflachen-Potential des Nop5Sp-Fibrillarin Komplexes in diesem
Nop5p-Bereich eine hohe positive Ladung aufweist, gehen AITTALEB ET AL. (2003)
davon aus, dal3 das Nop5p an die RNA bindet. Durch Band-Shift Experimente konnte
diese Annahme untermauert werden. Trotz dieser Ergebnisse von AITTALEB ET AL.
(2003) bleibt ein genauer Assemblierungsmechanismus weiterhin unklar. Sie unterstiit-
zen die Vermutung, dal’ zumindest das C-terminale Ende des aNop56 durch Proteasen
verkirzt wird, und der SRNP-Komplex dissoziiert. In Kristallisationsansétzen mit aFib
und einem GluC-verdauten, definierten 36 kDa grof3en aNop56 konnten keine Kristalle
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erhalten werden, was zu der Annahme fihrt, dal3 auch das N-terminale Ende von

aNop56 im Ansatz mit dem Vallléngenprotein verkirzt wird.

4.2 AusBLICK: SRNP-KOMPLEX

Bisher konnten nur Komplexe aus einer verkirzten RNA und dem archae-
bakteridlen L7Ae-Protein aus Archaeoglobus fulgidus (MOORE ET AL., 2004) be-
ziehungsweise dem humanen 15,5 kDa Protein (VIDOVIC ET AL., 2000) auf der einen
Seite und den zwel Proteinen Fibrillarin und Nop5p (AITTALEB ET AL., 2003) auf der
anderen Seite kristallisiert werden. Sowohl AITTALEB ET AL. (2003) als auch MOORE ET
AL. (2004) postulieren, dal3 die verwendete RNA fir einen Gesamtkomplex aus allen
vier Komponenten sowohl die C/D-Box als auch die C'/D’-Box beinhalten mul3, dadie
Proteine ein Heterodimer bilden, das durch die RNA und das Nop zusammen gehalten
wird. Fir weitere Kristallisationsversuche muf3 daher entweder eine neue RNA, die so-
wohl das C/D-Moativ als auch das C'/D’-Motiv enthélt, kongtruiert und synthetisiert
werden, oder die Wildtyp-RNA sR1 in grofem Malistab vervielfaltigt und gereinigt
werden.

Der bei dem verwandten Archaeoglobus fulgidus kristallisierte strukturell aufge-
klarte Komplex der C/D-Box Proteine Nop5p und Fibrillarin, konnte mit den orthologen
Proteinen aNop56 und aFib aus Sulfolobus solfataricus ebenfalls kristallisiert werden,
wobei das aNop56 im Kristall in degradierter Form vorlag. Da die erhaltenen Komplex-
kristalle extrem fragil waren und kaum erkennbar streuten, it es moglich, dal3 ent-
stehende Kristalle des Gesamtkomplexes mit RNA und allen drei Proteinen ebenfalls
solche Eigenschaften aufweisen. Daher wird es noétig, ein geeignetes System zu etablie-
ren, dal3 den Komplex schiitzt und die Streudaten verbessert. Daneben wére es ebenfalls
sinnvoll, dafl3 degradierte aNop56 ansequenzieren zu lassen, um herauszufinden, wo eine
Verklrzung stattfindet.
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4.3 VERGLEICHENDE UNTERSUCHUNGEN VON AMYB MIT VERWANDTEN

STRUKTUREN

4.3.1 Charakteristische Sequenz- und Strukturelemente von AmyB, einem Mit-
glied der Glykosyl-Hydrolase Familie 57

AmyB, en Enzym mit a-Amylase Aktivitdt, wurde 2001 von FUTTERER auf-
grund seiner enzymatischen und chemischen Eigenschaften als Mitglied der Glykosyl-
Hydrolase Familie 57 charakterisiert. Das hervorstechendeste Kennzeichen der
a-Amylase Familien, die katalytische Doméane in Form eines (B,a)s-Fasses, das zum
ersten Mal 1980 in der a-Amylase A aus Aspergillus oryzae identifiziert wurde
(MATSUURA ET AL., 1980), kann auch in der Struktur des GHF Mitglieds AmyB aus
Thermotoga maritima MSB8 wiedererkannt werden (Abb 3.11). Beim Ubereinander-
legen der Strukturen eines typischen a-Amylase Fasses mit dem AmyB-Fal3 wird so-
wohl eine Verkirzung um ein p-Faltblatt und eine a-Helix als auch eine Verzerrung des
Fasses deutlich. Dal3 es sich bel dem fehlenden Teil des katalytischen Fasses um das
erste B-Faltblatt und die erste a-Helix handelt, wird durch einen Vergleich der Sequen-
zen sichtbar. Zwar sind sich die Familienmitglieder der a-Amylasen in ihrer Gesamt-
sequenz nur zu maximal 10% ahnlich (JANECEK, 1997; PUJADAS & PALAU, 2001), aber
sie besitzen charakteristische Aminosaure-Sequenzmotive (FRIEDBERG, 1983; ROGERS,
1985; NAKAJMA, 1986) mit einigen hoch konservierten Aminosduren. So sind zwel
dieser konservierten Aminosauren das Glycin 56 und das Prolin 64. Sie schliefzen am
C-terminalen Ende des zweiten B-Faltblattes eine 7-9 Aminosauren lange Sequenz ein
und lassen in den meisten Féllen eine Unterscheidung zwischen a-Amylasen (7 Amino-
sauren) und Cyclodextrin Glukanotransferasen (8 Aminosauren) zu (JANECEK ET AL.,
1995; MACGREGOR ET AL., 2001). Und eben diese zwel Aminosauren kdnnen im ersten
Faltblatt von AmyB identifiziert werden, wobei allerdings das gesamte B-Faltblatt Uber-
spannt wird, und insgesamt 10 Aminosauren eingeschlossen werden. Der Vergleich der
konservierten Sequenz, die bei a-Amylasen eingeschlossen wird, und der AmyB-
Sequenz zeigt, dal3 bei der AmyB-Sequenz Uberwiegend hydrophobe Reste auftreten,
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wahrend bei den a-Amylasen hydrophobe Reste und Reste, die sowohl hydrophob als
auch hydrophil reagieren konnen, im gleichen Verhaltnis vorkommen.

Das katalytische Zentrum des zentralen Strukturelements der a-Amylasen liegt
in alen bekannten (B,a)s-Fal3-Strukturen am C-terminalen Ende (FARBER & PETSKO,
1990; BRANDEN & Toozg, 1991). Be der Uberprifung verschiedener AmyB-
Strukturmodelle (Oberflache, Oberflachen-Potentiale und Ribbon-Modell) erkennt man
auf der C-terminalen Seite des (B,a);-Fasses eine eindeutige Bindungstasche (Abb. 3.13
+3.15).

Entsprechend den Aminosauren Aspartat 206 und Glutamat 230 in der TAKA-
Amylase A (QIAN ET AL., 1994), konnten in AmyB die Aminosauren Glul85 und
Asp349 als katalytische Reste identifiziert werden (Prof. Dr. W. Liebl, personliche Mit-
teilung). Von den weiteren funf konservierten Aminosauren, die typischerweise bei
a-Amylasen im aktiven Zentrum vorhanden sind, sind die Histidine 10 und 12 (TAA:
His122 und His296) und das Arginin 471 (TAA: Arg204) im aktiven Zentrum von
AmyB auffindbar.

T Sy

e /J’% \/*{i}%

= 4

Abbildung 4.1: Stereodarstellung des aktiven Zentrums von AmyB. Das Zentrum enthélt so-
wohl die katalytischen Aminosduren Glul85 und Asp349 als auch die Amino-
sduren His10, His12 und Arg471

D.h. in der Sequenz eines Mitglieds der GHF 57 konnten funf der sieben in der GHF 13
hoch konservierten Reste im aktiven Zentrum wiedererkannt werden. Aus
dieser Tatsache und der a-Amylase Aktivitét 183t sich folgern, dald es sich bei der

Amylase AmyB aus Thermotoga maritima MSB8, ebenso wie die a-Amylase aus
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Methanococcus jannaschii (JANECEK, 1998), um ein Intermediat zwischen der GHF 13
und der GHF 57 handeln kénnte.

4.3.2 Vergleich von AmyB mit anderen (#,a)--Strukturen

Anhand der Atomkoordinaten von AmyB konnte mit Hilfe des DALI-Servers
eine Reihe verwandter Strukturen ermittelt werden. Dabel wurden zwei Strukturen ge-
funden, die im Bereich des (B,a);-Fasses einen Verwandtschaftsgrad (Z-Faktor) von
37,2 (Gesamtsequenz: 41,5 fur 1UFA aus Thermus thermophilus Hb8) und 21,4 (Ge-
samtsequenz: 25,2 fur die 4-a-Glukanotransferase aus Thermococus litoralis) aufweisen

(Gesamtsequenz vgl. Tab. 3.2).

4.3.2.1 AmyB und die Thermococcus litoralis 4-a-Glukanotransferase

An der 4-a-Glukanotransferase aus Thermococcus litoralis wurde die erste
Struktur eines Mitglieds der GHF 57 aufgeklart (IMAMURA ET AL., 2003). Bis zu diesem
Zeitpunkt war Uber Enzyme der GHF 57 nur wenig bekannt. So wulite man aus Cross-
Link-Experimenten Uber die 4-a-Glukanotransferase ausschlief3dlich, daf3 das Glutamat
123 als Nukleophil bei der katalytischen Reaktion fungiert (IMAMURA ET AL., 2001). Mit
Aufklarung der Struktur der Acarbose-komplexierten 4-a-Glukanotransferase, konnte
das aktive Zentrum in der N-terminalen Doméne A lokalisiert werden. Dabel besetzt
Acarviosin, die inhibitorische Disaccharid-Einheit der Acarbose, die Bindungsstellen -1
und +1 und blockiert die Reaktion des Nukleophils. Auf diese Art und Weise wird in
den meisten a-Amylasen das aktive Zentrum durch Acarbose blockiert (PRzYLASET AL.,
2000). Durch seine Nahe zum C,-Atom des Valienamin-Teils der Acarbose kann das
Glul23 nur als katalytisches Nukleophil angreifen, wahrend die einzige weitere saure
Aminosaure, Asp214, durch seine Nahe zum Stickstoff nur als Sdure/Base-Katalysator
in Frage kommt (Abb. 3.14).

Der Vergleich der AmyB-Struktur mit der Acarbose-komplexierten
4-a-Glukanotransferase zeigt zwei Strukturen, die in grof3en Bereichen ihrer kata-

lytischen Fasser Ubereinstimmen (Abb. 3.12). Geht man auf die Aminosauren-Ebene der
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katalytischen Zentren, kann man erkennen, da3 das aktive Zentrum der
4-a-Glukanotransferase weiter aufgeklappt ist als das von AmyB, und somit die Mog-
lichkeit besitzt, gréf3ere Saccharide aufzunehmen. Das Nukleophil Glul23 aus der
4-a-Glukanotransferase und das Glul85 aus AmyB liegen beide in der gleichen
Orientierung vor, wodurch eine Funktion als Nukleophil des AmyB Glul85 durchaus
sinnvoll erscheint (Abb. 3.16). Daneben sind die Aspartat-Reste zueinander verdreht
(Abb. 3.16). Dies konnte neben einigen anderen Anhaltspunkten ein Hinweis darauf
sein, dal3 die Konformation im aktiven Zentrum verandert wird, um Saccharide zu
binden. Weitere Zeichen fur eine bendtigte Konformationsanderung sind die Amino-
saure-Reste Glu243, Ser247 und Thr469, die ale in den Bereich ragen, wo sich Poly-
saccharide anlagern sollten, es aufgrund von Platzmangel jedoch nicht kénnen (Abb.
3.15 A + B). Be der 4-a-Glukanotransferase konnte ein Aufklappen des aktiven
Zentrums bei der Bindung von Acarbose beobachtet werden (IMAMURA ET AL., 2003).
Dies untermauert die Annahme, dal3 das aktive Zentrum der a-Amylase AmyB gleich-
falls aufklappt, um ein Zuckermolekil zu binden. Auch am Oberflachen-Potential von
AmyB lassen sich die optimalen Voraussetzungen fur die Bindung von Zucker-
molekilen durch eine stark negative Ladung der Bindungstasche ausmachen (Abb.
3.13).

Im Gegensatz zur 4-a-Glukanotransferase konnte in AmyB keine Bindung von
einem Ca’*-lon beobachtet werden, was durch das Fehlen der Doméne B erklart werden
kann. An der Doméne B wird das Ca’*-lon entweder ganz gebunden oder zur
Stabilisierung der katalytischen Doméane zum Teil an das aktive Zentrum und zum an-
deren Tell an die Doméne B gebunden, ein Phdnomen, das ebenfalls in echten

a-Amylasen auftritt (BOEL ET AL., 1990).

4.3.2.2 AmyB und 1UFA

Den hdchsten Verwandtschaftsgrad zu AmyB weist ein bisher uncharak-
terisiertes Enzym aus Thermus thermophilus Hb8 auf. Der Vergleich beider Strukturen
zeigt zwel fast identische Strukturbilder, die nur durch kleinere Abweichungen, wie z.B.
einer etwas langeren a-Helix oder kurzer B-Faltbldtter in nur einer Struktur, unter-
schieden werden kénnen (Abb. 3.11).
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Stellt man die Sequenzen der beiden Enzyme gegeniber, ist trotz der struk-
turellen Homologie nur eine Ahnlichkeit der Sequenzen von ~30% zu erkennen. Trotz
der fehlenden Sequenzhomologie sind sich die beiden Enzyme so ahnlich, dal3 sie die
Bindungstasche fur ihr Substrat unzuganglich machen, indem mehrere Aminosaure-
Reste in die Bindungstasche hineinragen (Abb. 3.17), d.h. auch 1JUFA mul} seine ge-
schitzte Bindungstasche aufklappen, um en Zuckermolekil binden zu kénnen.
Fehlende Sequenzhomologien der beiden Enzyme fuhren in diesem Fall zu der An-
nahme, dal3 bei der Entwicklung des (B,a)7-Fasses auch die Theorie der konvergenten
Evolution, sprich der Entwicklung desselben Motives aus unterschiedlichen

Urspringen, nicht vollig ausgeschlossen werden kann.

4.3.3 Thermostabilitat von AmyB und anderen GHF 57 Familienmitgliedern

Es gibt zwe Begriindungen, warum die Thermostabilitét bel Proteinen, also
auch bel a-Amylasen, ansteigt. Zum einen gehen Suzuki und Mitarbeiter davon aus,
da’ eine ansteigende Zahl von Prolinen an bestimmten Stellen im Protein von ent-
scheidender Bedeutung sind (Suzukl ET AL., 1987; Suzuki, 1989). Diese Behauptung
konnte durch Untersuchungen an Oligo-1,6-Glukosidasen aus drei unterschiedlich
thermostabilen Bacillus Stdmmen untermauert werden (WATANABE ET AL. 1991, 1994
& 1996). Sie konnten zeigen, dal’ die Thermostabilitét der Oligo-1,6-Glukosidasen zu-
nahm, je mehr Proline im Protein vorhanden waren. Einen besonderen Einflul? auf die
Thermostabilitét zeigten dabel Proline, die an zweiter Stelle in den B-Schleifen und am
Anfang von o-Helices auftraten. Anhand dieser Gegebenheiten kann die Thermo-
stabilitdt von AmyB jedoch nicht eindeutig begriindet werden, denn bei einer genaueren
Betrachtung der prozentualen Anteile an Prolinen in AmyB und den Oligo-1,6-
Glukosidasen, stellt man fest, dal? AmyB zwischen der thermolabilen und der leicht
thermostabilen Glukosidase angesiedelt wéare. Fur die Theorie der Stabiliserung durch
Proline spricht dagegen die Tatsache, dal3 von den zwanzig in AmyB vorkommenden
Prolinen sieben an Positionen in den B-Schleifen und a-Helices, die eine Bedeutung fir
die Thermostabilitét haben, lokalisiert sind. Es befindet sich nur ein Prolin an der zwel-
ten Stelle in einer B-Schleife, jedoch zwel weitere an der dritten Position. Die restlichen

sechs der sieben Proline liegen in der ersten Windung der a-Helices.
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Zum anderen wird die Thermostabilitét von Proteinen dadurch erkléart, dal3 das
Innere des Proteins mdglichst viele hydrophobe Aminosauren enthélt, wahrend die
Aminosauren auf der Oberflache Uberwiegend hydrophil seien sollten. Im Besonderen
beachtet man bel den a-Amylasen das (B,a);-Fal’ und seine Hydrophobie im Inneren des
Fasses, respektive der B-Faltblatter, und die Hydrophilie auf der AulRenseite der
a-Helices. Bei der genaueren Betrachtung der B-Faltblatter im Inneren des (B,a),-Fasses
von AmyB wird deutlich, dai die p-Faltblétter zu 62% aus hydrophoben Aminoséuren
bestehen, wahrend nur 16% der Aminosauren hydrophil sind. Eine solch deutliche Ver-
schiebung zu den hydrophoben Aminoséuren, wie sie in den B-Faltbléttern stattfindet,
lat sich bei den a-Helices zur anderen, hydrophilen Seite hin nicht beobachten. Aul3er
der sechsten Helix des (B,a)7-Fasses (entspricht der siebten Helix in (B,o)s-Féssern der
GHF 13) bestehen alle anderen a-Helices aus einer dhnlichen Anzahl von hydrophilen
und hydrophoben Aminosauren. Die Hydrophilie der a-Helices wird nur durch Amino-
sauren erreicht, die sowohl hydrophil als auch hydrophob reagieren kénnen, Uber-
wiegend aber hydrophil agieren. Das die a-Heix 6 mehrheitlich aus hydrophoben
Resten besteht, |83t sich durch das Vorliegen im Inneren des Proteins erklaren und wird

auch in anderen a-Amylase (B, a)s-Fassern beobachtet (JANECEK, 1993).

4.4 AusBLICK: AMYB

Bei der Struktur von AmyB ist deutlich zu erkennen, dal3 die Bindungstasche mit
den katalytischen Aminosauren Asp349 und Glul85 nicht gentgend Platz fir die
Spaltung langkettiger Saccharide beziehungsweise in umgekehrter Richtung den Auf-
bau solcher Saccharide bietet. Aufgrund dieser Beobachtungen wird deutlich, dal3 im
aktiven Zentrum von AmyB eine Anderung der Konformation stattfinden mul3, um eine
Bindung von Sacchariden zu ermdglichen. Ob und wie anschlief3end Polysaccharide
wahrscheinlich gespalten werden, ist ebenfalls noch zu untersuchen.

Unter den bisher gegebenen Hochsalz-Bedingungen, in denen native und auch
Selenomethionin Kristalle gewachsen sind, ist es unmoglich Kristalle zu zlichten, an die
ein Co-Faktor durch Co-Kristallisation binden kann. Dies ist auf den Umstand zurtick-
zufUhren, dal3 Proteine ihre Konformation in hohen Salz-Konzentrationen ungern ver-

andern. In weiterfiihrenden Versuchen mifdte nun geklart werden, ob Kristale unter
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4. DISKUSSION

anderen Kristallisationsbedingungen, die deutlich weniger Salz enthalten, wachsen.
Diese Kristalle sollten die gleiche Raumgruppe aufweisen, und sich neben der nativen
Form auch in einer z.B. mit einem Zucker komplexierten Form produzieren lassen. Um
eine konformelle Anderung des aktiven Zentrums nicht zu behindern, sollte das in
diesen Versuchen eingesetzte Protein aktiv sein. Auch eine Anhebung der Temperatur
beim Kristallisieren kénnte die entstehenden Kristalle der thermophilen Amylase AmyB
positiv beeinflussen. Komplexierte Kristalle kénnen dann weiteren Aufschluf? Gber die
Funktion und den Katalyse-Mechanismus liefern, die dann unter biochemischen

Gesichtspunkten verifiziert werden miissen.
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ANHANG

A.1 ABKURZUNGSVERZEICHNIS

A Adenin

AmyB Amylase B

APS Ammoniumpersulfat
ATP Adenosintriphosphat

Bis-Tris Bis(2-hydroxyethyl)iminotris(hydroxymethyl)methan
C Cytosin

CTP Cytosintriphosphat

DNA desoxyribonucleic acid (Desoxyribonukleinsaure)
DTT Dithiothreitol

E. coli Escherichia cali

EDTA Ethylendiamintetraessigsaure

FPLC Fast Protein Liquid Chromatographie
G Guanin

GHF Glykosyl-Hydrolase Familie

GH-H Glykosyl-Hydrolase Familie Stamm H
GTP Guanintriphosphat

h Stunde

H2Obidest doppelt entsal ztes Wasser

HR High Resolution

IPTG | sopropyl-B-D-thiogal aktopyranosid
K Kelvin

kb Kilo-Basenpaare

kDa Kilo-Dalton

LB Luria Bertani

M Molar

mA Milliampere

MeV Mega Elektronenvolt
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min

mM
MPD
MRNA
MRP
MW
Nop

oD

PAA
PDB
PEG
pET
pra-RNA
pré-rRNA

RNA
RNase
rRNA

RT

s

SDS
SDS-PAGE
snRNA
SnoRNA
snoRNP

SRNA
sRNP
TAE
TEMED
TIM
Tris
tRNA

Minute

Millimolar

2-Methyl-2,4-pentandiol

messenger ribonucleic acid (Boten-Ribonukleinsaure)
Mitochondrial RNA Processing

Molekulargewicht

nucleolar protein (nukleol&res Protein)

optische Dichte

Polyacrylamid

Protein Datenbank

Polyethylenglykol

Plasmid zur Expressionin T7

precursor ribonucleic acid (Vorlaufer Ribonukleinsiure)
precursor ribosomal ribonucleic acid (Vorlaufer-ribosomale Ribonuklein-
saure)

ribonucleic acid (Ribonukleinsiure)

Ribonuklease

ribosomal ribonucleic acid (ribosomale Ribonukleinsaure)
Raumtemperatur

Sekunde

Natriumdodecylsulfat

Natriumdodecyl sulfat-Polyacrylamid-Gel el ektrophorese

small nuklear ribonucleic acid (kleine nukledre Ribonukleinsdure)
small nucleolar ribonucleic acid (kleine nukleoldre Ribonukle nséure)
small nucleolar ribonucleic particle (kleiner nukleoldrer Ribonukleo-
protein Partikel)

small ribonucleic acid (kleine Ribonuklei nsaure)

small ribonucleic particle (kleiner Ribonukleoprotein Partikel)
Tris-Acetat- Ethylendiamintetraessigsaure
N,N,N’,N’-Tetramethylendiamin

Triosephosphatisomerase

Tris-(hydroxymethyl) aminomethan

transfer ribonucleic acid (Transfer-Ribonukleinsaure)
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U Uridin

UTP Uridintri phosphat

viv Volumenprozent

wiv Gewi chtsvolumenprozent

A.2 AMINOSAUREN

Aminosaure Drei-Buchstabencode Ein-Buchstabencode
Alanin Ala A
Arginin Arg R
Asparagin Asn N
Asparaginsaure/ Aspartat Asp D
Cystein Cys C
Glutamin GIn Q
Glutaminsdure/Glutamat Glu E
Glycin Gly G
Histidin His H
Isoleucin lle I
Leucin Leu L
Lysin Lys K
Methionin Met M
Phenylalanin Phe F
Prolin Pro P
Serin Ser S
Threonin Thr T
Tryptophan Trp wW
Tyrosin Tyr Y
Valin val Vv
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A.3 PROTEIN-SEQUENZALIGNMENT: AMYB-1UFA

anybxx0
1UFAxx1

anybxx0
1UFAxx1

anybxx0
1UFAxx1

anybxx0
1UFAXx1

anybxx0
1UFAxx1

anybxx0
1UFAxx1

Pri m cons.

10 20 30 40 50

I

MRGKI LI FLHAHLPYVHHPEYDHFLEERW.FEAI TETYl PLLMVFD- - - -
XARFALVL HAHL PYVRAHGX- V\PFGEETLYEAXAETYL PLI R\/L ERL RA

. ******** * * * % -*** ‘k*k

60 70 80 90 100
| I I | I
El EDFRLTMSI TPPLMEM.SSRDL QEKYERHVEKLI ELANKEVERTKKEH
EG\/EAPFTLGI TPI LAEQ_ADARI KEGFV\AYAKDRL ERA(;IBDYQ?YR— -

* - *k*x * % *

110 120 130 140 150

|
PLKHKMAKFYREHFEKI LNVFRSYDGNI LEGFKKYQETGKLEI VTCNATH
TAL EASARHQ/AFV\ELTL DHFQ?L SGDLVAAF RKAEEGGQVELI TSNATH

* - . * * % * -*--* * k% %

160 170 180 190 200
| I I | |

AFLPLYQWPEVVNAQ TVGVKNYEKHVKKHPRG W.AECGYY- - - - - - -

GYSPLLG YDEALWAQ KTGVSTYRRHFAKDPTGFWW.PEXAYRPKGPVKP

* % * k- * k% * % * k- * x k- k*k % *

210 220 230 240 250

| I | I
---------- QGL DL YLAQNNVEYFFVDSHAFWFADEQPRYG - - - - - - -
PVEGPPEGVRPGVDELLXRAG RYTFVDAHLVQCHEPLSPYGEAALGPVE

* * * . * *** *

260 270 280 290 300

I
- - - - VYRPI MTPSGVFAFARDPESSEQVWSAAVGYPGEDPRYREFYRDI G
SQEATYH\/HEL ESGL RVLARNPET TLOQUW\BADYGYPGEGL YREFHRKD- -

skke kkoe o *kkk* * Kk ok k- *kkk Kk

SQEA2Y2222228G2222AR2PE222Q\/V\SA22GYP(3222YREF2R22C-IF

Abbildung A.1: Protein-Sequenz Alignment von AmyB und 1UFA

Alignment data: Alignment length : 561
I dentity (*) : 168 is 29.95 %
Strongly similar (:) : 103is18.36 %
Weakly similar (.) : 54is9.63 %
Different : 236 is 42.07 %
Sequence 0001 : amybxx0 ( 528 residues)
Sequence 0002 : TUFAXxx1 ( 520 residues)
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anybxx0
1UFAxx1

anybxx0
1UFAxx1

anybxx0
1UFAxx1

anybxx0
1UFAxx1

anybxx0
1UFAxx1

anybxx0
1UFAxx1

310 320 330 340 350

| I
DREMEY| KDYl DPSGVRI NTA KYHRI TSKSLDASCQKEYYDI DLAMEAVE

o G_HI—IV\R\/I’HRKADLAEKAPYDPEAAFAKTE
360 370 380 390 400

EHARDFLHKKESQARRLMDI MGVEPVI VAPFDAEL FGHWAFEGVFFLKRF
EHARHFVGLLERLAGRHP- - - - EG- VI LSPYDAEL FGHWAYEGVAW.EAV

*kkkk k- * * * ko ks kkhkhkkkhkkhkhkkhkkhkkkk k-

410 420 430 440 450

I | I
FELVNESKDLKLVTASEVI DTLEEVQ ATPADSSWEAGGYYETW.NGTND
L RL LAQ\IPKVRPVTAREAVQBPAVRTAL P- - EGSWCRGGEDHRVWILNEKTL

460 470 480 490 500
| | |
W YRHLHEM ERM DL SKKYYNSSDPL VERVLNQWL REL FLAQSSDVWAFI
DYV\EKVYRAEGAXREAARR ----- GVLPEGVL RQAXREL LLL EASD\/\PFL
510 520 530 540 550
I I I I I
MITRTSVQYAENRTKLHI KRFLNLYDQLVSGRI DEEM.RYYEW DAl FPE
XEI'GQAEAYARERYEEHARAFFHL LKGASP- - - - - EEL RALEERDNPFPE
. * * - % . * . * o« % * k% * * * k%
560
|
I NFRVVARDVI
ADPRLYLFREA

Abbildung A.1: Fortsetzung: Protein-Sequenz Alignment von AmyB und 1UFA

105



ANHANG

A.4 PROTEINSEQUENZEN DER SRNP PROTEINE AL7, ANOP56 UND AFIB

A.4.1al 7 (GenBank Nr. S75397)

1 manskasyv kfevpqdl ad kvl eavr kak

61 gpeei vahl p || cdekki py vyvsskkal g

121

vnei kgkt ss

A.4.2 aNop56 (GenBank Nr. AAK41215)

1 mmki yliehv igavaydeng nivdyitnpr

61
121
181
241
301
361

gevvveneae
sleytrrklr
eyativsrfg
| dlynirrnl
ekalfralrs
dql neql kkr

vpkl gal gyr vsyepyskvs

saagkrdl |l a i gavrandd

drgfltidsl

kel gf neqri

nnyl egvnke vapnvtal vg

ggr ppkhgi i

fqypai htsp

i dei kekfaq pppkkpgggk

A.4.3 aFib (GenBank Nr. AAK41216)

61
121
181

nmsevi t vkgt nmeni yecef ndgsfrilctr

| agai | kgl k tnpirkgtkv |yl gaasgtt

aqrrpnifpl

| adar f pgsy ksvvenvdvl

i karsi dvtk dpkei yktev ekl ensnfet
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esgki kkgtn
eacgl gvat a

dl gki teel |
rifreslpkv
dktinl fser
nril daakks
pal garl | si
rwgr gki ar a
pggpgkqggak

nl vpnf nvyg
i shvsdii el
yvdi agpdqt
i giinldpyd

ett kavergq
saai | epgea

nnekgi pf sa
ai di kf asne
I rewysi hf p
i gadi sedd

agsl del akm
| aakl ai aar
gkkggkrr gk

erlikyegve
ngkaygvef s
di ai ynakf f
kdhai vl sky

akl vi i aedv
kdl vdei i kr

tvel | kkvnp
edyynfl hel
el dkl i edhe
sanr m ant i
pastigvl ga
vdafsgrfig
rk

yrewnaf r sk
prvvrelllv
| kvngdm | v

kg



DANKSAGUNG

Herrn Prof. Dr. Ralf Ficner mdchte ich sowohl fir die Bereitstellung des Themas und
die hervorragenden Arbeitsbedingungen als auch fur den steten Gedankenaustausch

danken.

Herrn Prof. Dr. Oliver Einde danke ich fur die Bereitschaft, meine Doktorarbeit as

Zweitgutachter zu bewerten.

Fur wertvolle Tips und Hilfestellungen mit Linux und den Programmen zur Struktur-
aufklérung gehoért mein ganzer Dank Markus und Oliver. Fur wichtige Kniffe im Wet-
Lab-Alltag danke ich besonders Annette und Achim.

Angela, Annette, Christina, Christos und Peter Thomas danke ich fur die lustigsten und
diskussionsfreudigsten Momente im Labor und der Freizeit (P.S.: Wir kdnnten schon

lange reich und bertihmt sein!).

Fur die wertvolle technische Unterstiitzung bel der Aufreinigung der snoRNP-Proteine
maochte ich Winfried danken.

Allen anderen, hier nicht namentlich erwdhnten Labormitgliedern der AGs Ficner und

L dhrmann mdochte ich ebenfalls fiir die schone Zeit danken.

Danken mdchte ich auch meinen Geschwistern, die soviel Geduld haben, noch immer
auf ein Exemplar meiner Diplomarbeit zu warten. Ich gelobe Besserung und werde

mich beellen.

Thorsten, einfach firs da sein.

Der grofdte Dank gilt aber meinen Eltern. Euer Verstandnis gegeniiber meinem ,, sturen”
Kopf, den daraus resultierenden Ereignissen und eure Unterstiitzung wahrend der
langen Ausbildungszeit kann ich in keiner Weise wiedergutmachen.



LEBENSLAUF

Personliche Daten
Name

Vorname
Geburtsdatum/-ort
Familienstand
Staatsangehorigkeit
Schulbildung
08/1979-08/1983
08/1983-06/1993
Juni 1993
Studium

WS 1993/94

WS 1994/95
September 1996

Ende SS 1999
10/1999-09/2000

01/2001-09/2002

seit 09/2002

Steinke

Carmen

27.11.1972 in Attendorn
ledig

deutsch

Besuch der Grundschule Meinerzhagen-Valbert
Besuch des Ev. Gymnasiums Meinerzhagen
Allgemeine Hochschulreife am Ev. Gymnasium Meinerzhagen

Immatrikulation an der Westfélischen-Wilhelms Universitét
Munster; Fachrichtung Chemie/Diplom

Immatrikulation an der Westfélischen-Wilhelms Universitét
Munster; Fachrichtung Biologie/Diplom

Vordiplom im Fachbereich Biologie

mundliche Diplomprifungen im Fachbereich Biologie
Diplomarbeit in der Arbeitsgruppe Molekulare Zoophysiologie
von Prof. Dr. Walter Stocker an der Westfdlischen-Wilhelms
Universitét Munster.

Titel der Arbeit: Molekulare Analyse zur Verbreitung der Zink-
protease Meprinim Tierreich

Anfertigung der vorliegenden Dissertation am MPI fur Bio-
physikalische Chemie, Gottingen; Arbeitsgruppe Zdlulére Bio-
chemie von Prof. Dr. Reinhard Lihrmann, Untergruppe von
Dr. Ralf Ficner

Fortsetzung der Dissertation in der Arbeitsgruppe Molekulare
Strukturbiologie von Prof. Dr. Ralf Ficner an der Georg-August-
Universitét Gottingen.









	Präparation und röntgenkristallographische
	INHALTSVERZEICHNIS
	ZUSAMMENFASSUNG
	1. EINLEITUNG
	1.1 THERMOSTABILE MIKROORGANISMEN
	1.2 DIE WELT DER RIBONUKLEINSÄUREN
	1.2.1 KLEINE NUKLEOLÄRE RNAS
	1.3 AMYLOLYTISCHE ENZYME
	1.3.1 Glykosyl-Hydrolase Familie 13
	1.3.2 Glykosyl-Hydrolase Familie 57
	1.4 ZIELSETZUNG
	2. MATERIAL UND METHODEN
	2.1 MATERIALIEN
	2.1.1 Chemikalien
	2.1.2 Kulturmedien, Antibiotika und Medienzusätze
	2.1.3 Bakterienstämme
	2.1.4 Plasmide
	2.1.5 Oligonukleotide
	2.1.6 Restriktionsenzyme
	2.2 MOLEKULARBIOLOGISCHE METHODEN
	2.2.1 Isolierung von DNA aus Bakterien (Plasmidpräparation)
	2.2.2 Konzentrationsbestimmung von Nukleinsäuren
	2.2.3 Restriktionsanalyse
	2.2.4 Agarosegelelektrophorese
	2.2.5 Herstellung kompetenter Zellen
	2.2.6 Transformation von Plasmid-DNA in E. coli-Zellen
	2.2.7 In vitro Transkription (in vitro-Synthese von RNA)
	2.3 BIOCHEMISCHE METHODEN
	2.3.1 Heterologe Genexpression in E. coli
	2.3.2 Reinigung der exprimierten Proteine aus E. coli-Zellen
	2.3.3 Proteinbestimmung nach BRADFORD (1979)
	2.3.4 Diskontinuierliche SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese nach LAEMMLI
	2.3.5 Protein-Färbemethoden
	2.3.6 Band-Shift-Assay
	2.3.7 Rekonstitution des sRNP-Komplexes
	2.3.8 Autoradiographie
	2.4 RÖNTGENKRISTALLOGRAPHISCHE METHODEN
	2.4.1 Kristallisation biologischer Makromoleküle
	2.4.2 Co-Kristallisation und Derivatisierung durch Diffusion (Soaking)
	2.4.3 Kryo-Konservierung und Montage der Kristalle zur Datensammlung
	2.4.4 Strahlungsquellen
	2.4.5 Röntgenbeugung am Kristallgitter
	2.4.6 Prozessierung der Meßdaten
	2.4.7 Vergleich der AmyB-Struktur mit bekannten Strukturen
	3. ERGEBNISSE
	3.1 EXPRESSION UND REINIGUNG DER SRNP-PROTEINE aL7, aNOP56 UND
	3.1.1 aL7
	3.1.2 aNop56
	3.1.3 aFib
	3.2 BAND-SHIFT EXPERIMENTE
	3.3 REKONSTITUTION DES SRNP-KOMPLEXES
	3.4 KRISTALLISATION DER KOMPLEXE
	3.4.1 Optimierung der Kristallisationsbedingungen
	3.4.2 Röntgenbeugungsexperimente
	3.4.3 Analyse der Komplex-Kristalle
	3.5 CO-KRISTALLISATION UND SOAKING VON AMYB-KRISTALLEN
	3.6 ERMITTLUNG VERWANDTER STRUKTUREN MIT HILFE DER DALI-SUCHE
	3.6.1 Vergleich von AmyB mit der 4-
	3.6.2 Vergleich von AmyB mit 1UFA aus Thermus thermophilus Hb8
	4. DISKUSSION
	4.1 REKONSTITUTION UND KRISTALLISATIONSVERSUCHE EINES SRNPKOMPLEXES
	4.2 AUSBLICK: SRNP-KOMPLEX
	4.3 VERGLEICHENDE UNTERSUCHUNGEN VON AMYB MIT VERWANDTEN
	4.3.1 Charakteristische Sequenz- und Strukturelemente von AmyB, einem Mitglied
	4.3.2 Vergleich von AmyB mit anderen (
	4.3.3 Thermostabilität von AmyB und anderen GHF 57 Familienmitgliedern
	4.4 AUSBLICK: AMYB
	LITERATURVERZEICHNIS
	ANHANG
	A.1 ABKÜRZUNGSVERZEICHNIS
	A.2 AMINOSÄUREN
	A.3 PROTEIN-SEQUENZALIGNMENT: AMYB-1UFA
	A.4 PROTEINSEQUENZEN DER SRNP PROTEINE AL7, ANOP56 UND AFIB
	A.4.1 aL7 (GenBank Nr. S75397)
	A.4.2 aNop56 (GenBank Nr. AAK41215)
	A.4.3 aFib (GenBank Nr. AAK41216)

