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2 Einleitung

Wie schafft es ein hyperthermophiler Organismus, trotz extrem hoher Temperaturen seine
strukturelle Integritdt zu bewahren? Wie ist es moglich, dass Lebewesen selbst in kochend heiflem
Wasser in der Lage sind, komplexe und duflerste Prizision verlangende stoffwechselphysiologische
Aufgaben zu gewihrleisten, wie die korrekte Ablesung der Gene fiir die jeweils gerade bendtigten
Proteine (und Nicht-Proteingene wie tRNAs und rRNA)? Dieser ,,Transkription® genannte
Teilbereich des Zellstoffwechsels wird in der Arbeitsgruppe von Prof.Dr.M.Thomm intensiv u.a.
an dem optimal bei 100°C wachsenden Archaeon (Archaebakterium) Pyrococcus furiosus (Fiala &
Stetter, 1986) untersucht, wobei es mdglich war, ein zellfreies Transkriptionssystem zu etablieren,
mit dem eine spezifische Transkription bis zu einer Temperatur von 95°C moglich ist (Hethke et al.,
1996; Hethke et al., 1999).

Natiirlich ist P.furiosus nicht der einzige hyperthermophile, d.h. bei > 90°C wachsende Organismus
(bzw. ,,extrem thermophil®, bei Wachstum >75°C), was sich leicht an dem folgenden Stammbaum
demonstrieren 1483t:
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Abb.2-01: Stammbaum mit Pyrococcus furiosus, einem hyperthermophiler Vertreter der Archaea
Modifiziert nach (Blochl et al,, 1995). In diesem auf 16S rRNA-Analyse beruhenden Stammbaum sind
hyperthermophile Arten rot und mesophile Organismen blau markiert. Im folgenden genauer untersuchte
Arten sind unterstrichen. Die Gattung Methanococcus wurde mittlerweile in Methanocaldococcus
umbenannt. Methanobacterium heildt jetzt Methanothermobacter.

.vanniel

Der Stammbaum zeigt eine zuerst von C.Woese postulierte (und inzwischen weitgehend
anerkannte) Gliederung aller Lebewesen in drei groe Gruppen (Doménen genannt), die Archaea,
Bacteria und Eukarya (Woese & Fox, 1977; Woese et al., 1990; Armache et al., 2003). Die
Kalkulation der phylogenetischen Verwandschaftsverhiltnisse auf Basis eines einheitlichen
Kriteriums, ndmlich der Struktur der 16S rRNA (bzw. 18S rRNA bei Eukarya) war revolutionir,
weil die zuvor z.B. nach Organisationstyp und phanotypischen Eigenschaften (bei Bakterien oft
Stoffwechseleigenschaften) aufgestellten Stammbidume oftmals nur in Teilbereichen fiir alle
Merkmale kohdrent waren. Das Muster der seltenen, aber regelméfig im Laufe der Zeit
auftretenden Mutationen im Gen eines hochkonservierten Marker-Molekiils wie der 16S rRNA
kann dagegen mit computerbasierten Methoden in einen universellen Stammbaum umgerechnet
werden.

Interessanter Weise zeichnete sich hier ein ,heiler Ursprung® des Lebens ab, d.h. in dem oben
gezeigten Stammbaum erscheint die Mesophilie (also die Anpassung an moderate Temperaturen)
jeweils als abgeleitetes Merkmal (selbst innerhalb einer Gattung, siche Methanocaldococcus),
wihrend die hyperthermophilen Organismen die am tiefsten abzweigenden (und somit
Lurspriinglichsten®) Vertreter stellen. Allerdings existieren auch Daten, die gegen eine ,,primére
Hyperthermophilie* sprechen, wie aktuelle Diskussionen zeigen (Islas et al., 2003). Dass die
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hyperthermophilen Gattungen Aquifex und Thermotoga wirklich an der Basis der Bacteria stehen,
ist kiirzlich erneut bestdtigt worden (Di Giulio, 2003).

Wihrend also bei Bacteria einige wenige und bei Archaea eine Vielzahl von Gattungen eine
Anpassung an hohe Temperaturen zeigen, findet sich bei Eukarya (also den ,,hoheren Lebewesen*
mit Tieren, Pflanzen und Pilzen) bisher kein einziges entsprechendes Beispiel.

Das Thema dieser Arbeit, ndmlich ,,Protein-Protein-Wechselwirkungen der Untereinheiten der
RNA-Polymerase von Pyrococcus furiosus*, deutet den komplexen Aufbau der neben den
Transkriptionsfaktoren TBP und TFB und der Promotor-DNA mit TATA-Box (Thomm, 1996)
wichtigsten Komponente fiir spezifische Transkription, der DNA-abhingigen RNA-Polymerase an.
Da in dieser Arbeit ausschlielich DNA- und nicht RNA-abhingige RNA-Polymerasen untersucht
und diskutiert werden (letztere kommen z.B. bei RNA-Viren vor), wird im folgenden meist nur
noch von ,,RNA-Polymerase* (ohne Zusatz) bzw. in Kurzform als ,,RNAP* gesprochen.

Abgesehen von viralen RNA-Polymerasen, wie der (DNA-abhingigen) T7-RNA-Polymerase, die
z.B. fiir die Uberexpression rekombinanter Proteine in einigen E.coli-Expressionsstimmen (z.B.
BL21(DE3)) verwendet wird, sind RNA-Polymerasen immer aus mehreren Untereinheiten
aufgebaut, wobei die Komplexitét in bezug auf deren Anzahl bei Eukarya und Archaea mit ca. 12
hoher als bei Bacteria (5 Untereinheiten) ist. Bevor auf die dominen-spezifischen, grundlegenden
Unterschiede des Mechanismus der Transkription eingegangen wird (z.B. erfolgt die Rekrutierung
der RNA-Pol bzw. die spezifische Promotor-Erkennung bei Bacteria liber alternative o-Faktoren
und nicht iiber TFB / TBP wie bei Archaea und Eukarya) zunichst ein Uberblick:

2.1 Anzahl und Benennung der RNA-Pol-Untereinheiten

Wie auch der Tabelle unter [Abb.4-05] zu entnehmen ist, ist die Benennung der Gene der
Untereinheiten der DNA-abhingigen RNA-Polymerase alles andere als einheitlich, was die
Hhistorische® Entwicklung der Forschung auf diesem Gebiet widerspiegelt. Vor allem bei
S.cerevisiae werden 4 — 5 Synonyme pro Gen gefunden, z.B. ist auch eine Bezeichnung wie
,»Rpal90“ fiir die groBte Untereinheit bei Pol I liblich, bei der das ermittelte Molekulargewicht im
Namen enthalten ist. Zumindest bei Pol II hat sich aber die Bezeichnung ,,Rpb + Zihler*
durchgesetzt, d.h. Rpbl1 fiir die grofte, und Rpb12 fiir die kleinste Untereinheit (,,Rpa“ und ,,Rpc*
dann entsprechend fiir Pol I und Pol III), wobei allerdings einige Untereinheiten in allen drei
Polymerasen enthalten sind. Dies ist fiir Rpb5, Rpb6, Rpb10 und Rpb12 der Fall. Rpc19 kommt in
Pol T und Pol II vor. Jedoch ist hier (und besonders bei Pol I und Pol III) manchmal nicht ganz
eindeutig, wo von einer RNA-Pol-Untereinheit, und wo von einem RNA-Pol-assoziierten Faktor
gesprochen werden muf3. Gerade die eukaryotischen RNA-Polymerasen sind von einer Vielzahl von
Hilfsproteinen und (z.B. die Transkriptionsaktivitit modulierenden) Faktoren umgeben.

Die Untereinheit E’” ist in [Abb.2-02] bei Pyrococcus / Archaea noch nicht eingetragen, sollte aber
(zumindest wéhrend bestimmter Funktionszustinde der RNA-Pol) als Bestandteil des RNA-Pol-
Komplexes nachgewiesen werden konnen (zur Uberlappung des E’’-Genes mit E’ siehe [4.5];
E*’/rpoE2 ist etwas groBer als K/rpoK).

Innerhalb von Archaea hat sich die Benennung der Untereinheiten nach dem Schema ,rpo +
groBgeschriebener Buchstabe® durchgesetzt — es findet sich aber z.B. auch eine Bezeichnung wie
,IpoB’“ statt ,,rpoB1 (Halobacterium sp.). Um hier keine Verwirrung aufkommen zu lassen, habe
ich mich in dieser Arbeit an folgende Schreibweisen gehalten:

Die Gene der 12 Untereinheiten (bzw. 13 z.B. bei den methanogenen Archaea) der archaeellen,
DNA-abhingigen RNA-Polymerase werden mit ,,rpoB (rpoB1 + rpoB2), rpoAl, rpoA2, rpoD,
rpoEl, rpoE2, rpoF, rpoH, rpoK, rpoL, rpoN, rpoP* bezeichnet.

Bei den resultierenden Proteinen / Produkten wird von ,,B (B’ + B*), A’, A, D, E’, E”, F, H, K,
L, N, P gesprochen, bzw. von der ,,B-Untereinheit der RNA-Polymerase und so weiter.

Weil letzteres ziemlich lang ist, die Bezeichnung ausschlielich mit einem einzigen Buchstaben
aber irrefithrend sein kann, wurde in vielen Féllen die knappe und eindeutige Bezeichnung der Gene
verwendet, obwohl eigentlich das Gen-Produkt gemeint ist. In der Regel ist dies aber eindeutig aus
dem Kontext zu erschlieen.
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Dies gilt auch fiir die bei den Alignments und Stammbdumen verwendete Form der Art
»Pfu_rpoB® etc., bei der ich zusétzlich den ersten Buchstaben der Gattung in Verbindung mit den
ersten beiden Buchstaben des Artnamens hinzugefiigt habe. Diese Kombination ist in der Literatur
eher ungebriuchlich (zumindest in Verbindung mit dem zusétzlichen Unterstrich) — es konnen auch
die (teilweise sehr begrenzt aussagekriftigen) Bezeichnungen aus Tabelle [Abb.4-05] oder aber
Umschreibungen evtl. unter Einbeziehung von Accession Number und ID aus der ensprechenden
Protein-Datenbank verwendet werden (falls vorhanden).

Ein Namenskonflikt zeigt sich beim Vergleich der archaeellen RNA-Pol-Gene mit denen bei
Bacteria: Auch hier werden die RNA-Pol-Gene mit ,,RPOA* etc. benannt — jedoch darf aufgrund
desselben Buchstabens nicht auf Homologie geschlossen werden! (RPOD bezeichnet z.B. einen
Sigma-Faktor, wahrend rpoD aus Archaea zur Alpha-Untereinheit der RNA-Pol aus Bacteria
homolog ist). Keine Verwechslungsgefahr besteht, wenn die Buchstaben des griechischen
Alphabets verwendet werden, also das bekannte Schema ,.8°68+2x o+ ®, (+ (alternative) o -
Faktoren).

Eukarya Archaea Bacteria
Saccharomyces cerevisiae Pyrococcus furiosus  E. coli

RNA Pol.1 RNA Pol. Il RNA Pol. Ill

||
|

==

L —

<_RPC1E =
<_RPBE _— <_Rppg > <_RPBE > < ipoENms
< RPCIl

Abb.2-02: Anzahl und GroRe der RNA-Pol-Untereinheiten bei Eukarya, Archaea und Bacteria
Sequenzhomologien zwischen den Untereinheiten der verschiedenen RNA-Polymerase-Typen wurden
farblich markiert. In einigen Fallen besitzen zwei Untereinheiten Homologie zu einem einzigen Protein beim
Vergleichsorganismus (rpoA1 und rpoA2 bei Pyrococcus gegeniiber Rpa190, Rpb1, Rpc160 und R’, sowie
Rpb3 und Rpb11 bzw. rpoD und rpoL gegeniber der bakteriellen a-Untereinheit). Sofern es der Platz zuliel3,
wurden die Proteine ihrem Molekulargewicht entsprechend halblogarithmisch angeordnet. Die Gewichte
reichen von 5757 Da fiir rpoP aus P.furiosus bis ca. 190 kDa fiir Rpb1 aus Pol .

Wie gut zu erkennen ist, folgen alle gezeigten RNA-Polymerasen vom Aufbau her prinzipiell dem
Schema ,,Zwei groBe Untereinheiten, die durch mehrere kleine Untereinheiten erginzt werden®
(Sonntag & Darai, 1995). Bei Archaea ist allerdings die grofite Untereinheit mit dem katalytischen
Zentrum (also das Homolog zu Rpbl der eukaryotischen RNA-Polymerase II (Pol II) und B’ bei
Bacteria) in die beiden Teile rpoAl und rpoA2 gespalten. Bei einigen Archaea (u.a. den
methanogenen Archaea, siche [Abb.4-05]) ist zusétzlich rpoB in rpoB1 und rpoB2 gespalten, so
dass in diesem Fall wieder die das katalytische Zentrum enthaltende Untereinheit rpoA1 das groBte
Molekulargewicht besitzt. Das universell in DNA-abhidngigen RNA-Polymerasen enthaltende
Sequenzmotiv ,,NADFDGD* ist verantwortlich fir die Bindung des zentralen Mg*"-Ions im
katalytischen Zentrum in Form eines Chelates (Sonntag & Darai, 1995; Zaychikov et al., 1996).

Dies ist (zusammen mit weiteren hochkonservierten Abschnitten wie z.B. dem ,,RQP(TS)LH*-
Motiv 26-31 Aminosduren stromaufwérts vom Hauptmotiv (Sonntag & Darai, 1995)) ein starkes
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Indiz fiir eine doménen-iibergreifende Ahnlichkeit der RNA-Polymerasen sowohl in funktionaler
als auch struktureller Hinsicht, was sich auch im Detail in einer Vielzahl weiterer charakteristisch
konservierter Sequenzmuster zeigt (Bartlett e al., 2000). Obwohl die baktericlle RNA-Pol
(B’Bo,w) in bezug auf Anzahl und Molekulargewicht deutlich von den archaeellen und
eukaryotischen Polymerasen abzuweichen scheint, finden sich bei der Analyse der offensichtlich
aus ,,Strukturmodulen aufgebauten groflen Untereinheiten (Severinov et al., 1996) viele
Ahnlichkeiten.

Trotzdem stellt natiirlich die eukaryotische Pol II (aus dem ,,Modellorganismus‘ Saccharomyces
cerevisiae = Béckerhefe) die Hauptreferenz fiir Vergleiche mit der in dieser Arbeit untersuchten
RNA-Polymerase aus Pyrococcus furiosus dar, u.a. weil hier zuerst eine 3D-Struktur fiir einen
Komplex aus 10- bzw. kiirzlich auch aus 12-Untereinheiten erstellt wurde (Cramer et al., 2000;
Cramer et al., 2001; Armache et al., 2003). Die zweite Hauptreferenz stellt die vor einiger Zeit aus
rekombinanten Untereinheiten konstituierte archaelle RNA-Polymerase aus Methanocaldococcus
Jjannaschii dar, fiir die spezifische katalytische Aktivitdt nachgewiesen wurde (Werner & Weinzierl,
2002). Allerdings existiert hier noch keine 3D-Struktur fiir den Gesamtkomplex. Die 3D-Struktur
eines Komplexes aus den Untereinheiten rpoE1 und rpoF aus M.jannaschii (Todone et al., 2001)
wurde in die Interpretation der 3D-Struktur der E’- und F-Homologe Rpb4 und Rpb7 auf Basis der
bisher detailliertesten eukaryotischen Kristallstruktur der Pol II mit einbezogen (Armache et al.,
2003).

Transcribed DNA
- (upstream)

= Clamp
Lids
E.’;“..; » Rudder
wall -

Entering DNA
(downstream)
"I\Juw
Bridge

Mg?*

NTPs
__ Transcription

Abb.2-03: Schematische 3D-Darstellung: Prinzipielle Arbeitsweise einer RNA-Polymerase

Abbildung aus (Klug, 2001), siehe auch (Cramer, 2002). Es handelt sich um die eukaryotische RNA-Polymerase aus
S.cerevisiae. Gezeigt wird die Elongationsphase der Transkription, bei der die RNAP sich bereits von den anderen, zur
Initiation der Transkription bendétigten Komponenten geldst hat, und die DNA entlang wandert. Es handelt sich um einen
Langsschnitt durch den Enzymkomplex entlang des gro3en Spaltes, an dessen Grund der Weg der DNA verlauft (grin-
blaue Doppelhelix) und sich das katalytische Zentrum der RNAP mit dem komplexierten Mg®*-lon befindet (roter Kreis).
Die Richtung der Transkription verlauft stromabwarts, in diesem Fall also nach rechts. Am anderen Ende der Spalte (in
der Grafik oben schrag-links) verlassen die transkribierte DNA und die erfolgreich synthetisierte RNA (rote Linie) das
Enzym (der griine, nicht codogene DNA-Strang wurde der Ubersichtlichkeit halber teilweise weggelassen). Die NTPs, als
Substrat fiir die mRNA-Synthese gelangen Uber einen Trichter (Funnel), der in einer Pore mindet Uber einen
besonderen Zugang direkt an das katalytische Zentrum. Eine Briicke (Bridge) genannte Proteinstruktur ist fir die
Auftrennung der beiden DNA-Strange wichtig, die Voraussetzung fiir die "Ablesung der DNA" und die Ausbildung des
DNA-RNA-Hybrids ist. Eine groRe, klammerartige Struktur (Clamp) deckt die Spalte nach einer durch die Anwesenheit
von DNA und DNA-RNA-Hybrid induzierten, starken Konformationsdnderung teilweise ab, was den Elongationskomplex
stabilisiert.

Der geschilderte Mechanismus ist das Grundprinzip aller RNA-Polymerasen, wenngleich der
Enzymaufbau nicht in allen Fillen so komplex ist (z.B. bei der T7-RNA-Polymerase aus einer
einzigen Untereinheit). Die Abbildung wird als erster Uberblick schon an dieser Stelle gezeigt, weil
im folgenden recht lange von den einzelnen Untereinheiten, deren Details und beteiligten Faktoren
die Rede sein wird, und erst in einem spdteren Teil dieser Arbeit wieder auf die RNA-Polymerase
und ihre Funktion als ganzes eingegangen wird.
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2.2 Komponenten & Mechanismus der Transkription in Archaea, Eukarya, Bacteria

Diese Arbeit beschéftigt sich im wesentlichen mit den Eigenschaften und den Wechselwirkungen
der einzelnen Untereinheiten der RNA-Polymerase aus P.furiosus. Der eigentliche Vorgang der
spezifischen Transkription und seiner Regulation im Rahmen der Genexpression war dagegen
(abgesehen von der Uberpriifung der spezifischen Aktivitit bei der Reinigung des nativen Enzyms
aus Pyrococcus) nicht Thema der praktischen Experimente.

Um die im folgenden beschriebenen Unterschiede bei Anzahl, Struktur und Anordnung der RNA-
Polymerase-Untereinheiten besser einordnen zu konnen, soll trotzdem kurz auf die
Hauptunterschiede bei der archaeellen, eukaryotischen und bakteriellen Transkription eingegangen
werden. Diese Einteilung stiitzt implizit gleichzeitig die genannte Einteilung aller Lebewesen in die
drei oben diskutierten Doménen, weil sich in bezug auf den Transkriptionsapparat
doménenspezifische (teilweise einzigartige) Besonderheiten finden:

Transkription bei Bacteria:

Wie bei Archaea, gibt es bei Bacteria nur eine DNA-abhéngige RNA-Polymerase, die sowohl die
mRNA fiir die Expression aller Proteingene, als auch rRNAs, tRNAs etc. generiert. Diese mRNAs
konnen, wie bei Archaea eine polycistronische Struktur aufweisen. Die Core-Polymerase aus vier
Untereinheiten ("8'Ba,", d.h. die a-Untereinheit ist zweimal vorhanden) (Helmann & Chamberlin,
1988) wird durch die spiter entdeckte Omega-Untereinheit erginzt, die in stéchiometischen
Mengen an die librigen Untereinheiten assoziiert ist. Diese kleinste Untereinheit (s.Abb.2) scheint
wichtig fiir ein korrektes "Assembly" der RNA-Polymerase zu sein, und bindet offensichtlich an
den N- und C-Terminus der groBBten Untereinheit B', die das katalytische Zentrum enthilt (Ghosh et
al.,2001), so dass sich das Untereinheiten-Muster "B'Bo,»" ergibt.

In Gegensatz sowohl zu Archaea, als auch Eukarya erfolgt die fiir eine gezielte Transkription notige
Erkennung der vor den jeweiligen Genen in einem bestimmten Abstand vom
Transkriptionsstartpunkt stromaufwirts auf der DNA gelegenen Promotorsequenz iiber o-Faktoren.
Bei dem Promotor handelt es sich um die so genannte TATA-Box (Konsensus 5-TATAAT-3"),
auch "Pribnow-Schaller-Box" genannt (Pribnow, 1975; Schaller et al., 1975) —10 bp vor dem
Transkriptionsstart, sowie um die vor allem bei konstitutiv exprimierten Genen gefundene 2.Box
bei Position —35 bp (Konsensus 5-TTGACA-3'). Das Prinzip einer globalen Regulation ganzer
Funktionsgruppen von Genen iiber "alternative o-Faktoren", die nicht zuerst an den Promotor,
sondern direkt an die RNA-Polymerase binden, um so deren Affinitit zu bestimmten Promotor-
Typen zu verstirken, scheint sich im Rahmen der Evolution als schlagkriftige Alternative zum
(weiter unten beschriebenen) Mechanismus bei Archaea und Eukarya bewéhrt zu haben. Typisches
Beispiel ist z.B. die so genannte "Hitzeschock-Antwort", bei der eine Stress-Situation durch eine
Umstellung des Zellstoffwechsels auf ein anderes Expressionsmuster iiber den o°*-Faktor erreicht
wird (z.B. zur vermehrten Produktion von proteinstabilisierenden Chaperon-Proteinen). Darauf,
dass es in bezug auf das Gen fiir den Standard-c-Faktor 6”° bei E.coli und fiir die Untereinheit D
der RNA-Polymerase bei Archaea eine Namensiiberschneidung gibt (in beiden Fillen ,,rpoD*)
wurde bereits hingewiesen. Obwohl man vermuten konnte, dass die bakteriellen Promotoren einem
simplen Aufbau entsprechend den verschiedenen moglichen o-Faktoren folgen, ist ihre Erkennung
mit bioinformatischen Methoden auf Genom-Ebene aufgrund der beobachteten Vielfalt nach wie
vor alles andere als trivial (Eskin et al., 2003).

Transkription bei Eukarya:

Die Situation bei Eukarya ist schon deshalb komplizierter als bei Bacteria und Archaea, weil hier
nicht eine, sondern gleich drei verschiedene DNA-abhédngige RNA-Polymerasen existieren, die aber
vom Prinzip her viele strukturelle (und funktionale) Ahnlichkeiten besitzen. So besitzen Pol I, Pol 11
und Pol III beispielsweise fiinf gemeinsame Untereinheiten (Rpb5, Rpb6, Rpb8, Rpbl0 und
Rpb12). Wihrend Pol I fiir die Synthese von 5,8S-, 18S- und 28S-rRNA zustindig ist, iibernimmt
die Pol III die Produktion von 5S-rRNA, tRNAs und snRNAs. Die Pol II synthetisiert alle fiir die
Proteinexpression bendtigten mRNAs, und &hnelt in Aufbau und Funktion am stirksten der
archaeellen RNA-Polymerase. Aus diesem Grund (und vor allem, weil an dem eukaryotischen
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"Modellorganismus Saccharomyces cerevisiae" die Transkription intensiv erforscht wird) stellt die
Pol II das wichtigste Referenz-System bei der Erforschung von Details der RNA-Polymerase bei
Archaea dar. Fiir die unterschiedlichen eukaryotischen Polymerasen gibt es jeweils typische Muster
im Promotoraufbau, auf die hier nicht niher eingegangen wird. Interessanter Weise findet sich bei
den Pol II-Promotoren oft &hnlich wie bei Archaea eine bei —25 bp gelegene TATA-Box
(Konsensussequenz 5'-TATA®/tA%/1-3") (Breathnach & Chambon, 1981; Bucher, 1990), sowie
weitere sogenannte CCAAT- und GC-Boxen (Dierks et al., 1983; Kreidberg & Kelly, 1986), was
insgesamt auch einen dhnlichen Erkennungsmechanismus von Seiten der beteiligten Faktoren und
der RNA-Polymerase vermuten 148t. Grundsitzlich dhnlich (und ein prinzipieller Unterschied zu
Bacteria) ist die Bildung eines Préinitiationskomplexes aus Promotor-DNA, TBP und TFB, an den
der RNA-Polymerase-Komplex erst nachtriglich ankoppelt, wihrend die RNA-Polymerase bei
Bacteria erst nach dem Binden des o-Faktors an den Promotor bindet. Allerdings zeigt sich auch
hier wieder die bei Eukarya sowohl gegeniiber Bacteria als auch Archaea "kompliziertere"
Situation: Wéhrend bei Archaea in vielen Fillen wirklich allein mit den 4 Komponenten
(linearisierte, die Promotorregion enthaltende) DNA, TBP (aTBP = archaeelles TATA-Box-
Bindeprotein), TFB und der gereinigten RNA-Polymerase spezifische Transkription beobachtet
werden kann (Hausner et al, 1996; Qureshi et al., 1997), ist dies bei Eukarya nur in
Ausnahmefillen moglich. Pol II bendtigt in der Regel ein Vielzahl von Transkriptionsfaktoren
(mindestens 7, je nach Zdhlung) (Flores et al., 1992; Orphanides et al., 1996) und assoziierte
Faktoren. So kommt bespielsweise TBP nicht allein, sondern integriert in einen Komplex aus mehr
als 12 TAFs (TBP assoziierte Faktoren) vor. Unter anderem iiber diese Vielzahl beteiligter Proteine
ergibt sich ein Netzwerk aus Wechselwirkungen und zusitzlichen (vermutlich teilweise
redundanten) Regulationsmdglichkeiten, die in dieser Form bei Archaea nicht zu finden sind
(Thomm, 2000).

Grundsitzlich ist der Ablauf der Inititation der Transkription bei Eukarya also etwa folgender:
TFIID (so wird der Komplex aus TBP und TAFs genannt) bindet an den Promotor, wobei es der
DNA sattelformig aufsitzt und in dieser eine charakteristische Biegung verursacht. AnschlieBend
tritt TFIIB (also TFB bei der Pol II) hinzu, wobei die Bindung von TFIIA als Coaktivator
stabilisiert wird (Zawel & Reinberg, 1993). An diesen Préinitiationskomplex kann nun die,
unabhéngig vom bis hier geschilderten Ablauf zusétzlich mit TFIIE, TFIIF und TFIIH beladene Pol
IT ankoppeln und den Initiationskomplex bilden. Hierbei handelt es sich dann um die so genannte
"aktivierte Transkription" im Gegensatz zu der, oben angedeuteten "basalen Transkription".

Nach erfolgreichem Start der Transkription konnen die am Promotor verbliebenen Faktoren TFIID
und TFIIB entweder abdiffundieren, oder aber fiir weitere Transkriptionszyklen gebunden bleiben
(das ist zumindest fiir TFIID aus energetischen Griinden wahrscheinlich (Nikolov & Burley, 1997).
Dass die mit dem beschriecbenen Prozess verbundenen vielfdltigen Protein-Protein-
Wechselwirkungen nicht nach einem starren "Baukasten-Prinzip" ablaufen, sondern mit einer
Kaskade von induzierten Konformationsanderungen einhergehen, zeigen z.B. Untersuchungen an
TFIIB, welches erst durch Bindung zusitzlicher Aktivatoren und/oder Bindung an TFIID in die
Lage versetzt wird, an die Pol II zu binden, weil sonst durch eine intramolekulare Bindung des N-
Terminus an eine C-terminale Region von TFIIB die bendétigten Binderegionen blockiert sind
(Roberts & Green, 1994). Hierbei scheint auch der tiber TFIIF vermittelte Kontakt zwischen TFIIB
und Pol II einen wichtige Rolle zu spielen (was auch ganz aktuelle Forschungsdaten belegen
(Armache et al., 2003)).

Transkription bei Archaea:

Beziiglich der RNA-Polymerase bei Archaea ist bekannt, dass sie zwar auch homolog zur
bakteriellen RNA-Pol ist, jedoch insgesamt die meisten Ahnlichkeiten mit Pol II aus Eukarya
aufweist (Langer ef al., 1995; Thomm, 2000; Bartlett et al., 2003). Wie bei Bacteria ist sie sowohl
fiir die Synthese der mRNA der Proteingene als auch fiir die der verschiedenen anderen RNA-
Formen zustidndig. Neben vieler Strukturdhnlichkeiten der archaellen und eukaryotischen RNA-Pol
(Pol II) ist vor allem die dhnliche Struktur und Funktion der beiden essentiellen archaellen
Transkriptionsfaktoren TBP und TFB ein Hinweise darauf, dass auch der grundlegende
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Mechanismus der Initiation der Transkription zwischen Archaea und Eukarya konserviert ist
(Littlefield et al., 1999; Tsai & Sigler, 2000; Bartlett et al., 2003). In vielen Details scheint sich zu
bestitigen, dass der vereinfachte Transkriptionsapparat der Archaea wahrscheinlich dem des
gemeinsamen Vorldufers von Archaea und Eukarya dhnelt. (Kyrpides & Ouzounis, 1999; Thomm,
2000).

Ahnlich wie bei Eukarya bindet bei der Initiation der Transkription zuerst TBP spezifisch an die
TATA-Box. AnschlieBend bindet TFB an TBP und iiber ein Helix-Turn-Helix-Motiv an das direkt
stromaufwérts vor der TATA-Box befindliche "B-recognition element" (BRE), was entscheidend
fiir die Orientierung des anschlieend durch die Anlagerung der RNA-Polymerase komplettierten
Initiationskomplexes ist. Auch hier werden TBP und TFB nicht mehr benétigt, nachdem der
Transkriptionskomplex erfolgreich in die Elongationsphase libergegangen ist.

Aktuelle Forschung zum Thema "archaelle Transkription' und '"RNA-Polymerase':

Ein Schwerpunkt der Forschung sind Untersuchungen zur Regulation der Transkription, die bei
Archaea im Gegensatz zum sonstigen Erscheinungsbild eher bakteriell als eukaryotisch gepréigt
scheint (obwohl es einzelne Gegenbeispiele gibt (Soppa, 1999)). Regulatorproteine vom
bakteriellen Typ sind z.B LrpA ("Leucine-responsive regulatory protein A") und der kiirzlich
charakterisierte Transkriptionsregulator Phr aus P.furisosus (Vierke et al., 2003), der eine Rolle bei
der Hitzeschock-Antwort spielt. Ptrl und Ptr2 aus M.jannaschii sind weitere Beispiele fiir
potentielle "bakterielle" Regulatorproteine (Transkriptionsaktivatoren) bei Archaea (Ouhammouch
et al., 2003).

Nach wie vor im Zentrum des Interesses steht das detaillierte Bindeverhalten der basalen
Transkriptionsfaktoren TBP und TFB aneinander, an die verschiedenen Promotorelemente auf der
DNA und an die RNA-Polymerase. Interaktionen kdnnen hier z.B. auch mit den oben genannen
Regulatorproteinen oder zusétzlichen (nicht essentiellen) Faktoren wie Tip49 ("TBP interacting
protein") auftreten. TFE (TFIIEa) wurde als weiterer, vielleicht stirker spezies-spezifischer basaler
Transkriptionsfaktor vorgeschlagen (Soppa, 1999; Hanzelka et al., 2001), wobei sich eine
(insgesamt "aktivierende"), die Bindung von TBP und TFB an die TATA-Box stabilisierende
Funktion herauszukristallisieren scheint (Bell ez al., 2001; Voss, 2003).

Aktuelle Ergebnisse zeigen, dass im Bereich der an der archaeellen Transkription beteiligten
Faktoren noch mit Uberraschungen zu rechnen ist: Erst vor kurzem wurde bei P, furiosus ein neues,
unbekanntes Protein von &hnlichem Molekulargewicht wie TBP im stromaufwérts gelegenen
Abschnitt der "Transkriptionsblase" entdeckt, das wahrscheinlich eine Funktion bei der Initiation
der Transkription hat (Bartlett et al., 2003).

Die Identifizierung und allgemeine Charakterisierung der Untereinheiten der verschiedenen RNAPs
hat vor allem durch die Erstellung und die Analyse von 3D-Strukturen der gegeniiber Archaea recht
dhnlichen eukaryotischen Pol II auf der Basis von Rdntgenstrukturanalyse (Cramer et al., 2000;
Cramer et al., 2001; Gnatt et al., 2001; Cramer, 2002; Armache et al., 2003) , sowie durch die
Rekonstitution der RNAP aus rekombinanten Untereinheiten und eine Kristallstruktur eines rpoE'-
rpoF-Komplexes bei Methanococcus jannaschii gro3e Fortschritte gemacht (Eloranta ef al., 1998;
Werner et al., 2000; Todone et al., 2001; Werner & Weinzierl, 2002).

Fiir rpoE2 ist noch unklar, ob dieses Protein als Untereinheit im nativen RNAP-Komplex enthalten
ist. Wenn ja, wire eine Position im Umfeld von rpoEl zu erwarten, da die beiden Untereinheiten in
Sulfolobus acidocaldarius eine Einheit bilden.

Schlielich werden gegenwirtig Studien zur Aufdeckung des genauen Weges der DNA durch die
grofle Spalte des RNAP-Komplexes vorbei am katalytischen Zentrum unternommen, wobei die
spezifischen DNA-Protein-Kontakte zu bestimmten Untereinheiten eine wichtige Rolle fiir einen
regelméfBigen und moglichst fehlerlosen Ablauf der Transkription spielen (Bartlett et al., 2003).
Diese Daten sind wichtig fiir die liickenlose Aufklarung des Mechanismus der Transkription.

Ein kritischer Vorgang ist der Ubergang der Transkription von der Initiationsphase mit "open
complex"-Bildung (Hausner & Thomm, 2001) hiniiber in die Elongationsphase, fiir die
insbesondere bei Eukarya eine starke Konformationsdnderung gezeigt wurde, die unter anderem
darin besteht, dass die "Klammer" (clamp) auf der einen Seite der quer durch den RNAP-Komplex
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verlaufenden Spalte die am Grund der Spalte entlang laufende DNA bzw. das DNA-RNA-Hybrid
teilweise einschlieft, und somit den Komplex stabilisiert (Gnatt et al., 2001).

Die Elongationsphase und hiermit verbunden die Korrekturlesefunktionen (mit notigem
"Backtracking", also einem teilweisen Zuriicklaufen beim Auftreten von Fehlern), das Einlegen von
Pausen, und schlielich die Termination der Transkription stellen weitere entscheidende Prozesse in
der archaeellen Transkription dar (Hausner et al., 2000; Lange, 2003), wobei der genaue Weg der
RNA durch den RNAP-Komplex und ihr Schicksal zum Beispiel auch bei abortiven Prozessen von
Interesse ist.

2.3 Ziel der Arbeit:

Das Thema dieser Arbeit filigt sich gut in einen der Forschungsschwerpunkte der Arbeitsgruppe von
Prof.Dr.M. Thomm ein, ndmlich die detaillierte Erforschung von Komponenten, Ablauf und
Regulation der archaeellen Transkription an dem hyperthermophilen, archaeellen
Modellorganismus Pyrococcus furiosus (Dahlke & Thomm, 2002; Bartlett ef al., 2003; Spitalny &
Thomm, 2003; Vierke et al., 2003).

Bisher kam die RNA-Polymerase als eine der essentiellen Komponenten eines zellfreien
Transkriptionssystems (Hethke et al., 1999) ausschlieflich in nativer Form direkt aus Pyrococcus
gereinigt zum Einsatz. Da es sich bei der RNA-Polymerase um einen dynamischen Komplex aus ca.
12 Untereinheiten handelt (die je nach stoffwechselphysiologischer Situation durchaus nicht immer
alle im gleichen stochiometrischen Verhéltnis vorliegen) liegt es nahe, auch die Eigenschaften der
einzelnen Untereinheiten und ihre Wechselwirkungen mit anderen Untereinheiten,
Transkriptionsfaktoren und DNA/RNA genauer zu studieren. Aulerdem ergeben sich durch die
Verfiigbarkeit der RNA-Polymerase-Untereinheiten in rekombianter Form und grofer Menge /
Reinheit neue Anwendungsmoglichkeiten, bis hin zu einer kompletten Rekonstitution des
Gesamtkomplexes inklusive nachweisbarer Enzymaktivitdt, wie dies mittlerweile fiir
Methanocaldococcus jannaschii gezeigt wurde (Werner & Weinzierl, 2002).

In dieser Arbeit wird durch die Identifizierung, Klonierung, Expression und Reinigung der meisten
Untereinheiten der RNA-Polymerase die Basis fiir die (bereits jetzt erfolgende) Fortfilhrung des
GroBprojektes "Rekonstitution der RNA-Polymerase bei Pyrococcus furiosus" gelegt.

Neben der Losung vieler hiermit zusammenhingender praktischer Detailprobleme werden mit
verschiedenen Methoden Protein-Protein-Wechselwirkungen der bereits verfiigbaren Untereinheiten
untersucht, was Informationen iiber die allgemeine Struktur des archaeellen RNA-Pol-Komplexes
liefert. Eine zentrale Stellung nimmt hierbei die Methode des "Far Western Blottings" ein, bei der
statt eines Antikorpers direkt das (radioaktiv markierte) Sonden-Protein mit dem Zielprotein
interagiert, und so auf die Stirke der Wechselwirkung geschlossen werden kann.

Neben den praktischen Experimenten wird durch bioinformatische Analysen aller RNA-
Polymerase-Untereinheiten auf Basis der aktuellen Daten der bis jetzt verfiigbaren, komplett
sequenzierten archaeellen Genome eine Gesamtiibersicht erarbeitet. Mit den umfangreichen
Alignments der einzelnen RNA-Pol-Gene werden Informationen iiber im Rahmen der Evolution
besonders konservierte bzw. besonders stark abweichende Sequenz- bzw. Proteinabschnitte
gewonnen. Diese Daten werden einerseits auf die besondere Situation bei Pyrococcus furiosus
bezogen, andererseits aber auch ausfiihrlich gegeniiber der in vieler Hinsicht sehr dhnlichen RNA-
Polymerase II (Pol II) aus Saccharomyces cerevisiae diskutiert.

Letzteres erwies sich als besonders ergiebig, da fiir die Pol II schon mehrere, aus Rontgenstruktur-
Daten abgeleitete 3D-Strukturen verfiigbar sind (Cramer et al., 2000; Cramer et al., 2001; Gnatt et
al., 2001; Armache et al., 2003). Mit Hilfe geeigneter bioinformatischer Programme war es
moglich, die in den Untereinheiten der eukaryotischen RNA-Polymerase gegeniiber Archaea
konservierten Regionen in der 3D-Struktur zu visualisieren. Die bei Eukarya identifizierten
Struktur- und Funktionseinheiten innerhalb der RNA-Pol-Untereinheiten (Cramer et al., 2001)
werden im Detail in Beziehung mit dem Konsensus aus den oben genannten archaeellen
Alignments gesetzt [8.1.3]. Die durch die Informationsfiille etwas unhandlichen Daten werden
mittels selbst erstellter 3D-Grafiken und in selbst programmierten Diagrammen besser zugéinglich
gemacht.
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Die resultierenden, beispielsweise durch das Fehlen oder die starke Abweichung bestimmter
Strukturmodule bei Archaea erkennbaren Unterschiede gegeniiber Eukarya, und sich hierraus
ergebende Konsequenzen und neue Fragestellungen werden diskutiert.

2.4 Anmerkungen zur Gliederung der Arbeit:

Diese Arbeit ist grundsitzlich in einen theoretischen und einen praktischen Abschnitt gegliedert:
[4.1] bis [4.8] behandeln die Eigenschaften der archaeellen und eukaryotischen RNA-Polymerase-
Gene und ihr Vorkommen im Genom, wobei die umfangreichen Alignments im Anhang [8.1] eine
wichtige Rolle spielen. Eine fiir Saccharomyces cerevisiae vorgenommenen, detaillierte Aufteilung
der einzelnen RNAP-Untereinheiten in "Strukturmodule" (Cramer et al., 2001) wurde auf
Pyrococcus beziehungweise auf Archaea iibertragen. Auf diese strukturellen und funktionalen
Regionen, die auch eine gute Basis fiir die Behandlung der Details der archaeellen RNAP
darstellen, wird in folgenden Abschnitten eingegangen:

[4.3.1] Eigenschaften und konservierte Regionen der RNAP-Gene in Pyrococcus

[4.6] Zusammenfassende grafische Darstellung von homologen Genabschnitten

[8.1.3] Alignments mit Archaea und Eukarya.

Diese Kapitel bilden von der Aussage her eine Einheit, weshalb zum Beispiel die genannten
Regionen auch in den Alignments unter [8.1.3] farbig markiert wurden. Da im Rahmen dieser
Arbeit nicht alle Details erschopfend diskutiert werden konnen, versteht sich die (mit einer grof3en
Zahl von Grafiken versehene) Darstellung auch als Bestandsaufnahme, die durch die ausfiihrlich
aufbereiteten Daten eine Referenz fiir zukiinftige Analysen darstellt.

Kapitel [4.6.1] ("3D-Struktur der RNA-Pol II mit gegeniiber Archaea konservierten Regionen")
liefert durch die Ubertragung der zwischen FEukarya und Archaea bestehenden
Sequenzihnlichkeiten der RNAP-Untereinheiten auf eine zusammenfassende 3D-Darstellung eine
der Kernaussagen des theoretischen Abschnitts.

In den Kapiteln [4.9] bis [4.12] werden anschlieBend die in dieser Arbeit durchgefiihrten
praktischen Experimente vorgestellt und diskutiert. [4.11.1.3] ("Zusammenfassung der Far Western
Blotting-Ergebnisse und Diskussion") nimmt noch einmal mit vielen Grafiken ausgiebig Bezug auf
die 3D-Strukturen und die erwdhnten Strukturmodule. Durch den Bezug der Ergebnisse der Far
Western Blotting-Experimente auf die im theoretischen Teil erarbeiteten 3D-Strukturdaten findet
sich hier die Kernaussage des praktischen Teils und dieser Arbeit insgesamt.

Fiir das ziigige Auffinden der vielen im Text zitierten Grafiken wurde unter [8.8] ein
Abbildungsverzeichnis angelegt, welches sich auch auf Tabellen bezieht.
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3 Material und Methoden

3.1 Bakterienstamme

Escherichia coli, Stamm JM109 (fiir "high copy"-Plasmid-Préparation)
Escherichia coli, (Expressions-)Stamm BL21(DE3)
mit den zusétzlichen Plasmiden pLys S / pLys E (Novagen/Merck)
pUBS520 (Brinkmann et al., 1989)
Escherichia coli +" Codon Plus"-Plasmid mit zusétzlichen tRNAs fiir in E.coli seltene Codons:
Epicurian Coli® BL21-CodonPlus™ (DE3)-RIL Competent Cells, #230245 (Stratagene)
Escherichia coli mit reduzierter RN Ase-Aktivitét fiir langsameren Abbau der mRNA:
BL21 Star™ (DE3) One Shot™ Chemically Competent Cells, Cat.No. C6010-03 (Invitrogen)
( in der Praxis wurden durch die Transformation des Codon Plus-Plasmids in BL21 Star (DE3) die
Eigenschaften der beiden letztgenannten Stimme vereinigt, um eine optimale Proteinmenge bei der
Expression zu erreichen)
Pyrococcus furiosus DSM 3638 (fiir die Reinigung der nativen RNA-Polymerase)

3.2 Verwendete Plasmide

Die verwendeteten Plasmide wurden von der Firma Novagen / Merck bezogen:

( http://www.merckbiosciences.de/g.asp?f=NVG/pETtable.html )

pET-17b (ohne Fusionsanteil)

pET-14b (mit 20 Aminosduren langem N-terminalen Fusionsanteil inklusive Hise-Tag)

pET-15b ( s.oben)

pET-33b(+) (mit 25 Aminosiuren langem N-terminalen Fusionsanteil mit Hisg-Tag und PKA Site)
Hiervon abgeleitete, selbst modifizierte Varianten:

pET-33b(+)c2 (wie pET-33b(+), jedoch C-terminaler Fusionsanteil)

pET-17bHis ( wie pET-17b, jedoch mit der "multiple cloning site" von pET-14b - mehr
Restriktionsschnittstellen )

3.3 Chemikalien, Enzyme und Materialien

Die verwendeten Chemikalien und Enzyme waren, soweit nicht gesondert angegeben, die iiber den
Fachhandel zu beziehenden, den aktuellen Standards entsprechenden Priparationen. In der Regel
wurden Chargen der Reinheitstufe "PA" (zur Analyse) verwendet.

Radioaktivitit Far Western Blotting-Experimente:
[vy-32P]-ATP (SCP-501; 6000uCi/mmol): Hartmann Analytic GmbH, Braunschweig

Radioaktivitdt fiir TCA-Test bei der Reinigung der nativen RNA-Polymerase:
[a-**P]-UTP (SCP-210): Hartmann Analytic GmbH, Braunschweig

Expressionsvektor mit PKA-Markierungsregion fiir Far Western Blotting-Experimente:
pET-33b(+): Novagen/Merck Cat.No. 69054-3

Proteinkinase A fiir Markierungsreaktionen:
PKAce™ Kit von Novagen/Merck Cat.No. 70510-3

Weiter Quelle fiir Proteinkinase A (preisgiinstig):

Sigma: Protein Kinase Catalytic Subunit (From bovine heart), Prod.No. P2645

= in lyophilisierter Form; riicklosen mit folgender Losung:
Ansetzen von 1ml Lésung zum Resuspendieren:
Das lyophilisierte Enzym enthélt schon 19% Phosphat-Puffer, 80% Saccharose;
deshalb nur Zugabe von: 461l H,0 + 500ul 100%iges Glycerin + 39ul IM DTT
= hiervon 100pul, um auf eine PKA-Endkonzentration von 10U/ul zu kommen
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Wichtig: wegen hohem Glyceringehalt wie ein Restriktionsenzym behandeln
(Aufbewahrung bei —20°C und nicht bei —70°C = Gefahr der Inaktivierung!)

10x PKA-Puffer: Entweder aus PKAce™Kit (siche oben); oder:
- 200mM Tris-HCI pH 8.0, 1,5M NaCl, 200mM MgCl,

Ponceau S-Farbung zum Anfarben von Proteinen im Rahmen von Far Western Blotting —
Experimenten: Sigma, Product No. P7767 (Fertiglosung)

Farbsubstrat fiir die Enzymreaktion beim Western Blotting:
BM blue POD Substrat, préazipitierend (Best.Nr. 1 442 066, Roche)

3.4 Kilonierung der Untereinheiten der RNAP und Liste der verwendeten Primer

Diese Arbeit stellt den erste Abschnitt eines umfassenderen Projektes dar, dem man den Titel
"Untersuchungen zu und Rekonstitution der RNA-Polymerase aus den rekombinanten
Untereinheiten aus P.furiosus" geben konnte.

Aus diesem Grunde muflten sehr viele Gene kloniert werden, so dass die folgende Primer-Liste
recht umfangreich ist. Die Angaben beschrinken sich hauptsichlich auf die Primer, deren
Schnittstellen und weitere Eigenschaften, sowie eine kurze Angabe iliber Art des resultierenden
Proteins und eventuelle Besonderheiten.

Die verschiedenen Schritte von der Auswahl geeigneter Primer, der PCR-Reaktion, die Reinigung
der PCR-Produkte und anschlieBende Restriktionshydrolyse, die Ligation in das gewiinschte
Plasmid und die Transformation in E.coli JMI109 (beziehungsweise nach Uberpriifung der
Fehlerfreiheit der DNA durch Sequenzierung die Transformation in einen E.coli-
Expressionsstamm) sind die heute {iiblichen molekularbiologischen Techniken, und wurden
entsprechend den Angaben des jeweiligen Herstellers der verwendeten "Kits" durchgefiihrt.

Da es sich zum Teil um sehr lange DNA-Sequenzen handelte, wurde bei der PCR auf DNA-
Polymerase zuriickgegriffen, die eine hohe Korrekturlesefunktion mit guter (oder noch
ausreichender) Prozessivitét verbindet:

1.) PLATINUM" Pfx DNA Polymerase von Life Technologies™ / GibcoBRL® (Cat.No. 11708-
013). Diese Polymerase ist bei normaler Temperatur durch einen Antikdrper blockiert, und wird
beim ersten Denaturierungsschritt aktiviert, so dass kein "Hot start" notig ist.

2.) Expand™ High Fidelity PCR System, Cat. No. 1 732 641 (Roche)

3.) Tag-DNA-Polymerase von verschiedenen Herstellern (ausreichend bei kurzen DNA-Sequenzen)

Die Ligation der hydrolysierten PCR-Fragmente in die ebenfalls geschnittenen Plasmide wurde mit
Hilfe der "T4-DNA-Ligase" Best.Nr. 481 220 (Roche) durchgefiihrt.

Fiir die Extraktion von DNA-Fragmenten aus Agarose-Gelen kam iiberwiegend das "DNA
Extraction Kit #K0513" der Firma MBI Fermentas zum Einsatz.

Fiir die Transformation der Ligationsansétze in E.coli JM109 wurde entweder die iibliche CaCl,-
Methode angewendet, oder auf das "TransformAid™ Bacterial Transformation Kit" #K2711 der
Firma MBI Fermentas zuriickgegriffen.

Eingesetzte Primer und Plasmide:

Anmerkung: Die Primer wurden den iiblichen Empfehlungen nach so gewdhlt, dass die
Schmelzpunkte dhnlich, keine Komplementaritét gegeben, und die Enden mdéglichst durch C oder G
gebildet wurden. Bei den Expressionsprimern wurde eine zusitzliche, nicht komplementére
Sequenz mit der passenden Restriktionsschnittstelle angefiigt, wobei am Ende je nach Enzym
weitere Nukleotide angefligt wurden (Angaben hierzu z.B. im Katalog der Firma "New England
Biolabs" unter der Uberschrift: "Cleavage Close to the End of DNA Fragments").
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Untereinheit B (rpoB) der RNAP aus P.furiosus (Gen: PF1564):

- Untereinheit B ist die einzige Untereinheit, die im Rahmen dieser Arbeit nicht kloniert wurde. Die
geplanten Expressionsprimer wurden noch einmal modifiziert (personliche Mitteilung, Naji, S.), so
dass hier nur die zusitzlichen Sequenzierprimer aufgefiihrt werden:

pf_rpoB_sq1: 5-CTCATGGTCAAAGAAAGCCCC-3’ (21-mer, T,, = 59,8°C)

pf_rpoB_sq2: 5-GGGCTGGAGAGAGATAAGGA-3' (20-mer, T, = 59,4°C)

pf_rpoB_sq3: 5-ACTCCATAAGGCCAGACGTTCT-3’ (22-mer, T, = 60,3°C)

pf_rpoB_sq4: 5-TTAGGCAAGACAGAAGAAGTGG-3’ (22-mer, Ty, = 58,4°C)

pf_rpoB_sq5: 5-TGGGCAAACTTTAGAATTAGGG-3’ (22-mer, Ty, = 56,5°C)

pf_rpoB_sq6: 5-AGTAATAATAACCGAGACGGG-3' (21-mer, T, = 55,9°C)

pf_rpoB_sq7: 5-TCAGAGGCTCCACCACATGG-3' (20-mer, T,, = 61,4°C)

Untereinheit A' (rpoA1l) der RNAP aus P.furiosus (Gen: PF1563):

- Die Klonierung erfolgte in das Plasmid pET-14b

- Anmerkung: die Analyse der Genomsequenz hat ergeben, dass rpoAl drei Aminosdurepositionen
frither als in PF1563 angegeben startet; die Primer wurden entsprechend gewdhlt, so dass das
klonierte DNA-Fragment 2730 Nukleotide (ohne Stop-Codon), beziehungsweise das Genprodukt
910 Aminosduren lang ist (statt 907aa).

Expressionsprimer:

PF_RPOA1b_FEX: 5-CGAATTCCATATGCAATCCATGAAAAAAG-3’ (Nde I, 29-mer, T, = 61,0°C)
PF_RPOA1_REX: 5-CGGGATCCTCACACCTTCGCCTTGTTATTTCC-3’ (Bam HI 32-mer, T,,=70,8°C)
Sequenzierprimer:

PF_RPOA1_SQ1: 5-GAAAAACCAACAATCTACTGGG-3’ (22-mer, Ty, = 56,5°C)

PF_RPOA1_SQ2: 5-CAATGAAGCTCCAGGAGTTCC-3’ (21-mer, T, = 59,8°C)

PF_RPOA1_SQ3: 5-CTCACAGAGTAAGGGTCATGC-3’ (21-mer, T, =59,8°C)

PF_RPOA1_SQ4: 5-GTTAATGCCAGATCCGGAGG-3' (20-mer, Tr, = 59,4°C)

PF_RPOA1_SQ5: 5-GTGCCGTTGCAGAGAAGTACC-3' (21-mer, T, =61,8°C)

Untereinheit A" (rpoA1l) der RNAP aus P.furiosus (Gen: PF1562):

- Die Klonierung erfolgte in das Plasmid pET-14b

Expressionsprimer:

PF_RPOA2_FEX: 5-GGAATTCCATATGGTCTCTCTTTCTACTAT-3' (Nde I, 30-mer, T, = 62,7°C)
PF_RPOA2_REX: 5-CGGGATCCTCACACCTCCTCCTTTTCTTTC-3’ (Bam HI, 30-mer, T,, = 69,5°C)
Sequenzierprimer:

PF_RPOA2_SQ1: 5-CCATCAACCCCCATGATGAC-3’ (20-mer, Ty, = 59,4°C)

PF_RPOA2_SQ2: 5-AGCAAGTCTTAAAAGTCCCG-3’ (20-mer, T, = 55,3°C)

Untereinheit D (rpoD) der RNAP aus P.furiosus (Gen: PF1647):

- Die Klonierung erfolgte in das Plasmid pET-14b, pET-33b(+), pET-33b(+)c2
Expressionsprimer:

PF_RPOD_FEX: 5-GGGACACCATATGGCCGGAATTGAAGTTCAG-3’ (Nde I, 31-mer, T, = 69,5°C)
PF_RPOD_REX: 5-CGGGATCCTCAAGAGGTCAATTTTTGAAG-3 (Bam HI, 29-mer, T, = 65,3°C)
(mit Stop-Codon, fiir Klonierung in pET-14b und pET-33b(+) )

PF_RPOD_REX2: 5-CGGGATCCAGAGGTCAATTTTTGAAGTTC-3 (Bam HI, 29-mer, T, = 65,3°C)
(ohne Stop-Codon, fiir Klonierung in pET-33b(+)c2)

Untereinheit E' (rpoE1) der RNAP aus P.furiosus (Gen: PF0256):

PF_RPOE_FEX: 5-GGAATTCCATATGTACAAGATAGTCACCGTAAAG-3 (Nde l, 34-mer, T, = 65,9°C)
PF_RPOE_REX: 5-CGGGATCCTCACTTCTTACCCTCCTCCTTTTC-3' ( Bam HI, 32-mer, T, = 70,8°C)
(mit Stop-Codon, fiir Klonierung in pET-14b und pET-33b(+) )

PF_RPOE_REX2: 5-CGGGATCCCTTCTTACCCTCCTCCTTTTC-3’ (Bam HI, 29-mer, Tm = 69,5°C)
(ohne Stop-Codon, fiir Klonierung in pET-33b(+)c2)

Untereinheit E'" (rpoE2) der RNAP aus P.furiosus (Gen: PF0255):
PF_RPOE2_FEX: 5-GGAATTCCATATGAGTGAAAAAGCCTGCAGACAC-3' (Nde I, 34-mer, T,, = 68,3°C)
PF_RPOE2_REX: 5-CGGGATCCTCAGCGCACCCTTATGGCAT-3"' (Bam HI, 28-mer, T, = 71,0°C)
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Untereinheit F (rpoF) der RNAP aus P.furiosus (Gen: PF1036):

PF_RPOF_FEX: 5-GGAATTCCATATGATAGGGAGAGGCAAACTCG-3' (Nde I, 32-mer, T,, = 68,2°C)
PF_RPOF_REX: 5-CGGGATCCTCACTCTCTATACTTGTCAAGG-3' ( Bam HI, 30-mer, T,, = 68,1°C)
PF_RPOF_REX2: 5-GCGGATCCCTCTCTATACTTGTCAAGGA-3’ (Bam HI, 28-mer, T,, = 66,6°C)

(ohne Stop-Codon, siche oben)

Untereinheit H (rpoH) der RNAP aus P.furiosus (Gen: PF1565):

PF_RPOH_FEX : 5'- GCTATAGCATATGGCGGGGAAAAAGGAATTTAGC -3' (Nde I, 34-mer, T, = 68,3°C)
PF_RPOH_REX2: 5- GCGGATCCTTAGTCTTCAACAACAACCC -3' (Bam HI, 28-mer, T, = 66,6°C)
PF_RPOH_REX3: 5- GCGGATCCGTCTTCAACAACAACCCTATAG -3' (Bam HI, 30-mer, T,, = 68,1°C)

(ohne Stop-Codon, siehe oben)

Untereinheit K (rpoK) der RNAP aus P.furiosus (Gen: PF1642):

PF_RPOK_FEX2: 5-GGAATTCCATATGTTCAAGTATACGAGG-3' (Nde I, 28-mer, T, = 62,2°C)
PF_RPOK_REX: 5'-CGGGATCCTCAGCTCGGTCTGATTACTG-3' (Bam HI, 28-mer, T, = 69,5°C)
PF_RPOK_FEX: 5-CTAGCTAGCATGTTCAAGTATACGAGG-3' (Nhe I, 27-mer, T, = 63,4°C)

Untereinheit L (rpoL) der RNAP aus P.furiosus (Gen: PF0050):
PF_RPOL_FEX: 5-GGAATTCCATATGAAGATAGAAGTGATAAAGA-3' (Nde I, 32-mer, T,, = 61,8°C)
PF_RPOL_REX: 5-TTGGATCCTCAGCTCTTCACCGCCTTCTCC-3' (Bam HI, 30-mer, T, =70,9°C)

Untereinheit N (rpoN) der RNAP aus P.furiosus (Gen: PF1643):
PF_RPON_FEX: 5-GGAATTCCATATGGGGGCAAGTCCCGTGATTG-3' (Nde I, 32-mer, T,, = 70,8°C)
PF_RPON_REX: 5'-CGGGATCCTCAATACACTCTGTAATGCA-3' (Bam HI, 28-mer, T, = 65,1°C)

Untereinheit P (rpoP) der RNAP aus P.furiosus (Gen: PF2009):
PF_RPOP_FEX: 5-GGAATTCCATATGGTTGAGGCCGTGTATAG-3’ (Nde I, 30-mer, T,, = 66,8°C)
PF_RPOP_FEX: 5-CGGGATCCTAAATGGCCTTTACCCTTC-3' (Bam HI, 27-mer, T, = 66,5°C)

TFB und TFB-2 aus P.furiosus (Gene: PF1377 und PF0687):

- Im Genom von Pyrococcus furiosus existiert eine zweite Kopie von TFB (siche [4.8]), wobei
allerding noch nicht experimentell nachgewiesen wurde, dass die kodierte Proteinsequenz wirklich
in vivo exprimiert wird. Ich habe zunédchst den Namen TFB2C (2C fiir "second copy") verwendet.
Neuerdings scheint sich aber die Bezeichnung TFB-2 (oder sogar TFB1 und TFB2 durchzusetzen,
was aber leicht mit der Bezeichnung TFIIB fiir den homologen Transkriptionsfaktor bei Eukarya
verwechselt werden kann).

TFB (TFB-1):

PWTF2B1: 5-GGAATTCCATATGAATAAGCAAAAGGTTTGTC-3' (Nde I)

PF_TFBb_REX: 5-CGGGATCCTCATGCTATAGGAACTTTAATC-3' (Bam HI, 30-mer, T, = 65,4°C)
PF_TFBb_REX2: 5'-CGGGATCCTGCTATAGGAACTTTAATCTTC-3' (Bam HI, 30-mer, Tm = 65,4°C)
(ohne Stop-Codon, siehe oben)

TFB (TFB-2):

PF_TFB_C2FEX: 5-GGAATTCCATATGTCATCTACTGAGCCCGGAG-3' (Nde I, 32-mer, T,, = 69,5°C)
PF_TFB_2CREX: 5-GGAATTCCTTACCACCACAAGCTCTTTAAC-3 (Eco RI, 30-mer, T,, = 65,4°C)
PF_TFB2Cb_REX: 5-CGGGATCCTCACCACCACAAGCTCTTTAACC-3' (Bam HI, 31-mer, T,, = 70,8°C)

3.5 Herstellung kompetenter Zellen fiir die Transformation, CaCl,-Methode

Fiir einen Teil der im Rahmen dieser Doktorarbeit vorgenommenen Transformationen wurde das
,,TransformAid, Bacterial Transformation Kit #K2711°“ von MBI Fermentas verwendet. Dies
betrifft vor allem die Transformation der sequenzierten und fehlerfreien Plasmide in den jeweiligen
Expressionsstamm. Fiir den primdren Schritt der Transformation von Ligationsansétzen in E.coli
IM109 wurde dagegen meist auf selbst hergestellte CaCl,-kompetente JM109-Zellen
zuriickgegriffen, die nach folgendem Protokoll pripariert wurden: (sieche auch: MBI Fermentas)
Animpfen von 5ml LBy-Flissigmedium mit Einzelkolonie (+ evtl. Antibiotikum); Inkubation tiber
Nacht bei 37°C. Mit 4-5ml dieser Kultur ein 400ml Medium (im 2 Liter-Kolben) beimpfen und bis
ca. ODs73 = 0.6 wachsen lassen. 20 min auf Eis; 15 min bei 5000rpm bei 4°C zentrifugieren;
Uberstand entfernen; in 200ml sterilem, eiskalten TBS aufnehmen; (Hilfte des Kulturvolumens;
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0.1 M NaCl, 5 mM Tris, 5 mM MgCl,, pH 7,0); 10 min bei 5000 rpm bei 4°C zentrifugieren;
Uberstand entfernen; in 200 ml steriler, eiskalter CaCl,-Losung aufnehmen (0.1 M CaCl2, 5 mM
Tris, 5 mM MgCl12, pH 7,0); 20 min auf Eis; 10 min bei 5000 rpm und 4°C zentrifugieren;
Uberstand entfernen; in 20 ml eiskalter CaCl,-Lsg. resuspendieren; 1h auf Eis; Hinzufiigen von 5ml
Glycerin (86%, steril; Endkonz. 15-20%); in E-Caps portionieren und mit fliissigem Stickstoff im
4°C-Raum schockgefrieren. Lagerung bei —70°C.
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3.6 Far Western Blotting zur Analyse von Protein-Protein-Interaktionen

Wie der Name schon andeutet, handelt es sich bei dem ,,Far Western Blotting* um eine Technik,
die von ihrem Mechanismus her stark dem klassischen Western Blotting mit (primdrem und
sekundédren) Antikorper dhnelt. Statt der spezifischen Bindung des Antikorpers an das Zielprotein
findet hier die Wechselwirkung direkt zwischen den beiden Proteinen statt. Besonders stark ist die
Bindung bei Proteinen, die auch normalerweise eine starke Affinitdt zueinander haben - also
beispielsweise den Untereinheiten eines Enzymkomplexes. In der Regel wird eines der Proteine an
einer Membran immobilisiert, wihrend das andere Protein frei in Losung als Sonde dient. In der
Praxis wird die Intensitét einer solchen Protein-Protein-Interaktion wahrscheinlich meist schwécher
als eine Antikorper-Protein-Bindung sein. Durch den Wegfall der ,,Sandwich-Ebenen® von
primidrem und sekundiren Antikorper (letzterer z.B. als Antikorper-POD-Konjugat, siehe [3.3] ist
die Methode andererseits aber sehr direkt und einfach. Durch die radioaktive Markierung des
Sonden-Proteins bleibt im Gegensatz zu ,,gekoppelten Methoden das Molekulargewicht gleich,
was die Gefahr eines unerwiinschten Ablosens verringert. Hiervon abgesehen, sind radioaktive
Methoden aufgrund ihrer Sensitivitdt in der Regel ohnehin vorteilhaft.
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Abb.3-01: Prinzip der Far Western Blotting-Methode

a) Schematische Darstellung der Methode; b) Autoradiographie: Spezifisch iber PKA-Site markierte Proteine, die in Far
Western Bloting-Experimenten verwendet wurden (aufgetrennt mit 10-17%’iger denaturierender PAGE, 0,1% SDS).

1) TBPNy 2) TFBn 3) Dn 4) E'N 5) Fc 6) Ln 7) Hc 8) Nn 9) Kv 10) Py ( 3 - 10: Untereinheiten der DNA-abhangigen
RNA-Polymerase; Tiefgestelltes N bzw. C: N- / C-terminaler Fusionsanteil mit Hisg-Tag und PKA-Site fir Markierung mit
Proteinkinase A (PKA). Im unteren Teil der Abb. ist das nicht eingebaute, freie [y->?P]JATP zu erkennen); c) Beispiel fiir
das Ergebnis eines Far Western Dot Blots (mit markierter Untereinheit H als Sonde).

3.6.1 Radioaktive Markierung von Proteinen fiir Far Western Blotting

Die rekombinanten Untereinheiten D, E’,F,H,K,L,N,P der DNA-abhidngigen RNA-Polymerase aus
Pyrococcus furiosus sowie die Transkriptionsfaktoren TBP und TFB wurden mit Hilfe des Enzyms
Proteinkinase A (PKA) spezifisch markiert. Dieses "Labeling" wird dadurch ermdoglicht, dass die
PKA nur beim Vorhandensein einer definierten Erkennungssequenz einen Phosphatrest mit **P auf
das Zielprotein iibertragt (Methode nach(Burgess et al., 2000)). Der wichtigste Vorteil dieser
Methode gegeniiber anderen Vorschriften zur radioaktiven Markierung von Proteinen z.B. iiber eine
unspezifische Alkylierungsreaktion besteht darin, dal hier evtl. noch in der Praparation enthaltene,
kontaminierende Proteine nicht mit markiert werden. Auf diese Weise konnen unerwiinschte
Nebenbanden und der "Background" verringert beziechungsweise verhindert werden.
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3.6.2 Plasmid pET-33b(+) (Novagen Inc.)

Am Anfang des Projektes wurden die RNA-Polymerase-Untereinheiten in die Plasmide pET-14b
(rpoAl, rpoA2, rpoD, rpoEl und rpoF ) bzw. pET-15b (rpAl und rpoE2) kloniert. Bei den pET-
Vektoren handelt sich um Expressionsvektoren, die eine Gewinnung grofer Mengen des
rekombinanten Proteins in einem geeigneten E.coli-Wirtsstamm wie z.B. BL21(DE3) ermdglichen.
Die T7-RNA-Polymerase, die in das E.coli-Genom eingeschleust wurde, wird normalerweise nicht
von der E.coli-RNA-Polymerase transkribiert, weil sich zwischen dem lac-Promotor und dem T7-
Gen eine Bindesequenz filir das lac-Repressor-Protein befindet, und folglich normalerweise
blockiert wird. Bei der Induktion der Expression mit IPTG als Pseudosubstrat, dndert der lac-
Repressor durch IPTG-Bindung seine Konformation und gibt den Promotor fiir das T7-RNA-
Polymerase-Gen frei, so dass jetzt grole Mengen T7-RNA-Polymerase produziert werden. Diese
wiederum bindet an den T7-Promotor, der sich direkt vor dem klonierten Gen in dem pET-Vektor
befindet und kann nun das Fremdgen ablesen. Die resultierende mRNA wird ganz normal von den
E.coli-Ribosomen zur Herstellung von (rekombinantem Fremd-) Protein verwendet. Insgesamt wird
der E.coli-Stoffwechsel so stark umgestellt, dass die Zellen hierdurch absterben wiirden, wenn die
Induktion der Expression permanent und nicht erst bei einer definierten Zelldichte erfolgen wiirde.
Dieses Basis-Prinzip wurde von der Firma Novagen/Merck in einer Vielzahl von kommerziell
erhdltlichen Plasmid-Varianten an alle moglichen Zwecke angepal3t. In unserer Arbeitsgruppe
wurden beispielsweise hdufig pET-17b (ohne zusitzlichen Fusionsanteil) und pET-14b (mit 20
Aminosduren langem ,,Hise-Tag™) verwendet, wobei der Fusionsanteil normalerweise einen die
Proteinreinigung per Affinitdtschromatographie ermdglichenden ,,Tag™ also z.B. eine kiinstliche
Sequenz aus 6 hintereinanderliegenden Histidin-Resten (Hise) fiir die Bindung an eine Nickel-Saule
enthalt.

Das meist deutlich vereinfachte und standardisierte Reinigungsprotokoll erkauft man allerdings mit
dem zusitzlichen, evtl. storenden Fusionsanteil des resultierenden Proteins. Aus diesem Grund
besteht meist die Moglichkeit, einen Teil des Fusionsanteils anschlieBend zum Beispiel mit
Thrombin- oder Enterokinase-Behandlung zu entfernen, was allerdings wieder ein zusitzlicher
Aufwand ist (und gliicklicherweise oft nicht notig ist).

Der Einsatz von pET-33b(+) bot sich also an, weil Expressionsbedingungen, Wirtsstimme etc.
beibehalten werden konnten. Neben der auch hier gegebene Moglichkeit zur Reinigung per
Affinititschromatographie / Hisg-Tag, ist die PKA-Markierungsregion mit der Sequenz
ArgArgAlaSerVal entscheidend. Die auch hier vorhandene Thrombin-Schnittstelle ist so
angeordnet, dass nach erfolgter Hydrolyse nur der His¢-Tag entfernt wurde — die fiir die
anschlieBende radioaktive Markierung notige PKA-Erkennungssequenz verbleibt dagegen
sinnvoller Weise als zusdtzlicher Fusionsanteil am rekombinanten Protein. Da sich der restliche
Fusionsanteil nicht me3bar auf die Markierungseffizienz auswirkt, wurde in den meisten Fillen auf
eine Hydrolyse mit Thrombin verzichtet.

Allerdings sollte das Vorhandensein 25 zusitzlicher Aminoséduren am N- oder C-Terminus mit in
die Uberlegungen einbezogen werden, falls es zu experimentellen Problemen bei der Arbeit mit den
Proteinen kommen sollte.
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3.6.3 Konstruktion einer C-terminalen Plasmid-Version: pET-33b(+)c2

Die Klonierung, Expression und Reinigung der mit der zusitzlichen PKA-Markierungsregion
ausgestatteten Proteine unschied sich nicht wesentlich von der bei den zuvor mit Hilfe von pET-
14b und pET-15b erstellten Proteinen. Jedoch gab es gravierende Probleme bei der radioaktiven
Markierung. Laut Protokoll (Burgess et al, 2000) wurde die Abtrennung der bei der
Markierungsreaktion nicht inkorporierten Nucleotide mit BIORAD ,Bio-Spin 6“-
Gelfiltrationssdulen ~ empfohlen, was jedoch nur mit einigen Pyrococcus-Proteinen gut
funktionierte. So lieB sich z.B. TBP sehr gut, TFB dagegen nur mit sehr schlechter Ausbeute
markieren (Lange, 2001). Ahnliches galt fiir bestimmte Untereinheiten der RNA-Polymerase, wobei
z.B. rpoD eines der Proteine war, beim dem diese Prozedur (im Gegensatz zu den meisten anderen
Untereinheiten) gut funktionierte. Dies war einer der Griinde, die zu der Entscheidung fiihrten, eine
(kommerziell bei Novagen/Merck nicht verfiigbare) C-terminale Version von pET-33b(+) zu
konstruieren — in der Hoffnung, damit die offensichtlichen Markierungsprobleme zumindest bei
einem Teil der Proteine durch eine Verlagerung des Fusionsanteils zu ldsen. Auch wenn sich spéter
zeigte, dass die Hauptursache der schlechten Markierung in einer unspezifischen Anlagerung der
teilweise nicht so gut 16slichen Pyrococcus-Proteine an die Sdulenmatrix lag, stellt die C-terminale
Variante eine niitzliche Erweiterung der Anwendungsspektrums dar.

pET-33b(+) -Vektor (Novagen, Inc.)

START INSERT STOP
i Hisg ThrombinPKA-Site H H

H
e E ] I O W
L , H H

N-terminaler Fusionsanteil: 25 Aminosauren

%
PKA-Site: Arg Arg Ala Ser Val ( Erkennungssequenz)
Protein Kinase A iibertrigt den Phosphatrest von [y-"P]ATP auf Serin.

pET-33b(+)c2 -Vektor (AG Thomm)
START: INSERT  PKA-SiteThrombin HiS; isToP

e = -
" H T
H H N — |

H
C-terminaler Fusionsanteil: 25 Aminos&uren

Abb.3-02: Schematische Darstellung des Vektors pET-33b(+) und Variante pET-33b(+)c2

START: Translationsstartpunkt; Hise: Hise-Tag fur Affinititschromatographie z.B. mit Nickel-Saule; Thrombin:
Erkennungsregion zur hydrolytischen Abtrennung eines Teils des Fusionsanteils (LeuValProArg'GlySer); PKA-Site:
Erkennungsregion flr spezifische, radioaktive Protein-Markierung mit Proteinkinase A ([g-32P]ATP); INSERT: das
jeweilige Gen, dessen Produkt exprimiert werden soll; STOP: Stop-Codon. pET-33b(+)c2: Fusionsanteil C-terminal statt
N-terminal wie bei pET-33b(+).
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Konstruktion des Vektors pET-33b(+)c2 , einer C-terminalen pET-33b(+)-Variante:

Um Proteine nicht nur N-terminal sondern auch C-terminal radioaktiv markieren zu konnen, mufite
der kommerziell erhéltliche Original-Vektor von Novagen/Merck modifiziert werden. Im ersten
Schritt wurde ein Teil der Multiple-Cloning-Site zwischen Xba I und Nde I durch die entsprechende
Sequenz in pET-17b ersetzt, um die N-terminalen Fusionsanteile zu entfernen. Im zweiten Schritt
wurde dann zwischen EcoRI und Xho I die Sequenz fiir Kinase-Site und Thrombin-Site eingefiigt.
Dadurch, dass die Anzahl der Restriktionsschnittstellen reduziert wurde, ist der Fusionsanteil des

resultierenden Proteins etwas kleiner. Folgende Schnittstellen stehen fiir die Klonierung zur
Verfiigung: Nde I, Nhe I, Bam HI und Eco RI.

"Multiple Cloning Site'" von pET-33b(+), Novagen Inc. (Original-Vektor):

Xba | rbs Sta
ATTCCCATCTAGAAATAATTTTGTTTAACTTTAA!
——————— i b s ST B e i i
TAAGGGGAGATCTTTATTAAAACAAATTGAAATTCT TCCTCTATATGGTACCCGTCGTCG

M G S S

Hisg-Tag Thrombin Site Kinase Site
CATCATCATCATCATCACAGCAGCGGCCTGGTGCCGCGCGGCAGCOCGTCGTGCATCTGTT]
--------- B e e S B e R 1

GTAGTAGTAGTAGTAGTGTCGTCGCCGGACCACGGCGCGCCGTCGEGCAGCACGTAGACAR
H H H H H H |S S G L v P R G S R R A S V

Nhe | T7-Tag Bam HI Eco Rl Sac |
GCTAGCATGACTGGTGGACAGCAAATGGGTCGGGATCCIGAATTCGAGCTICCGTC
—==F=———————— dom - domm - === - === -+
ICGATCOGTACTGACCACCTGTCGTTTACCCAGCCCTAGGCTT CGAGGCAG

H MA S MTG G Q Q M G R D PN S S S V

Xho | Hisg-Tag
GACAAGCTTGCGGCCGCACTCGAGCACCACCACCACCACCACTGAGATCCGGCTGCTAAC
————————— et e i S et Sttt
CTGTTCGAACGCCGGCGTIGAGCTOGTGGTGGTGGTGGTGGTGACTCTAGGCCGACGATTG
D K L A A A L E H H H H H H [~

Abb.3-03: "Multiple Cloning Site" von pET-33b(+) im Detail

Xba I, Nde |, Nhe I, Bam HI, Eco RI, Sac I, Xho |: Restriktionsschnittstellen; rbs:
Ribosomen-Bindestelle; Start: Translationsstart; Kinase Site: ArgArgAlaSerVal-
Erl3<zennunssequenz fir Proteinkinase A zwecks spezifischer, radioaktive Markierung mit
[y-"“P]ATP.

Insert mit Teilsequenz entsprechend pET-17b:

Xba | rbs Nde |
TCTAGAAATAATTTTGTTTAACTTTAAI GATATACATATG
----- it e et EEE T 3 -
AGATCTTTATTAAAACAAATTGAAATTCITCCTCTATATGTATAC

Verwendete Oligonucleotide:
Insert17bf3: 5 '\ ~-CTAGAAATAATTTTGTTTAACTTTAAGAAGGAGATATACA-3" (40n)
Insert17br: 5'-TATGTATATCTCCTTCTTAAAGTTAAACAAAATTATTT-3 (38n)
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Insert mit Thrombin und Kinase Site (Reihenfolge getauscht):
Eco RI Kinase Site Thrombin Site Xho |
CGTCGTGCATCTGTTCTGGTGCCGCGCGGCAGCCICGAG]
- ——t————————- o —mm - o - t
GCAGCACGTAGACAAGACCACGGCGCGCCGTCGGAGCHC
E F R RA S VLV PURG S L E

Verwendete Oligonucleotide:
InsertPKAf4: 5'-AATTCCGTCGTGCATCTGTTCTGGTGCCGCGCGGCAGCC-3' (39n)
InsertPKAr5: 5'-TCGAGGCTGCCGCGCGGCACCAGAACAGATGCACGACGG-3' (39n)

Resultierende '"Multiple Cloning Site" von pET-33b(+)c2:

T7 promotor lac operator

TCGAGATCTCGATCCCGCGAAATITAATACGACTCACTATAGGGGAATTGTGAGCGGATAA
————————— e i s it  ai e s
AGCTCTAGAGCTAGGGCGCTTTAATTATGCTGAGTGATATICCCCTTAACACTCGCCTATT
Stag

Xba | rbs Ndel Nhel
CAATTCCCCTICTAGAAATAATTTTGTTTAACTTTAAGAAGGAGATATACATATGGCTAGC

—————— B B et S B e i
GTTAAGGGGAGATATTTATTAAAACAAATTGAAATTCT TCCTCTATATGTATACCGAT

T7-Tag Bam HI Eco RI Kinase Site
ATGACTGGTGGACAGCAAATGGGTCGGGATCCGAATTCCGTCGTGCATCTGTT

————————— fmmm e TR — - = === T -
TACTGACCACCTGTCGTTTACCCAGCCCTAG TT;JGGCAGCACGTAGACAA
M T G G Q QM G\NG S ETFIRU RA AS V

Thrombin Site Xho | His¢-Tag Stop
CTGGTGCCGCGCGGCAGOUTCGAGCACCACCACCACCACCACUTGAGATCCGGCTGCTAAC
e $———————] |- ———— o +——

GACCACGGCGCGCCGTCEHGAGCTICGTGGTGGTGGTGGTGGTGACTCTAGGCCGACGATTG
L v P R G S L E H HH H H H [*

AAAGCCCGAAAGGAAGCTGAGTTGGCTGCTGCCACCGCTGAGCAATAACTAGCATAACCC
————————— et B e B L ey
TTTCGGGCTTTCCTTCGACTCAACCGACGACGGTGGCGACTCGTTATTGATCGTATTGGG

T7 terminator
CTTGGGGCCTCTAAACGGGTCTTGAGGGGTTTTTIG
————————— it St S
GAACCCCGGAGATTTGCCCAGAACTCCCCAAAAAA|C

Abb.3-04: Konstruktion und "Multiple Cloning Site" von pET-33b(+)c2 im Detail

Die C-terminale pET-33b(+)-Variante wurde in zwei Schritten erstellt: Zunachst wurde Uber die Schnittstellen Xba | und
Nde | der in pET-33b(+) kodierte N-terminale Fusionsanteil entfernt und durch den entsprechenden Abschnitt aus pET-
17b ersetzt. AnschlieRend erfolgte Uber die Schnittstellen Eco Rl und Xho | das Einfugen des neuen C-terminalen
Fusionsanteils, in dem Hise-Tag, "Thrombin Site" und "Kinase Site" in umgekehrter Reihenfolge angeordnet sind. Beide
Schritte wurden mit zueinander komplementaren Paaren von Oligonukleotiden realisiert (siehe oben).
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3.6.4 Far Western Dot Blotting

Um spiéter die Identifizierung der Positionen auf dem Film (Autoradiographie) zu erleichtern,
wurden die Membranen auf einer Schablone getropft. Diese war auf einer Glasplatte befestigt und
wurde von unten mit einer Lampe durchstrahlt. Eine spezielle Form der Schablone mit hohlen
Punkten wurde bei der grafischen Auswertung halbtransparent in die Fotos der Autoradiogramme
hineinkopiert, um die Interpretation zu erleichtern und eine falsche Zuordnung vor allem bei
Membranen mit sehr wenig Signalen zu vermeiden.

B Bww

BAADEFLHNKPEEEEE BAADEFLHNKPEEEBEE BAADEFLHNKPZ
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. . . . . - - - L ® -

Abb.3-05: Beispiel fiir Far Western Dot-Blot

Von links nach rechts: Unterlegschablone fir das Auftropfen der Proteine auf die Nitrocellulose-Membran.
Hohlschablone, die halbtransparent Gber das Foto gelegt wird. Fertige Grafik mit den Signalen des Autoradiogramms.
Ponceau S-gefarbte Membran, zur Kontrolle der Protein-Mengen.
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3.6.5 Far Western Blotting

Beim Far Western Blotting erfolgt der Transfer der Proteine wie bei einem "klassischen" Western
Blotting aus einem denaturierenden PA-Gel heraus per Elektroblot auf die Nitrocellulose-Membran.
Die folgenden Versuchsschritte sind dann identisch mit dem Protokoll fiir "Far Western Dot
Blotting".

3.6.6 Zusammenfassung: Far Western Blotting in Stichworten

1.) Klonierung des gewiinschten Genes in pET-33b(+) oder pET-33b(+)c2

Die pET-33b(+) —Klonierungs- und Expressionsregion kodiert fiir einen zusétzlichen N-
terminalen Fusionsanteil (bei pET-33b(+)c2 C-terminal). Die 25 Aminosduren lange Sequenz
enthélt neben einem Hisg-Tag zur einfachen Reinigung eine 5 Aminoséduren lange PKA-Site zur
spezifischen radioaktiven Markierung des resultierenden rekombinanten Proteins. Die
Erkennungssequenz ist ArgArgAlaSerVal.

2.) Expression und Reinigung: Vom Vorgehen her besteht kein Unterschied zu Hisg-Tag-
Proteinen, die in andere Vektoren wie zum Beispiel pET-14b kloniert wurden. Dadurch, dass der
Fusionsanteil bei pET-33b(+) 25 Aminosduren lang ist (20 bei pET-14b), kann es besonders bei
kleinen Proteinen zu deutlichen Abweichungen im Laufverhalten bei der Gelelektrophorese
kommen (d.h. die Proteine laufen aufgrund des hoheren Molekulargewichtes langsamer).

Wegen der Spezifitit der Markierungsreaktion bzw. der Proteinkinase A (PKA, aus Herzmuskel)
konnen auch Proteinpriparationen eingesetzt werden, die noch nicht vollig frei von
kontaminierenden FE.coli-Proteinen sind.

3.) Markierungsreaktion ca. 60min bei 30°C mit PKA: Das Pipettierschema ist einfach
(detailliertes Schema sieche Anhang 1): Neben 10-fach PKA-Puffer sind als weitere Komponenten
nur das zu markierende Protein, die Proteinkinase A und das [y—32P]ATP im Ansatz enthalten (und
natlirlich Wasser, um auf ein definiertes Volumen aufzufiillen).

3b.) Optional Abtrennung des im Markierungsansatz verbliebenen, nicht eingebauten [y-32P]ATP,
z.B. durch Sdulenchromatographie mit BIORAD “Biospin 6”-Sédulen. Es hat sich gezeigt, dass
dieser Schritt die Radioaktivitit in den weiteren Versuchsschritten nur minimal verringert und, da
die ATPs in den meisten Ansdtzen nicht storen, ruhig weggelassen werden kann. Bei Proteinen mit
begrenzter Loslichkeit kann die Verwendung die Menge resultierenden markierten Proteins sogar
unnotig verringern. = das radioaktiv markierte Protein kann jetzt als Sonde verwendet werden!

4a) “Far Western Dot Blotting”: Auftropfen der zu untersuchenden Zielproteine auf die
Nitrocellulose-Membran und anschliefende Trocknung (zur Unterscheidung von Artefakt-Signalen
immer 2 Spots tropfen!). Praktisch ist fiir die spitere Auswertung das Auftropfen der Proteine auf
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einem “Leuchttisch” und einer untergelegten Schablone, so dass das Licht von unten durch

Schablone und Nitrocellulose-Membran hindurchscheint.

Ssho W
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10.4 cm

4b) “Far Western Blotting”: Auftrennung der Zielproteine per Elektrophorese auf einem
denaturierenden PA-(Gradienten)-Gel (0,1% SDS). Transfer der Proteine aus dem Gel auf eine
Nitrocellulose-Membran per Elektroblotting. Die Durchfiihrung unterscheidet sich hierbei nicht von
der Vorgehensweise bei einem ‘“normalen” Far Western Blotting-Experiment (Detektion per
Antikorper). Trocknung der Membran. Um besonders bei den kleinen Untereinheiten ein
"Durchblotten" der Proteine zu vermeiden, wurde “Protran Nitrocellulose Transfer Membran” von
Schleicher & Schuell verwendet (PROTRAN BA75, 300mm x 3m Rolle, PorengrofBe 0,05um,
Order No. 10 402196. Zunichst wurde diese Membran auch fiir die Dot Blots verwendet —
allerdings reicht hier auch die billigere “Optitran BA-S 85 Reinforced NC” (300mm x 3m Rolle,
Porengrofie 0,45um, Ref.-No: 439196), die im spéteren Verlauf zum Einsatz kam. Als Blot-Anlage
wurde ein Semi-Dry-System von Biorad verwendet (in Verbindung mit Anodenpuffer I und II
sowie Kathodenpuffer nach den {iblichen Standardprotokollen (und einem Papierstapel aus
insgesamt 18 Whatman-Papierstiicken)). Geblottet wurde 2 Stunden am Geridtemaximum von
10Watt. Nach Beendigung des Elektroblots wird das Gel fixiert und mit einer Coomassie-Farbung
auf moglichst vollstdndigen Protein-Transfer hin untersucht.

Es ist empfehlenswert, die Membran gut zu trocknen (eventuell trocknen mit einem Fon), weil sonst
die Gefahr besteht, dass sich Proteine wihrend der Inkubationsschritte von der Oberfldche ablGsen.
Bisherige Praxis: Einen Tag bei Raumtemperatur (und/oder 30min im 37°C-Raum). Je nach Art der
Proteine kann durch eine linge Trocknung, oder vorsichtige kurzzeitige Erwarmung erreicht
werden, dass auch leicht 16sliche Proteine fester auf der Membran haften. Allerdings darf hierdurch
nicht die fiir die Bindung notwendige partielle Riickfaltung der Proteine verhindert wird.

5.) Einige Stunden Inkubation der Membranen mit Blockierlosung in einer Schale oder einer
Folientasche auf dem Schiittler, um die gewiinschte partielle Riickfaltung (Renaturierung) der
Proteine zu gewihrleisten (besser: liber Nacht). In der Praxis ist das Arbeiten mit einer Schale, die
knapp groBer ist als die Membran deutlich angenehmer als mit einer Folientasche, da sich
Kontaminationen mit radioaktiver Losung leichter vermeiden lassen.

Rezept fiir die Blockierlosung: siehe [3.6.7]. Optimierung: Wird zu kurz inkubiert, besteht die
Gefahr, dass die Membran nicht geniigend blockiert wird, so dass spéter stirkere
Hintergrundsignale sichtbar ist. Aulerdem kann es zu ungeniigender Riickfaltung und folglich zu
einem geringeren Binden der radioaktiven Sonde kommen, was sich in verminderten Signalstirken
duBern wiirde. Es wurde anfangs iiber Nacht blockiert, was aber fiir die gut 16slichen Proteine ein
Nachteil sein kann, weil hier ein komplettes Riickfalten im schlimmsten Falle zu einem kompletten
Abdiffundieren von der Membran (und schlieflich zu einem Fehlen von Signalen auf dem
Rontgenfilm) fiihren kann. Um dies zu beurteilen ist die abschlieBende Ponceau S-Firbung
besonders wichtig.

6.) Radioaktivitit hinzugeben: Alte Losung entfernen und Auffiillen mit neuer Blockierlésung, in
die jetzt zusidtzlich das spezifisch markierte Protein als Sonde gegeben wird. Inkubation fiir 2
Stunden bei 4 - 8§°C auf einem Schiittler (evtl. an der Membran haftende Luftblasen entfernen).

7.) Waschen: Entsorgen der radioaktiven Markierungslosung und 2 - 3 Waschschritte frischer
Blockierlosung (jeweils ca. 10min). In der Praxis hat sich gezeigt, dass 2 x Waschen meist
ausreicht.

8.) Schnelles Trocknen der Membranen: Der Einsatz eines handelsiiblichen Fons hat sich
bewihrt, um ein eventuelles Verlaufen von radioaktiv markiertem Protein zu verhindern.
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9.) Detektion mutmaBlicher Protein-Protein-Wechselwirkungen durch Autoradiographie. Als
praktisch hat es sich erwiesen, die Nitrocellulose-Membranen mit Tesa-Film auf eine passend
zurechtgeschnittene Folie zu kleben, die dann in die Filmkassette gelegt wird. Auf diese Weise
konnen mehrere Membranen aus unterschiedlichen Versuchen mit einem gemeinsamen Film
ausgewertet werden. Bei der Auswertung der Experimente ist es sinnvoll, immer mindestens zwei
Filme unterschiedlich lange auflegen).

10.) Uberpriifung der auf der Nitrocellulose-Membran verbliebenen Proteinmengen mit
Ponceau S-Farbung (siche [3.3]) Dies ist wichtig beim Vergleich von Signal- beziehungsweise
Bindungsstiarken. Denn neben leichten Variationen in der Gesamtmenge der aufgetragenen
Zielproteine spielt die verschieden gute Fixierung an die Nitrocellulose-Membran, also zum
Beispiel die Neigung zum Abldsen wihrend der Inkubation eine gewisse Rolle.

AuBerdem kann so auf ausreichenden Transfer der Proteine aus dem SDS-Gel auf die Membran
beim Elektroblot getestet werden: Ungeeignete Prozentigkeit oder Porengrofle des SDS-Geles, aber
auch ungiinstige (positive) Proteinladung oder schlechte Loslichkeit konnen die resultierenden
Proteinmengen verringern. Konkret bedeutet dies, dass fiir die groBen Untereinheiten B und A’ der
RNAP ecin 8%iges SDS-Gel geeignet ist, wihrend fiir die kleinste Untereinheit P ca. 15% PA ein
guter Richtwert ist (bei 12% PA werden P und K noch nicht aufgetrennt, sondern befinden sich in
der Lauffront). Deshalb war fiir das Blotten einer Gesamtiibersicht aller Untereinheiten der RNAP
zwingend ein Gradientengel erforderlich ( 8 — 15%. Rezept s.Anhang).

3.6.7 Blockierlosung fiir Far Western Blots

Das genaue Rezept fiir den “Probing Buffer”, der zugleich Blockier- und Waschldsung ist, wurde
folgender Publikation entnommen: (Burgess ef al., 2000)

Pro Membran werden ca. 100ml Blockierldsung benoétigt (fiir sehr grole Membranen mehr).

Die Losung ist 1-2 Tage bei 4°C haltbar.

| Stammlésung ~ Final | 100ml | 200ml 300ml 400ml 500ml 1000ml|
1 M Hepes, pH 7,2 | 20mM 2ml 4ml 6ml 8ml 10ml 20ml
2,5 M KClI 200mM 8ml 16ml 24m| 32ml 40m| 80ml
1 M MgCIl,-6H,0 |2mM 200ul 400l 600l 800yl 1ml 2ml
0,25 M ZnCl, 0,1mM 40ul 80ul 120l 160l 200yl 400pl
1MDTT 1mM 100l 200ul 300l 400pl 500ul 1ml
100% Tween 20 | 0,5% 500l 1ml 1,5ml 2ml 2,5ml 5ml
Magermilchpulver | 1% 19 29 39 449 59 10g
50% Glycerin 10% 20ml 40ml 60ml 80ml 100m| 200ml
MilliQ Wasser ad 100ml |ad 200ml |[ad 300ml |ad 400ml |ad 500ml [ad 1000mi

Abb.3-06: Blockierlosung fiir Far Western Blotting-Experimente nach (Burgess et al., 2000)

3.6.8 Beispiele fiir Markierungsansatze mit Proteinkinase A (PKA)

In den unten aufgefiihrten Protokollen wurde das Gesamtvolumen reduziert (als “Einfachansatz”
wurden Spl gesetzt). Auch die Menge PKA wurde reduziert: Die angegebene Menge ist vollig
ausreichend. Die Ansdtze werden direkt in PCR-Gefédl3e pipettiert, wobei die Radioaktivitit ganz
zuletzt im Isotopen-Labor zugegeben wird. Die Inkubation erfolgt bei 30°C im Thermocycler
(entsprechend den Angaben in der Produktbeschreibung von Sigma; bei Novagen wird eine
niedrigere Temperatur angegeben!). Moglicherweise wiirde schon eine Inkubationsdauer von 30min
ausreichen; sicherheitshalber wurden 60-70min gewéhlt.

Die Ansitze wurden anschlieBend direkt als Sonde verwendet oder bei —20°C eingefroren. Die
unter 3b) erwihnte optionale Abtrennung der freien [y->>P]JATP-Molekiile hat nur bei einigen der
getesteten Proteine gut funktioniert (unter anderem TBP). Bei den meisten iibrigen fiihrte der
Einsatz der empfohlenen BIORAD “Biospin 6”-Sdulen aber zu drastischen Verlusten bei den
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resultierenden Proteinmengen der nur begrenzt 16slichen Proteine und wurde deshalb komplett
weggelassen. Zwar erhoht sich hierdurch die Gesamtradioaktivitit in den Far Western Blotting —
Experimenten. Es wurde aber gezeigt, dass bei einer erfolgreichen Markierungsreaktion mindestens
die Hilfte der eingesetzten [y-PJATPs in die entsprechenden Proteine eingebaut wird (siche
[Abb.3-01,b)], so dass maximal mit einer Verdoppelung der Radioaktivitét gerechnet werden muB.
Dies bedeutet fiir die Praxis, dass (neben den {iblichen und selbstverstindlichen) keine zusitzlichen
SchutzmafBnahmen nétig sind.

Die eingesetzten Proteinmengen sind bei Proteinen mit hohem Molekulargewicht grofl und bei
kleinen Proteinen deutlich geringer. Dies ist deshalb sinnvoll, weil die stochiometrische Beziehung
zwischen der Anzahl der PKA-Sites und den angebotenen [y-"“PJATP-Molekiilen entscheidend ist —
nicht aber die absolute Proteinmenge.

Beispiel:

- Radioaktivitit ist auf den 09.05.03 kalibriert, d.h. d.h. Tag 5 = Faktor 0,824 , d.h. in einem pl
sind 8,24uCi enthalten; da ich einen Doppelansatz mache (10pul), bendtige ich 2*10uCi, also 20uCi,
d.h. ich muB3 2,4pl einsetzen

(1): rpoE1/PKA-N (Frkt "17": ca. 1,6mg/ml)
1,0ul 10x PKA-Puffer

1,0ul rpoE1/PKA-N (Frkt "17", ca. 1,6pug Protein)
4,6ul H20

2,4ul [gamma-P32]ATP (20uCi)

1,0ul PKA (10 U/ul)

(2): rpoF/PKA-C, "Frkt.12" (ca. Smg/ml); 1:5-Verdiinnung mit H,0 auf 1mg/ml;
1,0ul 10x PKA-Puffer

1,0ul rpoF/PKA-C (ca. 1pg Protein)

4,6ul H20

2,4ul [gamma-P32]ATP (20uCi)

1,0ul PKA (10 U/ul)

- 70min bei 30°C im Thermocycler; Sul von jedem Ansatz in die jeweilige Folientasche oder
Schale; GefiBe mit Radioaktivitit vor dem Offnen immer kurz anzentrifugieren, um
Kontaminationen zu vermeiden; 2 h Inkubation bei 4-8°C unter langsamem Schiitteln; 2 x mit 20ml
Blockierlosung waschen; Trocknen mit dem Fon; Aufkleben auf Folie und Auflegen eines Films
iber Nacht.

3.7 Herstellung von PA-Gradientengelen (denaturierend oder nativ)

Dieses Rezept bezieht sich auf ein 10x10cm Gel mit 0,8mm Spacern / Kamm. Verwendet wird ein
einfacher Gradientenmischer mit einem Plexiglasblock, in den die beiden Pufferkammern gebohrt
sind, und die iiber einen (mit einem Hebel verschlieBbaren) Kanal untereinander verbunden sind. In
der vorderen Kammer befindet sich die schwere Losung, die mit einem kleinen Riihrfisch stindig
gemischt wird (in die hintere fiillt man die leichte Losung). Uber eine peristaltische Pumpe wird das
Gel senkrecht stehend gegossen (sonst kann sich der Gradient nicht so gut ausbilden).

Hier wird von 6,5ml Gesamtvolumen ausgegangen (also leichte und schwere Losung zusammen).
Das genaue Gesamtvolumen muf} an das jeweilige Elektrophoresesystem und die unterschiedlich
breiten Spacer angepaBt werden. Nach dem GieBen des Gradientengels erfolgt die Uberschichtung
mit ca. 500ul wassergeséttigtem Isobutanol oder 1-Butanol.

Allgemein ist zu sagen, dass schnell gearbeitet werden sollte, damit das Gel nicht in den Schlduchen
fest wird, oder UnregelmiBigkeiten beim Gieflen auftreten. AuBerdem ist ein sofortiges,
mehrmaliges und sehr sorgfiltiges Nachspiilen des Gradientenmischers und der Schlduche wichtig.



Material und Methoden 26

#H##H#H## Gradient 8% bis 15% / Gesamtvolumen 6,5ml #######
Leichte Losung (hintere Kammer)

867 ul Acrylamid-Lsg. (30%) > ergibt 8%

813ul 4xTris/HCI/SDS pH 8,8

1677}11 H20MilliQ ( 2x 83 8}11)

11ul 10% APS

2,4ul TEMED

Schwere Losung (vordere Kammer)

(als Volumen wegen Saccharose nicht 3,25ml sondern 2,5ml berechnen)
1219ul Acrylamid-Lsg. (40% —> ergibt 15% ( 2x 609ul )
813l 4xTris/HCI/SDS pH 8,8

468l HaOwmiriq

0,73g Saccharose

11ul 10% APS

2,4ul TEMED

Sammelgel:

1,0 ml Acrylamid-Lsg. (30%)

2,0 ml 4xTris/HCI/SDS pH 6,8

4,7 ml HZOMi]IiQ

25ul 10% APS

4ul TEMED

###H#H## Gradient 12% bis 17% / Gesamtvolumen 6,5ml #####HH#
Leichte Losung (hintere Kammer)

1,3 ml Acrylamid-Lsg. (30%) > ergibt 12% ( 2x 650ul )

813ul 4xTris/HCI/SDS pH 8,8

1 137}11 H20Mi]1iQ

11ul 10% APS

2,4ul TEMED

Schwere Losung (vordere Kammer)

(als Volumen wegen Saccharose nicht 3,25ml sondern 2,5ml berechnen)
1380ul Acrylamid-Lsg. (40% => ergibt 17% ( 2x 690ul )

813ul 4xTris/HCI/SDS pH 8,8

307ul HyOwminiq

0,73g Saccharose

11ul 10% APS

2,4ul TEMED

Sammelgel: siche oben

Fiir Native-PAGE mit Gradienten-Gelen:
- Rezept siehe oben, jedoch die Tris-Puffer ohne SDS.

Puffer fiir Native-PAGE mit erhohtem pH nach (Ehlers ez al., 2002):
"pH 9,4-System":

Trenngel-Puffer:

4x Puffer: 9,09g Tris = 750mM Tris/HCI pH 8,9

(ad 100ml mit HyOwini, filtrieren und autoklavieren)
Sammelgel-Puffer:

4x Puffer: 3,03g Tris = 250mM Tris/HCI pH 7,5

(ad 100ml mit HyOwiniig, filtrieren und autoklavieren)

5x Laufpuffer:

413mM Tris/HCI pH 9,4 + 165mM Glycin
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3.8 Bioinformatik: Verwendete Programme und (Online-)Tools

NCBI: National Center for Biotechnologie Information: Diese Seite ist die erste
Anlaufstelle fiir Literatur-Recherche, Online-BLAST-Suche (nicht nur) in mikrobiellen Genomen,
sowie Suche nach DNA- und Protein-Sequenzen aber auch kompletten Genomen. Alle in dieser
Arbeit erwdhnten, komplett sequenzierten Genome stammen aus dieser Quelle (siche [8.5]).
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/ (allgemeine Startseite)
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genomes/static/a_g.htm (Liste komplett seqenzierter Archaea)
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sutils/genom _table.cgi (BLAST-Suche in mikrobiellen Genomen)

HUSAR Bioinformatics Lab (ein ,,Biocomputing Service* des DKFZ Heidelberg). Hier hat sich
einerseits das frei zugingliche SRS (Sequence Retrieval System) zum Durchsuchen der
einschldgigen Datenbanken bewéhrt (besonders detaillierte Suchfunktionen). Daneben hat vor allem
HUSAR (,,Heidelberg Unix Sequence Analysis Resources) im engeren Sinne meine Arbeit
begleitet. Es handelt sich um eine auf dem ,,GCG Wisconsin package® beruhende, erweiterte
Sammlung von bioinformatischen Programmen, die kostenpflichtig per Webinterface (oder per
Telnet) bereitgestellt werden. Die meisten Alignments in dieser Arbeit wurden mit dem hier
verfiigbaren Programm ,,Malign erstellt. Einige Alignments wurden auch mit Clustal X (siche
unten) generiert. Die Ergebnisse der Funktion ,,Pepstats* haben mir als Referenz (und Kontrolle) fiir
die eigene Programmierung der Berechnung des theoretischen Molekulargewichtes, des
theoretischen Isoelektrischen Punktes und der Netto-Ladung gedient (siche 8.4.1)
http://genome.dkfz-heidelberg.de/biounit/

Bioedit 5.0.9: Ein Programm mit sehr groBem Funktionsumfang (vor allem handelt es sich um
einen Editor fiir multiple Alignments, im folgenden meist kurz als "Alignments" bezeichnet). Ich
habe dieses Programm wegen seiner guten Export-Funktion im RTF-Format fiir die grafische
Darstellung von Alignments benutzt. Aulerdem 148t sich zum Beispiel eine lokale BLAST-Suche
durchfiihren (siehe 8.3).

http://www.mbio.ncsu.edu/BioEdit/bioedit.html

Clustal W 1.83 (Higgins et al., 1996) bzw. die zugehorige grafische Oberflache Clustal X 1.83:
Mit diesem Programm konnen unabhingig von diversen, im Internet verfiigbaren Online-Tools
multiple Alignments auf dem eigenen Rechner durchgefiihrt werden.
http://www-igbmc.u-strasbg.fr/Biolnfo/Clustal X/Top.html

TreeView 1.6.6: Einen Stammbaum auf der Basis von Alignments zeichnen. Es kann sich sowohl
um Nucleotid- als auch um eine Proteinsequenzen handeln (Page, 1996).
http://taxonomy.zoology.gla.ac.uk/rod/treeview.html

Deep View - Swiss-Pdb Viewer 3.7: 3D-Darstellung von auf der Basis von Rontgenstruktur-
Analyse und NMR gewonnenen Protein-3D-Daten. 3D-Modelle sind eine unschitzbare Hilfe zum
Beispiel bei der Plausibilitdtskontrolle von mit praktischen Methoden in Laborexperimenten
gewonnenen Ergebnissen.

http://us.expasy.org/spdbv/

Die Hauptseite http://us.expasy.org/ bietet den moglicherweise umfangreichsten Zugang zu 2D- und
3D-Protein-Tools, Informationen und Datenbanken.

Cn3D 4.1: Ein von NCBI (siche oben) bereitgestelltes 3D-Programm, das dhnlich wie der Pdb-
Viewer eine rdumliche und intuitiv leicht zu erfassende Darstellung von Proteinen ermoglicht.
Auch Protein-Komplexe und Kombinationen aus Proteinen und DNA- bzw. RNA-Fragmenten sind
moglich. Das Programm arbeitet eng mit dem Webbrowser zusammen, und ermoglicht so eine
schnelle Visualisierung der auf den NCBI-Seiten zur Verfiigung gestellten bioinformatischen
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Daten. Gelesen werden Daten im MMDB-Format (Molecular Modeling DataBase), wobei es sich
um eine Teilmenge der aktuell verfiigbaren Proteinstrukturen im PDB-Format handelt (die Daten
wurden teilweise korrigiert und aufbereitet; original-PDB-Dateien konnen leider nicht geladen
werden). Die Bildqualitit und die Mdglichkeiten zum Arrangieren der Proteine sind exzellent,
weshalb fiir die 3D-Darstellungen in dieser Arbeit hauptsdchlich auf dieses Programm
zuriickgegriffen wurde.

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/CN3D/cn3d.shtml

Protein Explorer 2 (Nachfolger von RasMol): Ein weiteres Tool zur Visualisierung der 3D-
Struktur von Proteinen. Etwas problematisch bei der Browser-Kompatibilitit.
http://www.umass.edu/microbio/rasmol/

http://molvis.sdsc.edu/protexpl/frntdoor.htm
http://www.umass.edu/microbio/chime/regisfrm/downlpew.htm

Ultraedit 10: Diec in dieser Arbeit gezeigten bioinformatischen Analysen beruhen auf einer
Vielzahl von Einzeldateien im Textformat. Ohne einen komfortablen und leistungsstarken
Texteditor wire ein ziigiges Arbeit stark erschwert worden. Z.B. lassen sich die grolen Genom-
Dateien im Genbank-Format (und die daraus von mir generierten Listen) nur verniinftig mit diesem
oder einem dhnlichen Programm betrachten und manipulieren.

http://www.ultraedit.com/
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4 Ergebnisse und Diskussion

Wie schon in der Einleitung erwidhnt, besteht die RNA-Polymerase bei dem hier untersuchten
Organismus Pyrococcus furiosus aus 11 — 12 Untereinheiten. Um fiir die Untersuchungen von
Protein-Protein-Wechselwirkungen nicht nur die komplette, nativ (aus Pyrococcus) gereinigte
RNA-Polymerase (siche [4.12]) sondern auch die einzelnen Untereinheiten rekombinant in grof3er
Menge und Reinheit zur Verfiigung zu haben, mufiten die entsprechenden Gene im Genom
identifiziert, kloniert, in E.coli exprimiert und anschlieBend gereinigt werden.

Ohne die Genomprojekte, die mittlerweile auch fiir Archaea immer zahlreicher werden, wire ein
solches Projekt nicht denkbar. Man muf3 bedenken, dass erst 1996 das erste komplett sequenzierte
archaeelle Genom veroffentlicht wurde, und zwar das von Methancaldococcus (Methanococcus)
jannaschii (Bult et al., 1996). Seit der Vollendung der Genom-Sequenzierung dreier Arten der
Gattung Pyrococcus, namlich P.horikoshii (Kawarabayasi et al., 1998), P.abyssi (Robb et al.,
2001; Cohen et al., 2003) und P.furiosus (Robb et al., 2001) ergeben sich interessante
Vergleichsmoglichkeiten (Maeder et al., 1999; Lecompte et al., 2001), worauf im spiteren Verlauf
noch detaillierter eingegangen wird.

Auch wenn das P.furiosus-Genom lange Zeit in einer vorldufigen, noch nicht so komfortabel
zuginglichen Form vorlag, existierte seit 1998 eine wichtige Referenz, namlich die bereits komplett
sequenzierte Schwesterart P.horikoshii. Anhand dieser und anderen Daten konnten schnell einige
der RNAP-Untereinheiten auch im Genom von P.furiosus lokalisiert und mit den praktischen
Experimenten begonnen werden.

Die inzwischen in jeder Hinsicht sehr viel groBere Datenbasis ermdglicht folgenden Uberblick:

4.1 Untereinheiten der DNA-abhangigen RNA-Polymerase bei Pyrococcus furiosus

Die RNA-Polymerase aus Pyrococcus furiosus ist (wie bei den anderen Archaea auch) dhnlich
komplex aufgebaut wie die eukaryotische Pol II (zum Beispiel aus Saccharomyces cerevisiae). E’’
(rpoE2) wurde noch nicht mit in die unten gezeigte Ubersicht aufgenommen, weil die
Versuchsdaten hier noch sparlich sind. Allerdings besitzt das Gen ein hochkonserviertes Zinkfinger-
Motiv (siche [8.1.3.6]) und wird sehr wahrscheinlich im Rahmen gekoppelter Translation trotz
geringfiigiger Uberlappung mit rpoE1 (siche [4.5]) in Pyrococcus exprimiert. Weitere Experimente
miissen zeigen, ob E’” wirklich permanenter Bestandteil des RNA-Pol-Komplexes ist.

y NKP B (rpoB) 127003 Da 33,3%
L A’ (rpoA1) | 103461 Da 27,2%
A” (rpoA2) | 44404 Da 11,7%

D (rpoD) 29781 Da 7,8%

E’ (rpoE1) | 21696 Da 5,7%

F (rpoF) 14095 Da 3,7%

L (rpol) 11115 Da 2,9%

H (rpoH) 9245 Da 2,4%

N (rpoN) 8198 Da 2,2%

K (rpoK) 6236 Da 1,6%

P (rpoP) 5757 Da 1,5%

A Gesamt: 380991 Da | 100%

Abb.4-01: Anteil der einzelnen RNA-Pol-Untereinheiten am Gesamtkomplex

Das Molekulargewicht fiir Untereinheit A’ ist aufgrund eines korrigierten Startpunktes geringfiigig
hoher, als entsprechend dem annotierte Gen PF1563 zu erwarten wire (sieche [8.1.2.2]). E" ist in
diese Berechnung nicht mit einbezogen worden, weil noch nicht sicher ist, ob dieses Protein
tatsdchlich im RNAP-Komplex enthalten ist.

Mit rund 381 kDa besitzt die Pyrococcus-RNAP eine dhnlich Groe wie beispielsweise E.coli (383
kDa, B’Bo,m-Komplex), und ist somit deutlich kleiner als die eukaryotische Pol II aus S.cerevisiae
(Pol I: 593kDa, Pol II: 598kDa, Pol III: 640kDa). Das ist insofern {iberraschend, als Bacteria einen
auf den ersten Blick stark abweichenden Aufbau der RNA-Pol gegeniiber Eukarya und Archaea
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zeigen (siche [Abb.2-02]). Ursdchlich fiir das geringere Molekulargewicht des archaeellen RNA-
Pol-Komplexes ist das Fehlen von zu Rpb8 und Rpb9 homologen Proteinen, sowie von groBeren
Abschnitten verschiedener anderer Untereinheiten. Die theoretische Molekiilmasse von Pol II aus
S.cerevisiae betrdgt ohne posttranslationale Modifikationen allerdings nur 514kDa. Folgendes
Diagramm zeigt, auf welchen Untereinheiten die Molekulargewichtsdifferenz beruht:

200000
180000 -
—160000 -
5
S 140000 ~

Molekulargewichtsdifferenzen zwischen Untereinheiten

der RNA-Polymerase bei S.cerevisiae und P.furiosus ‘IS-CEFEVisiﬁe

P furiosus

7

i ’ 7
Rpb1  Rpb2  Rpb3  Rpb4  Rpb5 Rpb6 Rpb7 Rpb8 ' Rpb9 ' Rpb10 Rpb11 Rpb12

rpoA1/A2 rpoB rpoD rpoF rpoH rpoK rpoE1 () () rpoN rpoL rpoP
Abb.4-02: GroRen der homologen RNA-Pol-Untereinheiten bei P.furiosus und S.cerevisiae

N

Bis auf Rpb7 und Rpbl0 sind alle RNA-Pol-Untereinheiten aus S.cerevisiae kleiner als ihr
Homolog in P.furiosus (RNA-Pol-Gene aus S.cerevisiae zur Berechnung des theoretischen MG
siche [8.6]).

Folgende Tabelle zeigt weitere Details zu den Genen der RNAP-Untereinheiten in P.furiosus:

UE Gen Genom Position aa Mw Ladung pl
B | rpoB PF1564 | (-)1459639..1462992 | 1117 | 127004,2 | -10 (-5/-5) 6.70
A’ | rpoA1 PF1563 | (-) 1456903..1459635 | 910 103461,3 | -6 (+4-11) 6.83
A” | rpoA2 | PF1562 | (-) 1455699..1456892 | 397 44404,3 -7 (-9/+2) 5.86
D | rpoD PF1647 | (-)1534790..1535575 | 261 29781,3 -14 (-13/-1) 4.71
E’ | rpoE1 PF0256 | (-) 263488..264057 189 21696,5 0 (-8/+8) 7.76
E” | rpoE2 PF0255 | (-) 263306..263491 61 6953,0 -1 (-3/+2) 7.20
F | rpoF PF1036 | (+) 991090..991452 120 14095,3 -8 (+1/-9) 4.66
H | rpoH PF1565 | (-)1463013..1463261 82 9244,8 +2 (0/+2) 9.69
K | rpoK PF1642 | (-) 1532854..1533027 | 57 6236,5 +2 (+4/-2) 10.34
L | rpoL PF0050 | (-)57460..57747 95 11114,8 -5 (-5/0) 5.15
N | rpoN PF1643 | (-) 1533155..1533367 | 70 8198,6 -1 (#+1/-2) 6.49
P | rpoP PF2009 | (+)1857791..1857940 | 49 5757,0 +9 (+1/+8) 10.73

Abb.4-03: Gene und allgemeine Eigenschaften der RNAP-Untereinheiten in P.furisous

UE = Untereinheit der DNA-abhangigen RNA-Polymerase bei Pyrococcus furiosus; PFxxxx: fortlaufender Name der
Gene im Genom (Locus; diese Bezeichnungen kdnnen in gleicher Weise wie Accession-Nummern zum Auffinden der
genannten Gene in den einschlagigen Online-Datenbanken verwendet werden); (<) / (+) = Orientierung des Genes im
Genom; aa = Anzahl der Aminosduren (amino acids); pl = Isoelektrischer Punkt. Der Translationsstart von rpoA1
(PF1563) wurde um 3 Aminosaurepositionen nach vorn korrigiert, so dass das Protein 910 statt 907 Aminosauren lang
ist (es werden die korrigierten Daten gezeigt). Ladung: Theoretische Nettoladung der Proteine bei einem Umgebungs-
pH von 7,6 (die beiden Werte in Klammern sind die Ladung der N-terminalen und der C-terminalen Halfte des Proteins
als grober Richtwert fur die Ladungsverteilung).

4.2 Untereinheiten der RNA-Polymerase in archaeellen Genomen

Wihrend praktische Experimente im Rahmen dieser Arbeit ausschlielich mit der RNA-Polymerase
aus P.furiosus (und deren Untereinheiten, sowie Transkriptionsfaktoren) durchgefiihrt wurden,
diente die theoretisch-bioinformatische Analyse der entsprechenden Gene bei anderen Organismen
einerseits der Uberpriifung der gewonnenen Daten, und andererseits als iibergreifender Kontext.
Vor diesem Hintergrund konnen die speziellen Details bei P.furiosus diskutiert werden und
Abweichungen erkannt werden.

Mit 17 komplett sequenzierten Genomen ist die Situation bei Archaea gegenwirtig noch recht
tibersichtlich, wéhrend bei Bacteria heute schon 127 Genome zuginglich sind (die Zahl der
eukaryotischen Genom-Projekte ist wegen des viel grofferen Umfangs und der komplexeren
Struktur der Genome noch geringer). In dieser Arbeit wird zu einem Vergleich mit Eukarya zumeist
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der Modell-Organismus Saccharomyces cerevisiae (Béckerhefe) herangezogen, dessen aus 16
Chromosomen bestehendes Genom eines der bisher am genauesten untersuchten ist.

(EBine Ubersicht iiber bisher komplett sequenzierte archaeelle und bakterielle Genome siehe auch:
http://www.ncbi.nlm.nih.gov:80/genomes/MICROBES/Complete.html ).

Archaea

Crenarchaeota

Aeropyrum pernix K1: (Desulfurococcales) (Kawarabayasi et al., 1999)

Sulfolobus solfataricus: (Sulfolobales) (Zillig et al., 1980)
Sulfolobus tokodaii: (Sulfolobales) (Kawarabayasi et al., 2001)

Pyrobaculum aerophilum: (Thermoproteales) (Fitz-Gibbon et al., 2002)

Euryarchaeota

Halobacterium sp. NRC-1: (Halobacteriales) (Ng et al., 2000)

Methanocaldococcus jannaschii: (Methanococcales) (Bult ez al., 1996)

Methanopyrus kandleri AV19: (Methanopyrales) (Slesarev et al., 2002)

Methanosarcina acetivorans C2A: (Euryarchaeota / Methanosarcinales) (Galagan et al., 2002)
Methanosarcina mazei Goel: (Euryarchaeota / Methanosarcinales) (Deppenmeier et al., 2002)

Methanothermobacter thermautotrophicus str. Delta H: (Methanobacteriales)(Smith et al., 1997)

Pyrococcus abyssi: (Thermococcales) (Cohen ef al., 2003)
Pyrococcus furiosus DSM 3638: (Thermococcales) (Robb et al., 2001)
Pyrococcus horikoshii: (Thermococcales) (Kawarabayasi ef al., 1998)

Thermoplasma acidophilum: (Euryarchaeota / Thermoplasmales) (Ruepp ef al., 2000)
Thermoplasma volcanium: (Euryarchaeota / Thermoplasmales) (Kawashima et al., 2000)

Nanoarchaeota

Nanoarchaeum equitans Kin4-M (Waters et al., 2003);
(das Phylum "Nanoarcheaota wurde kiirzlich neu postuliert)

Korarchaeota

(auf RNA-Basis definiert; bisher keine kultivierbaren Vertreter, bzw. Mischkulturen)

Abb.4-04: Liste der gegenwairtig verfiigbaren, komplett sequenzierten archaeellen Genome

Die angegebenen Publikationen beziehen sich auf die Verdffentlichung des kompletten Genomes
und nicht auf die Erstbeschreibung des jeweiligen Organismus.

Die Daten zu allen RNAP-Untereinheiten der hier aufgelisteten Archaea finden sich in der
folgenden Tabelle. Die Quelle der Daten sind die fiir jede komplett sequenzierte Art erhéltlichen
Genomdateien im Genbankformat (siehe [8.5]), die mehr oder weniger die gleichen Daten
enthalten, die auch in den einschligigen Online-Gendatenbanken bereitgestellt werden. Um die
Extraktion und Aufbereitung der Informationen {iber die RNAP-Untereinheiten und andere Daten
aus diesen Genomdateien zu beschleunigen, wurde ein zu diesem Zweck niitzliches Programm
geschrieben (siche [8.4]).
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4.2.1 Zusammenstellung von Genomdaten fiir eine vergleichende Darstellung

Die folgende Tabelle zeigt die RNA-Pol-Gene der gegenwirtig 17 komplett sequenzierten Archaea.
Die jeweilige Bezeichnung fiir das Gen entspricht den Angaben in den bei NCBI zuginglichen
Genbank-Dateien der aufgefiihrten archaeellen Genome. Es kann mit dieser Bezeichnung dhnlich
wie mit einer Accession-Nummer oder einer Protein-Datenbank-ID innerhalb von NCBI oder SRS
(unter ,,Combined Sequence Databases*) gesucht werden.

B/B’ B” A A” D E’ E” F H K L N P

D erenyTmIDeIniy APE1856 . APE1853 | APE1852 | APE1744 | APE0257 | APES005 5 APES061 | APE0914 | APE0443 | APES058 | APES057

Py p 132379Da 101741Da | 46025Da | 32058Da | 20712Da | 6143Da ) 10368Da | 11437Da | 11930Da | 8843Da 8692Da
Archaeoglobus rpoB1 rpoB2 rpoA1 rpoA2 rpoD rpoE1 rpoE2 AF1530 rpoH rpoK rpoL rpoN AF0056
fulgidus 67765Da | 58544Da | 97807Da | 42422Da | 29568Da | 21686Da | 7037Da | 14026Da | 8510Da 8870Da 9757Da 8695Da 5063Da
Halobacterium sp. rpoB’ rpoB" rpoA1 rpoC rpb3 rpoE' rpoE" | VNG1169C rpoH rpoK rpoL rpoN  [VNG0237H
NRC-1 * 67276Da | 59397Da | 108734Da | 43750Da | 27377Da | 20796Da | 7339Da | 13648Da | 8507Da 6654Da | 10010Da | 7443Da 5179Da
Methanocaldococcus | MJ1041 MJ1040 MJ1042 MJ1043 MJ0192 MJ0397 MJ0396 MJ0039 MJ1039 MJ0197 MJ0387 | MJ0196 RPC10
jannaschii ** 72193Da | 56487Da | 152781Da | 97087Da | 21699Da | 21216Da | 6578Da | 13390Da | 9001Da 6292Da | 11392Da | 8695Da 5452Da
Methanopyrus RpoB_1 | RpoB_2 | RpoC_2 | RpoC 1 | RpoA | RpoE1 | RpoE2 | MK1659 | RPBS RpoZ | RPB11 | RPB10 | RPC10
kandleri AV19 72786Da | 61121Da | 108859Da | 48034Da | 31526Da | 20755Da | 7188Da | 14965Da | 10282Da | 6235Da | 13024Da | 8423Da 6317Da
Methanosarcina rpoB1 rpoB2 rpoA1 rpoA2 (rpoD) rpoE1 rpoE2 MA1444 rpoH rpoK rpoL rpoN rpoP
acetivorans C2A *** 66979Da | 62716Da | 98372Da | 44157Da | 28749Da | 21392Da | 6844Da | 13677Da | 8811Da 6619Da | 10374Da | 7163Da 5379Da
Methanosarcina MM2272 | MM2273 | MM2271 | MM2270 | MM2158 | MM0596 | MMO0597 | MM2537 | MM2274 | MM1759 | MM1880 | MM1758 | MM2626
mazei Goe1 67023Da | 60584Da | 98259Da | 45332Da | 28896Da | 21432Da | 6881Da | 13541Da | 12273Da | 9143Da | 10371Da | 7219Da 5379Da

Methanothermobacter | MTH1050 | MTH1049 | MTH1051 | MTH1052 | MTH37 | MTH264 | MTH265 | MTH1324 | MTH1048 | MTH42 | MTH1317 | MTH40 | MTH680a
thermautotrophicus 67688Da | 59191Da | 98078Da | 51004Da | 29395Da | 20695Da | 6735Da | 13479Da | 8808Da | 7043Da | 9732Da | 6435Da | 5809Da

Nanoarchaeum NEK170 | NEK188 | NEK547 | NEK465 | NEK492 | NEK401 (rpoE2) 5 NEK551 NEK223 | NEK197 | NEK365 (rpoP)
equitans Kin4-M 67950Da | 56657Da | 100057Da | 42525Da | 26735Da | 20580Da | 7216Da : 10794Da | 8036Da | 11180Da | 7459Da 5294Da
Pyrobaculum PAE0665 B PAE0666 | PAE0667 | PAE0671 | PAE3562 | PAE3563 | PAE3335 | PAE0664 | PAE3271 | PAE1978 | PAE0675a | PAE2258
aerophilum 126481Da 100119Da | 42423Da | 29291Da | 21282Da | 8297Da | 12875Da | 8331Da | 12190Da | 10678Da | 7717Da 6168Da
, rpoB rpoA1 rpoA2 rpoD rpoE1 rpoE2 PAB0732 rpoH rpoK rpoL rpoN PAB3072
Pyrococcus abyssi | p7050pa | | 103057Da | 44505Da | 20477Da | 21456Da | 6799Da | 14136Da | 9284Da | 6271Da | 11081Da | 7787Da | 5681Da
Pyrococcus furiosus PF1564 . PF1563 PF1562 PF1647 PF0256 PF0255 PF1036 PF1565 PF1642 PF0050 PF1643 PF2009
DSM 3638 127004Da 103115Da | 44404Da | 29781Da | 21696Da | 6953Da | 14095Da | 9245Da 6237Da | 11115Da | 8199Da 5757Da
Pyrococcus PH1546 . PH1545 PH1544 PH1637 PH1908 | PH1908a | PH1127 PHS044 | PH1631a | PH0041a | PH1632 PHS056
horikoshii 127089Da 102977Da | 44508Da | 29886Da | 21512Da | 6972Da | 14278Da | 9355Da | 6271Da | 11144Da | 13881Da | 8993Da
Sulfolobus rpoB1 rpoB2 rpoA1 rpoA2 rpoD rpoE1 rpoE2 rpoF rpoH rpoK rpoL rpoN rpoP
solfataricus **** 73124Da | 54035Da | 99675Da | 43805Da | 30294Da | 20329Da | 7341Da | 12811Da | 9670Da | 10858Da | 10285Da | 7591Da 5597Da
Sulfolobus tokodaii ST0277 N ST0276 | ST0275 | ST2067 | ST0379 | STS052 | ST0458 | STS038 | STS136 | STS238 | STS221 | ST0351
126576Da 100547Da | 44760Da | 29620Da | 20579Da | 7372Da | 13328Da | 11113Da | 9816Da | 10454Da | 7619Da | 11790Da
Thermoplasma Ta0390 _ Ta0391 Ta0392 Ta1030 | Ta1089m | Ta1090 Ta1298 Ta0389 Ta1160 Ta1030 Ta0431 RPC10
acidophilum 134691Da 100075Da | 56946Da | 30419Da | 21723Da | 7330Da | 12028Da | 10384Da | 6779Da | 30419Da | 8368Da | 5151Da
Thermoplasma TVN1182 B TVN1181 | TVN1180 | TVN0565 | TVN0486 | TVN0485 | TVN0313 | TVN1183 | TVN1225 | TVN1435 | TVN1137 | TVN0310
volcanium 134557Da 100024Da | 57506Da | 30297Da | 21446Da | 7374Da | 11636Da | 9889Da | 6791Da | 13089Da | 8483Da | 5195Da

Abb.4-05: Tabelle mit den Namen der Gene und den theoretischen Molekulargewichten der RNA-Pol-
Untereinheiten bei 17 komplett sequenzierten Archaea

* Das Genom von N.equitans liegt komplett sequenziert vor — seit dem 17.11.03 sogar in einer annotierten Version; evtl. handelt es sich
aber noch um eine vorlaufige Version — statt ,/gene” wurde ,/locus_tag" zur Bezeichung der Gene verwendet (siehe [8.5]). rpoE2 wurde
in dieser Version nicht als Gen erkannt. Mittels einer ,lokalen BLAST-Suche” (siehe [8.3]) lieR sich das Gen jedoch identifizieren. Dies
gilt auch fir rpoP.

** rpoA1 aus M.jannaschii enthalt ein 451 Aminosauren langes Intein (Position 461 bis 911; ohne Intein 100538Da). Auch rpoA2 enthalt
ein 471 Aminosauren langes Intein (Position 76 bis 546; ohne Intein 43388Da)

*** Auch rpoD aus M.acetivorans ist bei der Annotierung des Genoms nicht als Gen erkannt worden. Die gegeniiber M.mazei stark
konservierte Sequenz konnte erst durch ,lokale BLAST-Suche” (s.o0.) entdeckt werden. Evtl. wurde das Gen nicht erkannt, weil es eine,
durch einen Sequenzierfehler bedingte, scheinbare Verschiebung des Leserasters enthalt.

**** Die Gattung Sulfolobus besitzt normalerweise eine ungeteilte B-Untereinheit. Verschiedene Indizien deuten darauf hin, dass es sich
in diesem Fall nicht um einen Sequenzierfehler, sondern tatsachlich um eine Besonderheit handelt, die in S.solfataricus unabhangig von
den andern Archaea mit geteilter B-Untereinheit im Laufe der Evolution aufgetreten ist.

4.2.2 Zuverlassigkeit und Aussagekraft von Genomdaten / bioinformatischen
Analysen

Identifizierung von Genen im Genom: Bis zu einem gewissen Grad hypothetisch!

Bei dem Inhalt der Genbank-Dateien mit dem Genom eines Mikroorganismus handelt es sich

einerseits um die reine DNA-Sequenz, die (abgesehen von vereinzelten Sequenzierfehlern)

zweifelsfrei feststeht. Andererseits handelt es sich um cine Liste mit identifizierten Genen, die

jeweils mit Aminosduresequenz, Name, Bemerkungen und Referenzen etc. versehen die Basis fiir

Genom-Recherchen (sowohl lokal, als auch online) darstellen — beispielsweise iiber eine Stichwort-

oder BLAST-Suche.
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Es mufl dem Anwender klar sein, dass es sich bei letztgenannten Daten um eine Interpretation
handelt, die je nach der Kombination der verwendeten Programme (z.B. Glimmer, GeneScan,
GeneMark), dem aktuellen Stand der groBBen Gen- und Protein-Datenbanken (also der Anzahl und
Art der verfligbaren Datensitze), sowie abhdngig von einer mehr oder weniger sorgfiltige
Nachbearbeitung unterschiedliche Ergebnisse liefern kann.

Prinzipiell sind zwei Schritte n6tig: 1. Korrekte Identifzierung eines ORF = "open reading frame"
(durchaus keine triviale Angelegenheit, wenn keinerlei Vorinformationen vorhanden sind; jedes
Programm verfolgt seine eigene Strategie, die etwas abweichende Ergebnisse liefern kann; neuere
bioinformatische Ansitze orientieren sich beispielsweise auch an potentielle Ribosomen-
Bindestellen und weiteren Indizien (Lukashin & Borodovsky, 1998; Aggarwal & Ramaswamy,
2002) etc.).

2. Zuordnung der gefundenen (und in Aminoséduresequenz iibersetzten) ORFs zu den schon in den
Datenbanken vorhandenen Proteinen (bzw. DNA bei Nicht-Proteingenen). Letztlich wird hier fiir
jedes potentielle Gen eine BLAST-Suche durchgefiihrt. Je nach den gewihlten Einstellungen erfolgt
bei geniigend eindeutiger Homologie der Eintrag in die 0.g. Genbank-Datei.

Dies ist genau der Grund, weshalb sich bei P.furiosus bei 2065 Proteingenen in 1026 Fillen der
Eintrag "hypothetical protein" findet. Allerdings muf3 bedacht werden, dass die Genbank-Dateien
auch veralten konnen — evtl. sind durch weitere Forschung und manuelle Annotierung einige Gene
nicht mehr ,,hypothetisch®.

Die u.a. in Tabelle [Abb.4-06] angegebene Gesamtzahl an Proteingenen ist also ein Richtwert. Ein
Beispiel verdeutlich den Sachverhalt:

Deinococcus radiodurans: Original Genbank-Datei AE000513.gbk mit 2579 Proteingenen. Hiervon
abgeleitet die aktuelle, von NCBI bearbeitete Datei NC_001263.gbk mit 2629 Proteingenen.

Ein typischer Fehler ist auch die Angabe eines zu frithen oder zu spiten Start-Punktes des Genes.
Selbst beim Stop-Codon kann man nicht ganz sicher sein: In einigen Féllen wird das Codon "TGA"
(bzw. "UGA" auf mRNA-Ebene) nicht als Stop-Codon, sondern als spezielles Codon mitten im
offenen Leserahmen interpretiert, das fiir den Einbau einer seltenen Aminosdure, dem
"Selenocystein" codiert. Entsprechende Beispiele sind sowohl fiir Organismen aus Eukarya und
Bacteria, als auch fiir Archaea beschrieben (Wilting et al., 1997; Rother et al., 2001).

Insgesamt zeigt sich, dass viel "Handarbeit" bei der Analyse von Einzelfdllen und Ausnahmen notig
ist, die sonst von den (aufgrund der immer gréBeren Datenmengen ndtigen) automatischen
Bearbeitungsystemen falsch zugeordnet werden.

Wichtig ist also, die vorliegenden Genomdaten permanent kritisch zu hinterfragen, um diese ab und
zu auftretenden Fehler zu entdecken.

Folgende Tabelle enthélt ergédnzende Daten zu den Archaea, deren RNAP-Gene in [Abb.4-05]
aufgelistet werden:

4.2.3 Weitere Eckdaten der untersuchten archaeellen Genome (Statistik)

5 0 Stop- ohne mit
PEIBIETE Dzl | R | EE ) ian T Codon Uberschneidung | Uberschneidung
1907 ATG: 780(42%) | TGA: 424(23%)
Aeropyrum pernix NC_000854.gbk| 1669695 1841 56,3 |GTG: 1041(57%)| TAA: 412(22%) 851 /508 2371310
66 TTG: 17(1%) | TAG: 1005(55%)
Archaeoglobus 2424 ATG: 1843(76%) | TGA: 1230(51%)
; NC_000917.gbk| 2178400 | 2420 48,6 | GTG: 520(21%) | TAA: 815(34%) 1047 / 499 662 /215
R/ 42 " | TT6:55(2%) | TAG: 373(15%)
Halobacterium sp. 2149 ATG: 2019(97%) | TGA: 1045(50%)
NRC-1 * ' NC_002607.gbk| 2014239 | 2075 67,9 | GTG:49(2%) | TAA:426(21%) 9771763 285/123
74 TTG: 2(0%) | TAG: 604(29%)
Mothanocaldococels 1772 ATG: 1209(70%) | TGA: 222(13%)
; NC_000909.gbk| 1664970 1729 31,4 | GTG: 240(14%) | TAA: 1343(78%) 1047 / 458 208/ 58
(OIS 43 " | TTG: 278(16%) | TAG: 164(9%)
Wethanopyrus 1733 ATG: 502(30%) | TGA: 982(58%)
kandleri AV19 NC_003551.gbk| 1694969 | 1691 61,2 | GTG: 588(35%) | TAA: 388(23%) 821/435 334/142
42 TTG: 517(31%) | TAG: 321(19%)
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Methanosarcina 4550 ATG: 2925(64%) | TGA: 2099(46%)
et NC_003552.gbk| 5751492 | 4540 42,7 | GTG: 651(14%) | TAA: 2217(49%)| 2559 | 1477 470/ 43
10 TTG: 831(18%) | TAG: 224(5%)
e 3438 ATG: 2372(70%) | TGA: 1445(43%)
et NC_003901.gbk| 4096345 | 3371 | 41,5 |GTG:441(13%) |TAA: 1800(53%)| 2061 /1071 289/16
67 TTG: 558(17%) | TAG: 126(4%)
Methanothermobacter |\ 1751377 B3 49,5 i 1227&(;323/)) A ”Zglfi 1143 / 462 294120
: NC_000916.gbk 7 , : % : 554(30%
dEIE L LAY 47 TTG: 276(15%) | TAG: 430(23%)
P 563 ATG: 471(84%) | TGA: 113(20%)
Ty NC_005213 | 490885 563 31,6 | GTG:56(10%) | TAA: 319(57%) 165/ 157 145/ 95
quitans Rin<- 07! TTG: 36(6%) | TAG: 131(23%)
P 2701 ATG: 1618(62%) | TGA: 685(26%)
Y o NC_003364.gbk| 2222430 | 2605 51,4 | GTG: 884(34%) | TAA: 1140(44%) 1116 / 753 585 /246
aerophilum 96 TTG: 103(4%) | TAG: 780(30%)
1769 ATG: 1317(74%) | TGA: 908(51%)
Pyrococcus abyssi  |NC_000868.gbk| 1765118 1769 44,7 | GTG: 287(16%) | TAA: 513(29%) 8171371 401 /179
0 TTG: 161(9%) | TAG: 348(20%)
S 2177 ATG: 1739(84%) | TGA: 956(46%)
D§M3638 NC_003413.gbk| 1908256 | 2065 40,8 | GTG: 276(13%) | TAA: 689(33%) 1011/ 456 481228
112 TTG: 502%) | TAG: 420(20%)
P 1858 ATG: 1291(72%) | TGA: 847(47%)
hgﬂkoshii NC_000961.gbk| 1738505 | 1801 41,9 | GTG: 505(28%) | TAA: 606(34%) 812/419 365/ 261
57 TTG: 4(0%) | TAG: 348(19%)
—— 3027 ATG: 1881(63%) | TGA: 875(29%)
solfataricus NC_002754.gbk| 2992245 | 2977 35,8 | GTG: 543(18%) | TAA: 1484(50%) 1275/ 873 638 /240
50 TTG: 553(19%) | TAG: 618(21%)
2940 ATG: 2170(77%) | TGA: 812(29%)
Sulfolobus tokodaii  |NC_003106.gbk| 2694756 | 2826 32,8 | GTG: 655(23%) | TAA: 1532(54%) 1185/ 782 590 / 382
114 TTG: 1(0%) | TAG: 482(17%)
S 1530 ATG: 1044(70%) | TGA: 953(64%)
i h’?, NC_002578.gbk| 1564906 | 1482 46,0 | GTG: 238(16%) | TAA: 331(22%) 7171512 237163
acidopnilum 48 TTG: 197(13%) | TAG: 198(13%)
Thermoplasma 1548 ATG: 1250(83%) | TGA: 575(38%)
lcanitim NC_002689.gbk| 1584804 1499 39,9 | GTG:132(3%) | TAA: 673(45%) 7571485 241/ 64
vo 49 TTG: 108(7%) | TAG: 251(17%)
[ 5557 ATG: 3641(68%) | TGA: 1736(32%)
e NC_004431 | 5231428 | 5379 50,5 |GTG:927(17%) |TAA: 3217(60%)| 2576/ 1375 1060 / 545
178 TTG: 810(15%) | TAG: 426(8%)

* die Extrachromosomalen Elemente (Plasmide) von M.jannaschii und Halobacterium wurden nicht mit in die Ubersicht einbezogen

Abb.4-06: Tabellarische Darstellung statistischer Rahmendaten der archaeellen Genome

Genomdaten der gegenwartig 17 komplett sequenzierten Archaea (E.coli als bakterielle Referenz); Quelle der Daten
sind die von NCBI einheitlich nachbearbeiteten Genomdateien im Genbankformat (NC_xxxxxx.gbk). bp DNA: Lange des
jeweiligen Genoms in Nukleotiden; Gene: Gene insgesamt / Proteingene / Nicht-Proteingene; GC %: Exakter GC-Gehalt
auf Basis der Genomsequenz; ohne Uberschneidung: Aufeinander folgende Gene ohne / mit Wechsel der
Leserichtung; mit Uberschneidung: Aufeinander folgende, sich partielle (iberschneidende Gene ohne / mit Wechsel der
Leserichtung. Bei der Angabe der Anzahl der "Nicht-Proteingene" sind einige Zahlen unrealistisch klein — diese Werte
wurden mit einem Fragezeichen markiert.

Die aufgefiihrten archaeellen Genome dienten als Basis fiir die im Anhang [8.1.3] gezeigten
umfangreichen Alignments, sowie weitere Analysen. Die Auswertung der Haufigkeit von Start- und
Stopcodons kann zum Beispiel niitzlich bei der Identifizierung alternativer Translationsstartpunkte
sein. Die iiberraschend hohen Werte fiir die Anzahl einander iiberlappender Gene bei Archaea und
Bacteria bestdtigen (selbst wenn ein Teil der Eintrige durch fehlerhafte Zuordnung der Gene
innerhalb der Genbankdateien verursacht wiirde) die in [4.5] dargestellte Analyse der
"translationalen Kopplung" von Genen am Beispiel der Gene von rpoE1 und rpoE2.

4.3 Auswertung von Alignments der drei Pyrococcus-Arten untereinander

Da zum gegenwirtigen Zeitpunkt bereits die Genomdaten von drei komplett sequenzierten
Pyrococcus-Arten verfiigbar sind (siehe [8.5]), bietet sich ein Vergleich auf kurze evolutiondre
Distanz an. Einerseits ist die Frage interessant, ob schon hier gravierende Unterschiede erkennbar
sind. Andererseits 148t sich die Frage nach den Verwandtschaftsverhéltnissen innerhalb der Gattung
Pyrococcus diskutieren.

Zunichst einige Anmerkungen zu den Alignments, die im Anhang unter ([8.1.2]) zu finden sind:
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Das Alignment mit den beiden anderen Pyrococcus-Arten legt bei Pfu rpoAl einen alternativen
Startpunkt bei dem Methionin drei Positionen frither als in PF1563 annotiert nahe. Auch die
Analyse der potentiellen Ribosomen-Bindestelle spricht fiir diese Korrektur. Die Primer fiir die
Klonierung dieser RNAP-Untereinheit in pET-14b wurden entsprechend diesem fritheren
Startpunkt ausgewéhlt. Das Valin an Position 4 bei P.abyssi und P.horikoshii kommt nicht als
moglicher Start in Frage, weil er jeweils durch das DNA-Triplett ,,GTT* (und nicht durch ,,GTG* =
alternatives Startcodon bei Archaea und Bacteria) kodiert wird. Die A’-Untereinheit enthilt bei
Archaea das katalytische Zentrum der RNA-Polymerase, also Aminosduren, die besonders mit der
DNA / RNA interagieren. Innerhalb der Sequenz ,,NADFDGD* (Pos 456 ff.) (Dieci et al., 1995;
Sonntag & Darai, 1995) ist das Motiv D****°%* (also 3 Aspartatreste) fiir die Bindung des Mg*'-
Ions im katalytischen Zentrum verantwortlich. Erwartungsgemal3 sind die Aminosduresequenzen
der hier untersuchten 3 Pyrococcus-Arten in diesem Bereich identisch.

Die Untereinheit E” (rpoE2) wurde lidngere Zeit fiir einen vermutlich in vivo nicht exprimierten,
deaktivierten Teil der ehemals groeren Untereinheit E’ gehalten, der durch eine einzelne Deletion
im Leseraster verschoben wurde und um —1 Nucleotid-Positionen mit E’ iiberlappt (-4, wenn man
das Stop-Codon von rpoE1 mitzdhlt). Wie auch aus der unten gezeigten Tabelle zu entnehmen, ist
die Mutationsrate aber fiir ein vermeindlich inaktiviertes Gen zu gering, was auf einen nach wie vor
wirkenden, positiven Selektionsdruck auf das resultierende Genprodukt schlieBen 148t. Pab rpoE2
ist ohne Methionin am N-Terminus annotiert worden. Ein ,,ORF ohne Startcodon* wire ein gutes
Argument fiir ein im Laufe der Evolution inaktiviertes Gen — allerdings ist das Codon fiir die direkt
vorangehende Aminosdure ,,GTG*, welches als alternativer Start dienen kann und dann fiir
Methionin kodiert. Dass bei einer Punktmutation des Startcodons ausgerechnet (als eine Art ,,stille
Mutation®) das hédufigste alternative Startcodon entsteht, konnte als weiteres Indiz fiir die
Notwendigkeit der E’’-Untereinheit fiir den Stoffwechel des Organismus gewertet werden
(allerdings dient bei P.furiosus in ca. 2% der Fille auch ,,TTG* als Start-Codon; siche [4.2.3]). Erst
das ,,grofle Alignment™ mit anderen Archaea raumt letzte Unsicherheiten in dieser Frage aus (siche
[8.1.3.6]).

Bei Pab rpoN ist ,,TTG* als Startcodon interpretiert worden — eigene Analysen zeigten, dass
»I TG als alternatives Start-Codon bei Archaea weit verbreitet ist und teilweise (z.B. bei
M.jannaschii) sogar hdufiger als ,,GTG* verwendet wird (siche [Abb.4-06]). Das Valin an Position
3 kommt fiir einen alternativen Startpunkt dagegen nicht in Frage, weil das Codon ,,GTC* lautet.
Hier konnte man dann auch gleich den Start von Pfu_rpoN anzweifeln: Das Valin an Position 6
wird durch ,,GTG* kodiert — hier startet auch Pab_rpoN. Fiir die Untersuchungen in dieser Arbeit
habe ich mich an die oben dargestellte lange, annotierte Version gehalten. Dass P.horikoshii in
bezug auf das ansonsten besonders konservierte rpoN iiber eine zusétzliche, 51 Aminosduren lange,
N-terminale Zusatzsequenz verfiigen soll, kann getrost angezweifelt werden. Die normalerweise nur
knapp 70 Aminosduren lange Untereinheit N gehort bisherigen Forschungsergebnissen zufolge zu
den kleinen Proteinen, die den DLNP-Komplex als eine Plattform fiir den weiteren Zusammenbau
der RNA-Polymerase bilden (Werner & Weinzierl, 2002). Dass 51 zusétzliche Aminosduren fiir
diesen sensiblen, und fiir den Organismus iiberlebenswichtigen Vorgang einen erheblichen
Storfaktor darstellen wiirden, ist sehr wahrscheinlich. Das Valin an Position 52 des Pho rpoN-
Genes (2 Aminosduren vor dem Start des Genes bei P.abyssi) wird durch ,,GTG* kodiert und
reprisentiert wahrscheinlich den richtigen Startpunkt.

Pho_rpoP (PHS056) ist nicht korrekt annotiert: Die angegebene Aminosduresequenz iliberschneidet
sich um 25aa mit PHS057 (,,50S ribosomal protein L37). Da das Valin an Position 17 durch
,»GTA* kodiert wird, also als Transkriptionsstart nicht in Frage kommt, bleibt nur das Methionin an
Pos. 19, wo auch die entsprechenden Gene von P.furiosus und P.abyssi beginnen.
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Die Auswertung der beschriebenen Alignments filihrte zu folgender, zusammenfassenden Tabelle:

Relative Haufigkeit von abweichenden Aminosaure-Positionen: Mutationsrate

Austausch total dhnlich stark abweichend | Alignment-Lénge

B (rpoB) 66 (5,9%) 51 (4,6%) 15 (1,3%) 1117
A’ (rpoA1) 72 (7,9%) 43 (4,7%) 29 (3,2%) 907
A” (rpoA2) 41 (10,3%) 28 (7,1%) 13 (3,3%) 397
D (rpoD) 49 (18,8%) 23 (8,8%) 26 (10,0%) 260
E’ (rpoE1) 28 (14,8%) 15 (7,9%) 13 (6,9%) 188
E” (rpoE2) 8 (13,1%) 7 (11,5%) 1 (1,6%) 61
F (rpoF) 30 (24,8%) 21 (17,4%) 9 (7,4%) 120
H (rpoH) 10 (12,2%) 7 (8,5%) 3 (3,6%) 82
K (rpoK) 3 (5,3%) 2 (3,5%) 1 (1,8%) 57
L (rpol) 17 (17,8%) 10 (10,5%) 7 (7,4%) 95
N (rpoN) 8 (11,4%) 3 (4,3%) 5 (7,1%) 68
P (rpoP) 6 (12,2%) 3 (6,1%) 3 (6,1%) 49
Durchschnitt 12,9% 7,9% 5,0%
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Abb.4-07: Aminosaure-Austausch in den RNAP-Genen innerhalb der Gattung Pyrococcus

Tabellarische Darstellung und grafische Darstellung der Haufigkeit von Aminoséure-Austausch. Ahnlich: hellgrau, stark
abweichend: schraffiert. In der Tabelle wurde die niedrigsten und héchsten Werte grau hinterlegt.

Diese Tabelle gibt erste Antworten auf die Frage, ob auf den verschiedenen RNAP-Untereinheiten
ein unterschiedlicher Selektionsdruck lastet, der sich in einer unterschiedlichen Mutationsrate
duBert. Diese Ubersicht liefert einen groben Uberblick iiber Verinderung einzelnen Proteine im
Ganzen, wihrend in folgenden Abschnitten dieser Arbeit auch auf die stirker oder schwécher
konservierten Regionen im Detail eingegangen wird

Anzahl der jeweils von den beiden anderen Arten abweichenden Aminoséaure-Positionen:
P.abyssi | P.horikoshii Alignment-Ldnge

P.furiosus

B (rpoB) 40 11 11 1117
A’ (rpoA1) 48 5 14 907
A” (rpoA2) 26 2 9 397
D (rpoD) 27 4 6 260
E’ (rpoE1) 18 4 3 188
E” (rpoE2) 5 2 1 61
F (rpoF) 15 3 8 120
H (rpoH) 5 1 3 82
K (rpoK) 3 - - 57
L (rpol) 6 4 6 95
N (rpoN) - 1 2 68
P (rpoP) 2 1 2 49
Summe 195 38 65 3401
Summe % 5,7% 1,1% 1,9%

Abb.4-08: Aminosadure-Austausch an Positionen, die bei den anderen Schwesterarten identisch sind
Es wurden alle Positionen mit einbezogen, an denen die Aminosdure im Alignment von denen bei
den anderen beiden Arten abweicht. Die wenigen Stellen, an denen bei allen drei Arten
unterschiedliche Aminosduren zu finden sind, wurden ignoriert. Es wurde kein Unterschied

gemacht, ob es sich um einen Austausch mit einer dhnlichen oder stark abweichenden Aminosaure
handelt.

Die gezeigte Auswertung stimmt recht gut mit bereits bekannten Vergleichsdaten in Bezug auf die
untersuchten drei Pyrococcus-Arten iliberein (Lecompte et al., 2001):  P.furiosus weicht mit 5,7%
innerhalb der RNA-Pol-Gene am stirksten ab, wihrend P.abyssi den beiden anderen Arten
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offensichtlich am néchsten steht (1,1% Abweichung). Dies spiegelt u.a. die geographische Distanz
der Fundorte wider: Wihrend P.abyssi (Erauso et al., 1993) und P.horikoshii (Gonzalez et al.,
1998) aus der Tiefsee des pazifischen Ozeans isoliert wurden, stammt P.furiosus aus einem marinen
Solfataren-Feld, d.h. durch vulkanische Aktivitit aufgeheizten Meeresgrund vor der Insel Vulcano
im Mittelmeer vor Siid-Italien (Fiala & Stetter, 1986). Der theoretischen Stammbaum dieser
Dreiecks-Konstellation zeigt also die beiden einander dhnlichen Arten P.abyssi und P.horikoshii,
deren gemeinsamer Vorldufer sich schon vor etwas ldngerer Zeit von der zu P.furiosus fiihrenden
Linie abgetrennt hat (weite Details:(Lecompte et al, 2001)). In den meisten Féllen scheint zu
gelten, dass die Gene aus P.furiosus stirker denen aus P.abyssi als denen aus P.horikoshii dhneln.
Diese Interpretation wird ergénzt durch die Protein-Stammbédume der Untereinheiten A’ und L
(siche [4.4.1]), wo die drei Pyrococcus-Arten einen entsprechenden Cluster bilden, wobei nach dem
Grad der Konservierung des jeweiligen Proteins die Detail-Relationen etwas unterschiedlich
ausfallen.

4.3.1 Eigenschaften und konservierte Regionen der RNAP-Gene in Pyrococcus

Ein Teilaspekt der in diesem Kapitel gezeigten Grafiken wurden auf der Basis umfangreicher
Alignments der homologen RNAP-Gene innerhalb von Archaea und im Vergleich mit
Saccharomyces cerevisiae als Vertreter der Eukarya gewonnen. In einzelnen Fillen wurden
Gensequenzen auch von noch nicht komplett sequenzierten Archaea herangezogen (z.B. Sulfolobus
acidocaldarius). Wahrend sich die S.cerevisiae-Gene recht gut in die Multiplen Alignments fiigen,
wurde auf die Integration der stirker abweichenden bakteriellen Sequenzen in den Konsensus von
vornherein verzichtet um die Darstellung nicht zu uniibersichtlich werden zu lassen.

Ziel der weiter unten gezeigten Darstellungen zu jeder RNAP-Untereinheit bei P.furiosus ist es,
durch die Lokalisierung und Eingrenzung der besonders konservierten Positionen einen Hinweis auf
fiir die Enzymaktivitit der RNA-Polymerase besonders wichtigen Dominen (und auch einzelne
Aminosduren-Positionen) zu erlangen. Denn der Mechanismus der Transkription und der Aufbau
der RNA-Polymerase bei Archaea dhnelt zwar dem bei Eukarya, weist aber auch charakteristische
Unterschiede hierzu auf, wie man aus der unterschiedlichen Grofle und streckenweise stark
abweichenden Sequenz und 3D-Struktur der beteiligten Untereinheiten und Faktoren ableiten kann.

Das Argument, dass bei Eukarya viele Prozesse komplizierter (reguliert) sind als bei Archaea, und
dass sich das zumeist in der groferen Anzahl der beteiligten Komponenten &uflert, gilt
ausnahmsweise nicht fiir die Anzahl der Untereinheiten, aus denen sich die RNAP bei Eukarya und
Archaea zusammensetzten: Mit Ausnahme von Rpb8 und Rpb9 sind zu allen Untereinheiten der
eukaryotischen Pol II archaeelle Homologe gefunden wurden (sieche [Abb.2-02]). Da einige
Untereinheiten bei Archaea in zwei Teilen vorliegen (A’ + A”’, E> + E””) kommt man bei den
methanogenen Archaea, die als Besonderheit zusétzlich eine gespaltene B-Untereinheit aufweisen
(B> + B”’) rechnerisch sogar auf 13 Untereinheiten — also eine mehr, als bei Eukarya (Pol 11: 12
Untereinheiten). Bezieht man aber die bemerkenswert groe Zahl der (bisher bekannten) an der
Transkription beteiligten eukaryotischen Faktoren und RNA-Pol-assoziierten Hilfproteine hinzu, so
ergibt sich ein anderes Bild, so dass grundsétzlich weiter die Arbeitshypothese aufrechterhalten
werden kann, dass die archaeelle RNA-Polymerase als Modellsystem fiir die komplexere
eukaryotische RNA-Polymerase dienen kann, weil sie zwar in vieler Hinsicht sehr &hnlich,
andererseits aber auch deutlich weniger komplex (und damit experimentell leichter zuginglich) ist.
Allerdings sind auch fiir Archaea typische (und einzigartige) Struktur- und Funktionsmerkmale zu
erwarten — z.B. als Anpassung an die oftmals extremen Standorte / Lebensrdume.

Da in diesem Kapitel Multiple Alignments und die Diskussion eine Rolle spielt, wo eine
Proteinsequenz "dhnlich" und konserviert, und wo sie "stark abweichend" ist, wird kurz und sehr
allgemein darauf eingegangen, wie diese Parameter in der Bioinformatik behandelt werden, und was
fiir Moglichkeiten sich fiir den Anwender ergeben.
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Folgende Grafik verdeutlicht, welche Aspekte die Algorithmen zur Generierung von Alignments
und zur Aufdeckung von Ahnlichkeit und Sequenzhomologie beachten miissen:
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Abb.4-09: "Protein-Scoring-Systeme": Gruppierung dhnliche und undhnlicher Aminosauren
Nach einer Folie, die von Rainer Kénig vom DKFZ Heidelberg (HUSAR Biocomputing Service Group) im Rahmen eines
Bioinformatik-Workshops in Kiel zur Veranschaulichung von ,Protein-Scoring-Systemen® gezeigt wurde.

Wie man sieht, wurden die 20 proteinogenen Aminosduren in derartiger Weise angeordnet, dass
dhnlich wie in der Mengenlehre Kreise und Elipsen sich vielfach iiberschneidende Teilmengen
bilden (das gezeigte Schema erhebt keinen Anspruch auf Vollstdndigkeit). Offensichtlich wird die
Situation dadurch kompliziert, dass einige Aminosduren an bis zu 5 Eigenschaften-Mengen
teilhaben, wobei dann zwangldufig je nach aktueller Fragestellung eine unterschiedliche
Gewichtung derselben notwendig ist (beispielsweise darf Histidin gleichzeitig als ,,hydrophob®,
»aromatisch®, ,,polar, ,,geladen®, ,,positiv geladen‘ betrachtet werden).

Nach dem ,,Dogma der Biochemie® ist die Primérstruktur der Aminosduresequenz allein zur
Ausbildung der finalen 3D-Struktur des Proteins und somit seiner spezifischen Eigenschaften
ausreichend (allerdings handelt sich oftmal um ein durch Chaperone unterstiitztes ,,assisted
assembly*). Wenn man davon ausgeht, dass auf den Eigenschaften eines Organismus (und im Detail
auf den Eigenschaften seiner Proteine und sogar auf Eigenschaften einzelner Aminoséuren an ganz
spezieller Position im Protein) ein Selektionsdruck lastet, so wird unmittelbar klar, dass ein
Aminosdure-Austausch mit einer sehr dhnlichen Aminosédure von der Evolution weniger hart
,bestraft™ wird, als ein Austausch, der die Form des Proteins grundlegend verdndert und z.B. die
Inaktivierung eines Enzyms zur Folge hat, weil sein Substrat nicht mehr in das katalytische Zentrum
paBit (natiirlich kann auch mal ein "Gliickstreffer" dabei sein, der zu einer schlagartig verbesserten
biologischen "Fitness" des Organismus fiihrt — das bewéhrteste Prinzip der Evolution aber scheint
noch immer die Konservierung oder hdchstens vorsichtige Verdnderung zu sein — schlielich hat
sich die jeweilige Struktur meist schon tliber unzihlige Generationen hinweg bewihrt).

In gewisser Weise ist also der Aminosdure-Code dhnlich ,,degeneriert™ wie der ,,genetische Code®,
das heiflt, ein Austausch des aliphatischen Leucins mit Isoleucin oder Valin hat (fast?) keinen
EinfluB auf die resultierende 3D-Form bzw. spezifische Eigenschaften. Typisch ist auch der
Austausch dhnlich geladener Aminosduren wie Aspartat mit Glutamat oder Arginin mit Lysin.

Mag sich dies einerseits erschwerend bei der Identifizierung eines Proteins auswirken, so kann
dieses Phidnomen andererseits auch niitzlich bei dem Vergleich von Verteilungsmustern zur
Aufdeckung phylogenetischer Zusammenhinge sein.

Der Austausch von Aminosduren kann im Laufe der Evolution so weit fortschreiten, dass das
Auffinden eines homologen Gegenstiicks in einem anderen Organismus allein aufgrund der
Aminosdure-Sequenz nicht mehr greift, obwohl die fiir das Protein charakteristische allgemeine
Gestalt und Funktion noch erhalten ist. Hier kommen dann héufig fortgeschrittene Techniken der
Bioinformatik zum Einsatz, die sich bei der Suche nach Homologen eher auf die Analyse von 2D-
und 3D-Strukturen stiitzen. Die rasante Entwicklung der Rechnerkapazititen und die Fortschritte
beim Verstindnis der Faktoren und Krifte, die die Form eines Proteins bestimmen, liefert
gegenwartig immer leistungsfahigere Werkzeuge (Computerprogramme), die teilweise online
zugénglich sind.

Im folgenden wird grundsétzlich vorausgesetzt, dass auf den fiir die Funktion essentiellen
»Merkmalen* eines Proteins ein positiver Selektionsdruck lastet, was ihre ,,Konservierung* im Lauf
der Evolution erzwingt. Die Faustformel ,,Konservierte Region = Hinweis auf Funktion* kann als
grober Anhaltspunkt fiir das Auffinden besonders wichtiger und interessanter Regionen im Protein
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dienen. Im Gegenzug kénnen auftillige Abweichungen vom Konsensus bei bestimmten Arten unter
Umstéinden als fiir den speziellen Organismus (und fiir sein Uberleben in einem bei Archaea oft
extremen Habitat) forderliche Modifikationen diskutiert werden (oder vielleicht auch als Folge von
Rekombinationsereignissen).

Ein Problem ist oftmals, dass sich umfangreichen Alignments seitenlang hinziehen und keinen
intuitiv zu erfassenden Uberblick, sondern eher Detailinformationen liefern. Dies gilt auch fiir die
Proteinsequenz der grolen Untereinheiten der RNAP aus den 17 komplett sequenzierten Archaea.
Aus diesem Grund habe ich die unten gezeigten Grafiken selbst programmiert (mit Borland Delphi
5, siche [8.4]), um jeweils bestimmte Eigenschaften der untersuchten Proteine komprimiert in einer
Zeile darstellen zu konnen.

Die erste Zeile zeigt jeweils die aus den diskutierten Alignments ([8.1.3]) abgeleiteten konservierten
Regionen in den RNA-Pol-Genen aus Pyrococcus furiosus. Die Zusatzgrafiken mit speziellen
Aminoséduren (z.B. ,,geladene Aminosduren®) oder mit Sekundirstrukturvorhersagen stellen eine
Ergidnzung dar, und konnen schon an dieser Stelle einige Indizien fiir strukturelle Besonderheiten
innerhalb der konservierten Regionen liefern, bevor dann mit weiteren bioinformatischen Tools
(bzw. Labor-Experimenten) Voraussagen beziiglich 2D- und 3D-Struktur (oder iiber die
Wahrscheinlichkeit von Protein-Protein-Interaktionen mit einer anderen RNAP-Untereinheit oder
einem Transkriptionsfaktor) konkretisiert werden.

Ein Sonderfall stellt die Untereinheit B (rpoB) dar: Bei ca. der Hilfte der untersuchten Archaea ist
sie in zwei Teile gespalten (N-terminal B*” (rpoB2) und C-terminal B’ (rpoB1); [4.2.1]). Weil hier
(d4hnlich wie beim Hinzufiigen von der Sequenz von Rpb2 aus S.cerevisiae) der Konsensus
erheblich reduziert wird, wurden zwei separate Alignments durchgefiihrt (einerseits B + B’ und

andererseits B + B’’) und in einem einzigen Konsenus bezogen auf P.furiosus kombiniert (siche
Anhang [8.1.3.1]).

4311

B (rpoB) aus P.furiosus: Konservierte Regionen und Eigenschaften
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D+EMH+H+FR: Geladene Aminosguren (Aspartat, Glutamsat, Histiding Lysin, Arginin; unten sauer, oben basisch)
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Abb.4-10: Eigenschaften von rpoB aus P.furiosus

Erste Zeile mit in P.furiosus konservierten Aminosaure-Positionen der Untereinheit B entsprechend Konsensus (schwarz
= konserviert; siehe [8.1.3.1]). T = ,turn®, a = a-Helix, B = B-Faltblatt, 1. Sekundarstrukturvorhersage nach Chou-Fasman
(CF) (Chou & Fasman, 1978), 2.Vorhersage nach Garnier, Osguthorpe, Robson (GOR) (Garnier et al., 1978). Die
Kombination dieser beiden Methoden kann wichtige Hinweise liefern, bleibt aber hypothetisch (Kyngas & Valjakka,
1998). Saure Aminosauren/negativ geladen: rot. Basische Aminosauren/positiv geladen: blau. In der unteren Zeile
Cystein- (oben) und Histidin-Positionen (z.B. fir potentielle Zinkfinger-Motive). Die Zeile mit den blauen Zahlen stellt die
Ubertragung der fiir die eukaryotische RNAP aus S.cerevisiae vorgenommene Einteilung in Struktur- und
Funktionsabschnitte (Cramer et al., 2001) auf die Verhaltnisse bei Pyrococcus furiosus dar ([Abb.4-21, Rpb2]).

Die angegebene Trennlinie fiir die entweder zu rpoB2 oder rpoB1 homologen Abschnitte bei
Position 515 entspricht dem relativ einheitlichen Startbereich von rpoB1 bei den meisten Archaea
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mit geteilter B-Untereinheit. Sulfolobus solfataricus féllt hier durch seinen zum N-Terminus hin
verschobenen Start deutlich aus dem Rahmen, was an anderer Stelle ausfiihrlicher diskuiert wird.
Die Lange des C-Terminus von rpoB2 ist bei den 0.g. Archaea dagegen ziemlich variabel.

Wie schon fiir die RNAP aus FE.coli gezeigt wurde (Severinov et al, 1996), kann bei
Rekonstitutionsexperimenten mit kiinstlich in mehrere Einzelproteine aufgeteilten Untereinheiten
durchaus mit korrektem ,,Assembly* und teilweise wiederhergestellter katalytischer Aktivitdt des
RNAP-Gesamtkomplex gerechnet werden. Gegenwirtig wird die grofite Untereinheit B im Rahmen
der Fortfilhrung des P.furiosus-RNA-Polymerase-Projektes nicht nur als ganzes, sondern auch
entsprechend der oben angegebenen Trennlinie in zwei Teilproteinen untersucht (personliche
Mitteilung, Naji,S.).

4.3.1.2 A’ (rpoA1) aus P.furiosus: Konservierte Regionen und Eigenschaften

A’ (rpoA1) 100 200 400 700
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Abb.4-11: Eigenschaften von rpoA1 aus P.furiosus

( Das hochkonserviertes ,NADFDGD“-Motiv (Dieci et al., 1995; Sonntag & Darai, 1995; Zaychikov et al., 1996) des
katalytischen Zentrums im Bereich von Pos.460 wurde rot unterstrichen ).

Erste Zeile mit in P.furiosus konservierten Aminosaure-Positionen der Untereinheit A" entsprechend Konsensus (schwarz
= konserviert; siehe [8.1.3.2]). T = ,turn“, o = a-Helix, R-Faltblatt, CF und GOR: siehe Legende von [Abb.4-10]. Saure
Aminosauren/negativ geladen: rot. Basische Aminosauren/positiv geladen: blau. In der unteren Zeile Cystein- (oben) und
Histidin-Positionen. Zeile mit den blauen Zahlen: Siehe Legende zu [Abb.4-10] und Angaben unter [Abb.4-20, Rpb1].

Diese (bei Pyrococcus zweitgroBBte) Untereinheit ist die am stirksten konservierte RNA-Pol-
Untereinheit, und enthdlt das katalytische Zentrum der RNA-Polymerase. Die universale
Verbreitung des NADFDGD-Motivs ist nicht ganz zufallig — schlieflich ist dieser Bereich an der
Komplexierung des zentralen Mg®"-Ions beteiligt (Zaychikov et al., 1996). Das o.g. Motiv scheint so
essentiell zu sein, dass es sich nicht nur bei allen untersuchten Archaea und S.cerevisiae findet,
sondern auch bei E.coli mit seiner, auf den ersten Blick (scheinbar) ziemlich stark abweichenden
RNA-Pol-Struktur. Sogar viele cytoplasmatische DNA-Viren enthalten dieses Motiv (Sonntag &
Darai, 1995). Zusitzlich scheint fiir die korrekte Funktion dieser ohnehin sehr stark konservierten
Untereinheit die Sequenz RQP(TS)LH von entscheidender Bedeutung zu sein, die bei P.furiosus 27
Aminoséure-Positionen stromaufwérts vom genannten Hauptmotiv liegt.



Ergebnisse und Diskussion 41

4.31.3 A” (rpoA2) und H (rpoH): Konservierte Regionen und Eigenschaften

Die Untereinheit H bindet im Far Western Blot-Experiment sehr spezifisch an A’’, worauf auch die
verfiigbaren 3D-Daten hinweisen. Deshalb werden die beiden RNAP-Untereinheiten hier
gemeinsam betrachet.
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Abb.4-12: Eigenschaften von rpoA2 und rpoH aus P.furiosus

Links die 397 Aminosauren lange, drittgrof3te Untereinheit A”; rechts die 82 Aminosauren lange Untereinheit H. Erste
Zeile mit in P.furiosus konservierten Aminosaure-Positionen entsprechend Konsensus (schwarz = konserviert; siehe
[8.1.3.3]). T = ,turn®, a = a-Helix, R-Faltblatt, CF und GOR: siehe Legende von [Abb.4-10]. Saure Aminosauren/negativ
geladen: rot. Basische Aminosauren/positiv geladen: blau. In der unteren Zeile Cystein- (oben) und Histidin-Positionen.
Zeile mit den blauen Zahlen: Siehe Legende zu [Abb.4-10] und die Angaben unter [Abb.4-20, Rpb1] und [Abb.4-24,
Rpb3].

Bei A’’ (rpoA2) lassen sich grob zwei voneinander getrennte konservierte Bereiche erkennen: 1. ca.
Pos. 60 — 140; 2. ca. Pos. 235 — 380. Die drei Pyrococcus-Arten verfiigen iiber eine Gruppe von 4
aufeinander folgende Tyrosin-Reste am C-Terminus von rpoH. Die hierzu homologe Untereinheit
RpbS aus S.cerevisiae zeigt im C-terminalen Drittel recht hohe Sequenzdhnlichkeit zur H-
Untereinheit der Archaea, ist aber insgesamt deutlich grof3er.

Untereinheit B, A', A" (und H) bilden den "katalytischen Kern" der RNA-Polymerase. Aktuelle
Untersuchungen mit der P.furiosus-RNAP haben gezeigt, das es diese vier Untereinheiten sind, die
den direkten Kontakt zu der DNA herstellen, die in der grofe Spalte am katalyischen Zentrum
vorbei ldngs durch den RNAP-Komplex hindurch verlauft (Bartlett ez al., 2003).

4.3.1.4 D (rpoD) und L (rpoL): Konservierte Regionen bei P.furiosus :

Wie aus der Literatur fiir M. jannaschii bekannt ist (Eloranta et al., 1998; Werner & Weinzierl,
2002), bilden die Untereinheiten D und L einen Komplex, der sehr wahrscheinlich (gemeinsam mit
N (rpoN) und evtl. P (rpoP) die gemeinsame ,,Assembly Platform* fiir die tibrigen Komponenten
des RNAP-Komplexes bildet. Auch bei Far Western Blot- und Native-PAGE- und Molekularsieb-
Chromatographie-Experimenten im Rahmen dieser Arbeit zeigte sich die starke Affinitét der beiden
Proteine zueinander, weshalb sie hier gemeinsam betrachtet werden.
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Abb.4-13: Eigenschaften von rpoD und rpoL aus P.furiosus

04

95

Links die 261 Aminosauren lange Untereinheit D; rechts die 95 Aminosauren lange Untereinheit L. Erste Zeile mit in
P.furiosus konservierten Aminosaure-Positionen entsprechend Konsensus (schwarz = konserviert; siehe [8.1.3.4] und
[8.1.3.10]). T = ,turn®, o = a-Helix, B-Faltblatt, CF und GOR: siehe Legende von [Abb.4-10]. Saure Aminosauren/negativ
geladen: rot. Basische Aminosauren/positiv geladen: blau. In der unteren Zeile Cystein- (oben) und Histidin-Positionen.
Zeile mit den blauen Zahlen: Siehe Legende zu [Abb.4-10] und Angaben unter [Abb.4-22, Rpb3 und Rpb11]. Insgesamt
ist ein geringer Grad an Konserviertheit feststellbar. Das in rpoD/Rpb3 bei Saccharomyces und einigen Archaea
vorhandene ,Zink loop*“ (3) fehlt hier komplett und die ,Loop-Region* (6) ist auffallig variabel.

4315 FE’(rpoE1), E” (rpoE2) und F (rpoF): Konservierte Regionen bei P.furiosus

Far Western Blots in dieser Arbeit haben gezeigt, dass die RNAP-Untereinheit F sehr spezifisch
und ausschlieBlich an E’ bindet, wobei die ,,Kreuzreaktionen* mit anderen RNA-Pol-Untereinheiten
minimal sind (siche [Abb.4-47]). In der Literatur deutet sich an, dass diese beiden Proteine zur
Bildung eines Heterodimers neigen, das nicht unbedingt zu jedem Zeitpunkt in stochiometrischem
Verhiltnis im RNA-Pol-Komplex gefunden werden mul3, sondern mdglicherweise eher locker an

die iibrigen Untereinheiten gebunden sind (Todone et al., 2001).
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Abb.4-14: Eigenschaften von rpoE1, rpoE2 und rpoF aus P.furiosus

Links die 189 Aminosauren lange E’-Untereinheit; in der Mitte die 61 Aminosauren lange E”-Untereinheit; rechts die 120
Aminosauren lange Untereinheit F. Erste Zeile mit in P.furiosus konservierten Aminosaure-Positionen entsprechend
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Konsensus (schwarz = konserviert; siehe [8.1.3.5, [8.1.3.6]) und [8.1.3.7]. T = ,turn“, a = a-Helix, B-Faltblatt, CF und
GOR: siehe Legende von [Abb.4-10]. Saure Aminosauren/negativ geladen: rot. Basische Aminosauren/positiv geladen:
blau. In der unteren Zeile Cystein- (oben) und Histidin-Positionen. Zeile mit den blauen Zahlen: Siehe Legende zu
[Abb.4-10] und Angaben unter [Abb.4-23, Rpb7 und Rpb4].

Abgesehen von S.acidocaldarius liegt die Untereinheit E bei allen hier untersuchten Archaea in
zwei Teilen (E’ und E””) vor.

Bei E’ (rpoEl) fillt bei einigen Archaea ein stark geladener C-Terminus auf, der fast
ausschlieBlich aus sauren und basischen Aminosduren besteht (siche [8.1.3.5]). Dieser Bereich
féllt allerdings nicht in die direkt davor liegende, etwa 16 Aminoséuren lange hochkonservierte
Region.

Die nur 61 Aminosduren lange E’’-Untereinheit (rpoE2) zeigt insgesamt keine auffillig
verringerte Ahnlichkeit zum Konsensus, wie es bei einem (durch eine einzelne Deletion und
damit verbundenen Rasterverschiebung) inaktivierten Gen der Fall sein wiirde. Interessant ist
jedoch, dass gerade im N-terminalen Bereich in der Umgebung des hochkonservierten
Zinkfinger-Motivs die Aminosédure-Sequenz auffillig schlecht konserviert ist (die vier Cystein-
Reste werden mit blauen Strichen angedeutet, bzw. im Alignment rot markiert [8.1.3.6]). Ein
weiteres Indiz fiir besondere Eigenschaften dieses Proteins deutet sich in komplett
entgegengesetzt geladenen Regionen an: Dem Zinkfinger-Motiv, das grob das N-terminale
Drittel der Gesamtsequenz beansprucht, folgt ein negativ geladener Mittelteil mit sauren
Aminoséuren, der schlieBlich C-terminal in einen Bereich mit positiv geladenen, basischen
Aminosduren in Verbindung mit einer Anhdufung kleiner Aminosduren miindet (beide
Abschnitte knapp ein Drittel der Gesamtsequenz).

Die Aminosiuresequenz von F (rpoF) zeigt auf den Blick keine besonderen Auffalligkeiten,
abgesehen vielleicht von einer insgesamt ziemlich geringen Ubereinstimmung mit dem
Konsensus aus dem Alignment. Die BLAST-Suche hat gleich bei mehreren Archaea keinen
sicheren Hinweis auf ein entsprechendes Protein geliefert (bzw. falsche Treffer), so dass hier
nur 14 statt 17 bzw. 18 Archaea in das Alignment integriert werden konnten (siche [8.1.3.7]. Je
weniger Sequenzen von weiter entfernten Arten verwendet werden, desto mehr gewinnen die
drei einander sehr dhnlichen Pyrococcus-Arten an Gewicht, was im Alignment eine gewisse
Schieflage verursacht (allerdings hat jede Auswahl Vor- und Nachteile — entscheidend ist die
gegenwairtige Verfligbarkeit archaeeller Genome; auch Sufolobus ist ja iiberdurchschnittlich in
den Alignments enthalten — mit S.solfataricus, S.tokodaii und in einigen Féllen zusétzlich
S.acidocaldarius).
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4.3.1.6 K (rpoK), N (rpoN) und P (rpoP): Konservierte Regionen bei P.furiosus :

1 K(rpoK) 1 N (rpoN) 1 P (rpoP)
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D+E/MH+K+R: Geladene Aminosauren (Aspartat, Glutamat, Histidin, Lysin, Arginin; unten sauer. oben basisch)

Ladungsverteilung (70aa/n=14-14) (49aa /n=12-13)

_ 04 24 {57a; 41 an £ -
0“1415'0 T Wh eih w3
I+L+r\.|1+\.-r Hydrophobe Aminosduren (Iseleucin, Leucin, Methionin, Valin)
A+G: Kleine Aminosauren (Alanin. Glygin)
10 O
S+T ﬁmmo*auren mit Hydroxylgruppe (Serin, Threonln ohne Tyrosin)
10 A | 8 I I LA e
F+\W+Y: Aromatische Aminoséduren (Phenylalanin, Tryptophan, Tyrosin)
57 I | 49
C+H Potentlelle Zlnkﬂnger [Cysteln oben / Htst:dm unten)
| | I | Cl L I
l i 1l "
| 2 |5? || 1 |2|?0 | 1 lﬁw
[ 57
Abb.4-15: Eigenschaften von rpoK, rpoN und rpoP aus P.furiosus
Links die 57 Aminosauren lange Untereinheit K; in der Mitte die 70 Aminosauren lange Untereinheit N; rechts die nur 49
Aminosauren lange Untereinheit P. Erste Zeile mit in P.furiosus konservierten Aminosaure-Positionen entsprechend
Konsensus (schwarz = konserviert; siehe [8.1.3.9], [8.1.3.11] und [8.1.3.12]). T = ,turn“, a = a-Helix, B-Faltblatt, CF und
GOR: siehe Legende von [Abb.4-10]. Saure Aminosauren/negativ geladen: rot. Basische Aminosauren/positiv geladen:

blau. In der unteren Zeile Cystein- (oben) und Histidin-Positionen. Zeile mit den blauen Zahlen: Siehe Legende zu
[Abb.4-10] und Angaben unter [Abb.4-24, Rpb6] und [Abb.4-25, Rpb10 und Rpb12].

Neben rpoB, rpoAl, rpoN und rpoE2 besitzt auch rpoP ein Zinkfinger-Motiv. Ahnlich wie bei
rpoE2 ist auch hier der Grad der Konserviertheit direkt in der Umgebung des C4-Typ-Zinkfinger-
Motivs ziemlich gering. Die zweite Hélfte des nur 49 Aminosduren langen Proteins ist auffallig
positiv geladen (+8 gegeniiber +1 am N-Terminus), was sich auch in der extremen Gesamtladung
(+9) bzw. einem entsprechend hohen Isoelektrischen Punkt (pI 10,7) duflert

(siche auch [Abb.4-03]).

4.3.1.7 Zusammenfassung: Konservierte Regionen

Ubereinstimmung der RNA-Pol-Untereinheiten aus P.furiosus mit dem Konse

60,00% B (rpoB) 588 von 1117 52,6%
A’ (rpoA1) 513 von 910 56,4%

30,00% 7 A” (rpoA2) 174 von 397 43,8%
40,00% | D (rpoD) 62 von 261 23,8%
E’ (rpoE1) 65 von 189 34,4%

30,00% - E” (rpoE2) 24 von 60 40,0%
F (rpoF) 31 von 120 25,8%

20,00% H (rpoH) 31 von 82 37,8%
10.00% | K (rpoK) 31 von 57 54,4%
L (rpoL) 18 von 95 18,9%

0,00% - N (rpoN) 32von 70 45, 7%
AK BNA'E"HE' P FDL P (rpoP) 16 von 49 32,7%

Abb.4-16: Ubereinstimmung der RNA-Pol-Untereinheiten aus P.furiosus mit dem Konsensus

Die ,groBen“ archaeellen Alignments bestdtigen die Ergebnisse der Pyrococcus-internen
Alignments: A’ mit dem katalytischen Zentrum ist am stérksten konserviert, wéhrend sich D, F und
L am weitesten vom archaeellen Konsensus entfernt haben (die Differenz zwischen A’ und L
betragt immerhin 37,5%).
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4.4 Zinkfinger-Motiv und katalytisches Zentrum in der A’-Untereinheit

Das Motiv ,,NADFDGD* des katalytischen Zentrums der A’-Untereinheit der RNA-Polymerase ist
ohne Ausnahme komplett in allen untersuchten Protein-Genen enthalten — selbst bei S.cerevisiae
und E.coli (Dieci et al., 1995; Sonntag & Darai, 1995; Zaychikov et al., 1996) . Aber auch die
direkt flankierenden Aminoséure-Positionen sind hoch konserviert: Mit Ausnahme von E.coli und
M. kandleri findet sich das erweiterte Motiv ,,PYNADFDGDEMN® bei allen anderen hier
untersuchten Organismen. Zusammen mit der Position der Zinkfinger-Motive (bzw. der Positionen
von Cystein- bzw. Histidin-Resten) zeigt das folgende ,,grafische Alignment™ auch in der globalen
Pr()Iteinstruktur konservierte Muster (,, NADFDGD-Motiv* rot gﬂlarkiert):
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Abb.4-17: Vergleichende grafische Darstellung von rpoA1 ( Rpb1, R')
"Grafisches Alignment" der am starksten konservierten RNAP-Untereinheit A'. Rote Markierung: Katalytisches Zentrum.
Blaue Striche: Cystein-Reste, graue Striche: Histidin-Reste. Da sowohl Cystein als auch Histidin selten vorkommende
Aminoséauren sind, deren Position aber meist besonders konserviert ist, ergibt sich ein selbst tber die Domanengrenzen
hinweg erstaunlich regelmaRiges Muster an Positionen und Abstédnden, was ein starkes Indiz fir die besondere
funktionale Bedeutung dieser Positionen und der Untereinheit A’ an sich ist.

An den Anfang wurde der auf P.furiosus bezogene Konsenus aus dem Alignment [8.1.3.2] gestellt,
um die Verteilung besonders konservierten Regionen mit einzubeziehen. Das Intein an
hochsensibler Position direkt vor dem "katalytischen Zentrum" bei M.jannaschii wurde mit einem
schwarzen Dreieck markiert. Die Grafiken der einzelnen Sequenzen wurden so justiert, dass die
beiden Cystein-Reste des ersten Zinkfinger-Motives untereinander stehen. Wie man erkennen kann,
liegt das hypothetische Intein bei Halobacterium zwischen diesem Motiv und dem katalytischen
Zentrum. Auch wenn es nicht den Anschein hat: Die E.coli-Sequenz ist korrekt unter den
homologen Cystein-Positionen angeordnet — nicht vollig unerwartet zeigen sich bei diesem
Vertreter der Bacteria auch sonst die grofiten Abweichungen vom (archaeell dominierten)
Konsensus.
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4.4.1 Ist die hochkonservierte A’-Untereinheit geeignet fir Stammbaum-Erstellung?

RpoA' bei Archaea RpolL bei Archaea
R’ bei Bacteria o bei Bacteria Sce Rpbi1
Rpb1 bei Eukarya Rpb11 bei Eukarya wamo |

Pfu rpol
Pab rpoL
Mma rpol Pho rpol.

Tac rpoAi Tvo rpoAt

Mma rpoA1
Mac rpoAd

Hsp rpoAl

Pfu rpoA1

Pab rpoA1 Mac rpol
Pho rpoA1
Mth rpoA1

Mja rpoAi

Mka rpol

Afu rpoAl

Aae B’ 1-983 Pae rpol

Pae rpoAt

Sac rpol Ape rpol

Ape rpoA1

Sso rpoAd Ssarpol.
: Tac rpol
Eco A'1-834 Sac rpoAl

Sto rpoAl Neq rpol. Tvo rpol

Neq rpoA1

Tma &'
1-143,159-194,
233-260, 348-1156 Sce Rpb1 7-885

o 0.1 Tma Alpha 106-217

Mka rpoA1 Aae Alpha 100-212 Eco Alpha 102-218

stark konserviert schwach konserviert

Abb.4-18: Proteinstammbaume fiir rpoA1 (Rpb1/ B') und rpoL (Rpb11/ a).

Ape = Aeropyrum pernix, Tac = Thermoplasma acidophilum, Tvo = Thermoplasma volcanium, Mka = Methanopyrus kandleri AV19,
Mja = Methanocaldococcus jannaschii, Mth = Methanothermobacter thermautotrophicus, Mac = Methanosarcina acetivorans C2A, Mma
= Methanosarcina mazei Goe1, Pfu = Pyrococcus furiosus DSM 3638, Pab = Pyrococcus abyssi, Pho = Pyrococcus horikoshii, Afu =
Archaeoglobus fulgidus, Hsp = Halobacterium sp. NRC-1, Sac = Sulfolobus acidocaldarius, Sso = Sulfolobus solfataricus, Sto =
Sulfolobus tokodaii, Pae = Pyrobaculum aerophilum, Neq = Nanoarchaeum equitans Kin4-M., Eco = Escherichia coli, Positionen 1-834
der R’-Untereinheit der RNA-Polymerase (von insgesamt 1407aa), Alpha 102-218 = Positionen der a-Untereinheit, Sce =
Saccharomyces cerevisiae, Positionen 7-885 von Rpb1 der Pol Il (von insgesamt 1733aa), Aae = Aquifex aeolicus, homologe
Abschnitte der a— bzw. R’-Untereinheit, Tma = Thermotoga maritima, o— bzw. R’-Untereinheit, wobei Tma gegenlber Aae (ber 3
zusétzliche Inserts verfiigt, die entfernt wurden. Die phylogenetische Distanz wird durch die Lénge der Aste veranschaulicht, wobei die
Angabe ,0,1“ des MaRstabes fir ,0,1 Austausch pro Aminosaure-Position” steht. Multiple Aligment: Clustal X 1.83; grafische Darstellung
des Stammbaumes: TreeView 1.6.6 (siehe [8.3]).

Aquifex und Thermotoga wurden dieser Darstellung hinzugefiigt, um neben E.coli zusétzlich die
hyperthermophilen Bacteria mit ins Spiel zu bringen. Fiir die Erstellung von Protein-Stammbédumen
wurde die am stirksten konservierte RNA-Pol-Untereinheit A’ gewdhlt, der als Kontrast ein
Stammbaum der geringst-konservierten Untereinheit L entgegengestellt wird.

Entgegen meinen Erwartungen ist aber in diesen beiden Stammbéumen keine aufféllige Ndhe zum
potentiell ,,heiBen* Ursprung und bestimmten hyperthermophilen Archaea erkennbar. Wie aus der
Literatur bekannt, eignen sich stark konservierte Gene wie rpoAl besser fiir eine Auflosung
phylogenetischer Relationen iiber grofle Distanzen hin, wéhrend geringer konservierte Gene eine
bessere Differenzierung z.B. innerhalb einer Gattung ermdglichen.

Recht plausibel ist bei dem rpoAl-Stammbaum die Néhe von N.equitans (Nanoarchaeota) zum
bekanntermaBBen sehr tief im Stammbaum abzweigenden (und moglicherweise besonders
Lurspriinglichen®) M.kandleri. Passend ist auch, dass in diesem Umfeld die Linie entspringt, die zu
Eukarya und Bacteria fihrt. Bei dem Vergleichsstammbaum mit Untereinheit L ist dieser
Zusammenhang nicht mehr so gut erkennbar. Dafiir scheinen die Abstinde zwischen nah
verwandten Arten besser aufgeldst. Beim Vergleich dieser beiden Stammbiume mul3 bedacht
werden, dass rpoAl viel gréBer als rpoL ist und aufgrund der Vielzahl an iiberpriiften
Aminoséurepositionen zwangslaufig ein statistisch ausgewogeneres und weniger von ,,Zufillen‘
abhingiges Ergebnis liefert.

Interessant ist die Konstellation der drei Pyrococcus-Arten untereinander: Vor dem Hintergrund der
Daten aus den Dreier-Alignments (siche [8.1.2]) scheint die Abweichung von P.abyssi und
P.horikoshii einerseits und P.furiosus andererseits bei Untereinheit A’ etwas extrem zu sein,
wihrend sie bei Untereinheit L (etwas zu) gering erscheint. Wahrscheinlich wiirde ein Stammbaum



Ergebnisse und Diskussion 47

mit einem RNA-Pol-Gen, das in seiner Mutationsrate zwischen A’ und L liegt den realen
phylogenetischen Relationen am niachsten kommen.

Als Fazit bestidtigt sich, dass Protein-Stammbdume neben den 16S-rRNA-Stammb&dumen durchaus
dhnliche (und ergénzende) Ergebnisse beziiglich mutmalBlicher Phylogenie liefern kénnen. Ideal
wire es wahrscheinlich, von allen homologen Proteinen von Organismen Stammbaume zu erstellen,
wodurch eine Schieflage z.B. durch horizontalen Gentransfer weniger verhdngnisvoll wire. Bei den
momentanen raschen Fortschritten auf dem Gebiet der Bioinformatik wire dies durchaus denkbar.

4.5 E’/E”: Uberlappende Gene im Rahmen translationaler Kopplung von Genen

Die Untereinheit E' (rpoE1) ist eines der mittelgroBen RNAP-Proteine, deren Vorkommen in der
nativen RNAP schon lange bekannt ist. Von Sulfolobus acidocaldarius ist bekannt, dass die hier
vorkommende E-Untereinheit groBBer als bei anderen Archaea ist (Lanzendorfer et al., 1994) und
tiber einen zusidtzlichen C-terminalen Anteil mit einem charakteristischen Zinkfinger-Motiv
verfligt. Zumindest in allen anderen momentan zugénglichen, komplett sequenzierten archaeellen
Genomen ist dieser Anteil in einem separaten Gen enthalten, das meist rpoE2 genannt wird. Im
Gegensatz zur E'-Untereinheit ist iiber die Funktion von E" nicht viel bekannt. Da das Gen in der
Regel direkt hinter rpoEl liegt und mit diesem (unter Verschiebung des Leserasters iiberlappt),
wurde es lange Zeit nicht als eigenstindiges Gen annotiert (In dieser Arbeit wurde zu einem frithen
Zeitpunkt die gemeinsame Klonierung und Testexpression des sowohl rpoEl, als auch rpoE2
umfassenden DNA-Abschnittes vorgenommen um zu kldren, ob es sich um einen Sequenzierfehler
handelt. Das resultierende Protein zeigte jedoch dasselbe Molekulargewicht wie rpoEl allein).
Mittlerweile findet sich in fast allen hier ausgewerteten Genomdateien (im Genbank-Format) ein
entsprechender Verweis auf rpoE2.

Das Alignment mit den {ibrigen Archaea und S.cerevisiae unter [8.1.3.6] zeigt den, zumindest fiir
das mutmaBliche Zinkfingermotiv erstaunlich hohen Grad an Konserviertheit, was die Betrachtung
von rpoE2 als einen durch Rastermutation abgetrennten, inaktivierten Teil von rpoE extrem
unwahrscheinlich erscheinen 14ft. Bleibt also die zum Beispiel auch bei Bacteria bekannte
"gekoppelte Translation", die in vielen Féllen auf Genomebene schwierig zu erkennen ist, vor allem
wenn die Gene iiberlappen und keine der iiblichen, stromaufwirts vom Translationsstart gelegene
Motive wie die Ribosomen-Bindestelle (rbs) vorhanden sind. Der Mechanismus ist grundsétzlich
der, dass die Ribosomen nach dem Erreichen des Stop-Codons des vorangehenden Genes nicht
sofort dissoziieren, sondern in der Lage sind, die folgende intercistronische Region (iiber deren
maximale Lange die Angaben etwas auseinander gehen) zu {iberbriicken und beim Erreichen eines
Start-Codons mit der Translation des nachfolgenden Genes zu beginnen, ohne dass eine zusitzliche
rbs benétigt wird. Als Sonderfall gibt die "negative intercistronische Region", bei der die
aufeinander folgenden Gene partiell liberlappen. Auch hier erfolgt der Translationsstart vom
nichsten verfiigbaren, stromaufwarts gelegenen Start-Codon.

Da ich mit meinem Programm "GenbankAnalyse" (siche [8.4]) Zugriff auf alle Gene in den im
Genbank-Format (*.gbk) vorliegenden mikrobiellen Genomen hatte, lag es nahe zu {iberpriifen, ob
die gekoppelte Translation auch bei Pyrococcus weit verbreitet ist (was die Hypothese beziiglich
einem aktiven, in vivo exprimierten rpoE2-Gen wahrscheinlicher erscheinen lassen wiirde) oder
eher die Ausnahme ist.
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Lénge der Intergenen Region im Genom
von Pyrococcus furiosus DSM 3638
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Abb.4-19: Lénge der intergenen (intercistronischen) Regionen im Genom von P.furiosus

Die auf der X-Achse aufgetragenen Zahlen stehen fiir Nukleotidpositionen auf DNA-Ebene. 0 bedeutet, dass die Gene
direkt ohne Verschiebung des Leserasters aneinander anschlieBen (also Stop- und Start-Codon direkt hintereinander
liegen). Datenbasis sind die (natirlich teilweise hyothetischen) 2065 in der Genom-Datei von Pyrococcus furiosus
annotierten Proteingene (siehe [8.5]). Positionen einschlieBlich Start- und Stop-Codon. Die griine Linie zeigt die
Haufigkeit, mit der die beiden hintereinander liegenden Gene die selbe Orientieren zeigen, die rote Line die Gene mit
entgegengesetzter Orientierung (siehe auch die entsprechenden Angaben unter [4.2.3]).

In dem gezeigten Diagramm sieht man auf den ersten Blick ein Héaufigkeitsmaxium fiir Intergene
Regionen der Lénge "-4". Hierbei ist zu beachten, dass den errechneten Daten die beiden Werte fiir
Beginn und Ende des jeweiligen Genes in der Genomdatei zugrunde liegen, die auch das Stop-
Codon umfassen. Dies entspricht dem in der Literatur meist genannten Wert "-1", bei dem das Stop-
Codon nicht mitgezéhlt wird. Fiir rpoE1 und rpoE2 ergibt sich folgende Konstellation:

E’...ggtaagaagtga

gtgagtgaaaaa...E"’

tga = Stop-Codon, gtg = alternatives Start-Codon bei Bacteria und Archaea. Wie man sieht,
entspricht die Anordnung der beiden Gene genau dieser hdufigsten Anordnung mit festem Abstand.
Die “-4-Position” (-1) stellt sowohl bei Archaea (liberpriift wurde dies auch bei den {ibrigen
Pyrococcus-Arten, Halobacterium und Sulfolobus) als auch bei Bacteria (Escherichia und die
extrem thermophile Art Thermotoga maritima) ein Haufigkeitsmaximum dar. Bei Eukarya gibt es
ein solches Muster natiirlich nicht, weil die Genomstruktur grundsétzlich anders ist, und eine
Organisation von Genen in Operons sowie polycistronische Transkripte nicht vorkommen. Bei
P .furiosus zeigen immerhin 228 von 2065 Protein-Genen die "-4"-Konstellation, davon 177 unter
Beibehaltung der Lese- bzw. Translationsrichtung und 54 verbunden mit einem Richtungswechsel
(die 112 Nicht-Protein-Gene sind unbeteiligt). Hierbei mull bedacht werden, dass fiir die gekoppelte
Translation nur die in der selben Richtung angeordnete Gene in Frage kommen. Bei
entgegengesetzter Richtung erfolgt die Expression der Gene natiirlich iiber zwei separate mRNAs,
was eine Kopplung ausschlieft. Trotzdem bestitigt die Haufung entsprechender Konstellationen in
archaeellen und bakteriellen Genomen die Tatsache, dass hier die Gene im Gegensatz zu Eukarya
viel enger gestaffelt und platzsparend angeordnet sind.
Einige der Minus-Positionen bei iiberlappenden Genen sind {ibrigens schon aus rein logischen
Griinden ausgeschlossen (jedenfalls bei Protein-Genen): So kann z.B. ein Stop-Codon nicht
gleichzeitig als Start-Codon fungieren, weshalb in allen gezeigten Diagrammen die —3-Position ein
Minimum darstellt. Weitere erkennbare RegelméBigkeiten im Minus-Bereich héngen neben den
"kombinatorischen" Beschriankungen der Zahl moglicher Codons vielleicht auch damit zusammen,
dass nicht alle Positionen gleichermaflen gut fiir eine Reinitiation der Translation am Ribosom
geeignet sind.
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4.6 Zusammenfassende grafische Darstellung von homologen Genabschnitten

Eine detaillierte Ubersicht iiber die bei Archaea und Eukarya homologen bzw. konservierten
Bereiche ist deshalb so wichtig, weil die 3D-Struktur von S.cerevisiae (inklusive genauer
Interpretation, s.u.) neben den Daten der erfolgreichen Rekonstitution der M.jannaschii-RNA-Pol
aus rekombinanten Untereinheiten (Werner & Weinzierl, 2002) die wichtigste Referenz fiir die
Untersuchungen der archaeellen RNA-Polymerase darstellt (bisher ist eine entsprechende 3D-
Struktur abgesehen vom rpoE'-F-Komplex (Todone ef al., 2001) fiir Archaea nicht verfiigbar). Auch
wenn es vermutlich charakteristische Abweichungen in Aufbau und Funktion des archaeellen RNA-
Pol-Komplexes gegeniiber Eukarya gibt, wird die Grundstruktur und der resultierende katalytische
Mechanismus in vielen Details den nicht nur fiir Eukarya (mit Pol I — III) und Bacteria, sondern
auch fiir monomere DNA-abhingige RNA-Polymerasen wie die T7-RNA-Polymerase giiltigen
Leitprinzipien folgen (Sonntag & Darai, 1995).

Im folgenden besonders betonte Details sind einerseits das teilweise oder komplette Fehlen von bei
S.cerevisiae gefundenen Funktionsgruppen bei Archaea, und andererseits die Korrelation dieser
Sequenzabschnitte mit dem in dieser Arbeit durch umfangreiche Alignments gewonnenen
archaeellen Konsensus, was direkt in Form von 3D-Modellen dargestellt wird. Bei Regionen, fiir die
sich keine (oder kaum) Sequenzéhnlichkeit zwischen Archaea und Eukarya findet, kann diskutiert
werden, ob es sich fiir die Funktion der RNA-Polymerase nicht so entscheidende (und deshalb
"beliebig" abwandelbare) Bereiche handelt, oder ob es sich gerade um die Stellen handelt, an denen
die archaeelle RNA-Polymerase (z.B. als Anpassung an extreme Lebensrdume) eine modifizierte
Form und ein abweichenden Wirkmechanismus besitzt. Es kann auch die Mdoglichkeit der
Betrachtung der archeellen RNA-Polymerase als eine "herunterskalierte” Form der eukaryotischen
Pol II bedacht werden (Eloranta et al., 1998).

Rpb1 (rpoA1 + rpoA2):

Sce Rpb1:
1 10 m 300 40 500 500 70 800 0 o 10 120 120 1400 130 1800 170
TG T NNRTEST T . T T G 11— AL |
Mrinosauren mit Hydiosslgruppe: S+T+Y [Serin, Thigonin, Tyrasin]
T Ry
1I s 1 UIEI . ZUIU . SQU s 4UIU s SUIEI . EUIU . ?qu s BUIU s BUIU . 1 UIUEI . HIUU s 1 ZIUU s 1 SIUU . 1 QUU . 1SIUU s 1 EIUU s 1 ?IUU
L1 [ 2 [ 3 [a5[6] 7 [ 8 |9 10 (1M1 ] 12 [ 13 [14] 15 | 16
9% 5 MG 35 430 58 563 300 izl 1059 141 1275 1395 1430 1535 ]
ca. Pos. 7 - 885 Aminosauren Homologie zur A’-Untereinheit bei Archaea ca. Pos.1000-1450: Homologie zur A”-Untereinheit tandem repeats

(1733 Aminoséuren Gesamtlange von Rpb1; obere Zeile Ubereinstimmung mit archaeellem Konsensus; mittlere Zeile:
Serin, Threonin und Tyrosin markiert, um die Regulation der Aktivitdt der eukaryotischen RNA-Pol wichtige
Phosphorylierungsregion (CTD) hervorzuheben). Zeile mit fettgedruckten blauen Zahlen: Zuordnung von Struktur und
(vermutlicher) Funktion entsprechend (Cramer et al., 2001). Englische Bezeichnungen entsprechend Publikation: 1:
,Clamp core®, 2: ,Clamp head, 3: ,Clamp core®, 4: ,Active site", 5: "Dock", 6: "Active site (Metal A)", 7: "Pore 1", 8:
"Funnel", 9: "Cleft", 10: "Foot", 11: "Cleft", 12: "Jaw", 13: "Cleft", 14: "Clamp core", 15: "Linker", 16. "CTD". Grau
hinterlegt: Abschnitte mit besonders hoher Ubereinstimmung zu Archaea. Die beiden blauen Rahmen zeigt die
Dimensionen von rpoA1 und rpoA2 bei Archaea. Roter Rahmen: CTD mit "tandem repeats”. a) Vollstandiger RNA-Pol-
Komplex zur Orientierung; Anordnung entsprechend "Vorderansicht" (Cramer et al., 2000; Armache et al., 2003). b)
Regionen mit besonders groen Sequenzhomologien zu Archaea entsprechend Alignments (siehe [8.1.3.2] und
[8.1.3.3]): gelb = &hnlich, blau = abweichend. ¢) Zuordnung besonders ahnlicher Bereiche zur 3D-Struktur, d) Zuordnung
von Bereichen mit mittlerer Ahnlichkeit, e) Bereiche, die bei Archaea komplett fehlen bzw. sehr stark abweichen.
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Eine Besonderheit am C-Terminus von Rpbl aus S. cerevisiae ist eine ca. 170 Aminosiure-
Positionen lange Phosphorylierungsregion, innerhalb derer ca. 25 mal eine 7 Aminoséuren lange,
repetitive Sequenz (,,YSPTSPS*) mit leichten Variationen wiederholt wird. Diese auch ,,C-terminal
repeat domain“ (CTD) genannte Region (Landick, 2001; Armache et al., 2003) ermdglicht
offensichtlich tiber vielfache Phosphorylierung der Hydroxylgruppen der Serin- (Tryptophan- und
Tyrosin-) Reste eine Regulation der Aktivitédt der eukaryotischen RNA-Pol II (Cramer et al., 2001).

Diese auffillige Phosphorylierungsregion ist keine Besonderheit von S.cerevisiae allein, sondern
stellt offensichtlich ein essentielles Merkmal der grof3ten Untereinheit der Pol II das. Beispielsweise
findet sie sich auch bei Homo sapiens (Accession NP_000928). Wie aus der Grafik zu erkennen ist,
scheint dieser Mechanismus zur Regulation der Enzymaktivitit bei Archaea nicht etabliert zu sein —
es findet sich keinerlei Hinweis auf dhnliche ,,tandem repeats®.

Offensichtlich fehlt nicht nur diese CTD, sondern auch ein GroBteil des direkt vor dieser Region
liegenden "Linkers", der ohne seine vermittelnde Rolle in bezug auf die CTD wahrscheinlich
nutzlos wire. Bei Eukarya dient die phosphorylierte CTD abgesehen von der erwihnten
regulatorischen Funktion auch als Andockstelle fiir Enzyme, die fiir posttranskriptionale
Modifikationen verantwortlich sind, d.h. ,,Capping®, ,,Splicing” und Polyadenylierung. Dies ist
deshalb sinnvoll, weil die rdumliche Néhe dieser Enzyme zum RNAP-Komplex eine mdglichst
schnelle und effektive Ausfiihrung der Modifikationen der Pra-mRNA ermdglicht. Somit
korrespondiert das Fehlen der CTD bei Archaea auch mit der einfacheren Struktur der mRNA.

Der Aufbau des archaeellen Homologs zu Rpbl aus zwei Untereinheiten (rpoAlund rpoA2) bei
allen hier untersuchten Archaea, unterstiitzt die Vorstellung, dass in vielen Féllen die Aufteilung
eines groflen Proteins in mehrere Teile, weder einem korrekten, spontanen "Assembly", noch einer
unverminderten katalytischen Aktivitdit im Wege stechen mufl — sofern nur nicht innerhalb der
"Struktur-Module" geteilt wird (Severinov ef al., 1996).

Vor diesem Hintergrund muf} auch die Aufteilung der B-Untereinheit bei vielen Archaea (u.a. den
"Methanogenen") betrachtet werden (siche [Abb.4-05]). Gleiches gilt fiir E' und E", wobei bei
letzterer Untereinheit noch nicht nachgewiesen wurde, dass sie tatsdchlich im archaeellen RNA-Pol-
Komplex enthalten ist. Rpb7 aus S.cerevisiae ist jedenfalls nur zur archaeellen E'-Untereinheit
homolog.

Interessant ist, dass sich bei der ansonsten hochkonservierten Untereinheit Rpb1 die "Liicken" in der
Ahnlichkeit zum archaeellen Konsensus tatsichlich recht gut den Grenzen der postulierten
Struktureinheiten zuordnen lassen: "Clamp head" (2), "Foot" (10) und "Jaw" (12) sind neben der
schon erwdhnten CTD-Region samt Linker auffallend gering konserviert. Innerhalb von "Clamp
head" existiert ein Insert von ca. 33 Aminosduren ohne Entsprechung bei Archaea. Ein noch
langeres Insert findet sich an der selben Stelle bei Halobacterium (Ng et al., 2000). Der Abschitt
"Foot" entféllt bei Archaea komplett. Auch innerhalb "Jaw" finden sich ca. 33 bei S.cerevisiae
inserierte (bzw. bei Archaea deletierte) Aminosdure-Positionen.

"Active site (Metal A)" (6) mit dem katalytischen Zentrum gehort dagegen den Erwartungen
entsprechend zu den hochstkonservierten Strukturelementen.
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Rpb2 (rpoB):
Sce Rpb2:

100
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Abb.4-21: Gegeniiber Archaea konservierte Genabschnitte in Rpb2 aus S.cerevisiae

Durchgezogene schwarze Striche: Identitét mit archaeellem Konsensus. Halbe Striche: Ahnlichkeit gegeniiber Archaea.
Zeile mit fettgedruckten blauen Zahlen: Zuordnung von Struktur und (vermutlicher) Funktion entsprechend (Cramer et al.,
2001). Englische Bezeichnungen entsprechend Publikation: 1: ,External 1%, 2: "Protrusion”, 3: ,Lobe", 4: ,Protrusion®, 5:
.Fork", 6 "External 2", 7 "External 1", 8 "Hybrid binding", 9 "Wall", 10"Hybrid binding", 11 "Anchor", 12 "Clamp". Der
blaue Rahmen zeigt die Dimensionen von rpoB bei Archaea. a) Gesamtibersicht der RNAP zur Orientierung (Rpb2 ist
hier blau eingefarbt); b) separate Darstellung von Rpb2 (gelb=Ahnlichkeit gegeniiber Archaea / blau=geringe
Ahnlichkeit); ¢) besonders konservierte Regionen; d) Regionen, in denen die Ahnlichkeit geringer ist.

Die zweitgrofite Untereinheit Rpb2 aus S.cerevisiae ist ungefahr gleich lang wie die B-Untereinheit
bei Archaea, und fiigt sich fast liber die ganze Linge recht gut in das archaeelle Alignment. Am N-
Terminus fehlt ein Grof3teil von "External 1". Auffillig ist eine separater Abschnitt des Proteines,
der mit "Anchor" und "Clamp" hiniiber bis auf die andere Seite der groBen Spalte reicht, die
hauptsidchlich durch Rpbl gebildet wird. Das Zinkfingermotiv am C-Terminus (innerhalb von
"Clamp") ist auch bei Archaea perfekt konserviert.

Rpb3 + Rpb11 (rpoD + rpolL):

I: Sce Rpb3 Il: Sce Rpb11
1[30 . 21::0 . 3[30 1l ] 1[5!0
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ISP 4

Abb.4-22: Gegeniiber Archaea konservierte Genabschnitte in Rpb3 und Rpb11 aus S.cerevisiae

Zeile mit fettgedruckten blauen Zahlen: Zuordnung von Struktur und (vermutlicher) Funktion entsprechend (Cramer et al.,
2001). Englische Bezeichnungen entsprechend Publikation in | (Rpb3): 1: ,Dimerization®, 2: ,Domain 2%, 3: ,Zinc loop®, 4:
,Domain 2", 5: "Dimerization", 6: "Loop", 7: "Dimerization", 8: "Tail". Il (Rpb11): 1: "Tail", 2: "Dimerization", 3: "Tail"

Die restlichen Symbole wie in der vorhergehenden Abbildung. Der Pfeil in a) weist auf einen sichtbaren Abschitt von
Rpb3 (der Rpb3/11/10/12-Komplex wird ansonsten weitgehend durch andere Untereinheiten verdeckt).

a) Gesamtlbersicht der RNAP zur Orientierung; b) Darstellung des Rpb3/11/10/12-Komplexes (rpoD/L/N/P) zur
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Orientierung; ¢) Rpb3 (gelb=Ahnlichkeit gegeniiber Archaea / blau=geringe Ahnlichkgit); d)/e) Einfarbung des Rpb3-
Molekiils entsprechend den genannten Struktur-/Funktionseinheiten; f) Rpb11 (gelb=Ahnlichkeit gegeniiber Archaea /
blau=geringe Ahnlichkeit); g) Rpb11, siehe d)/e).

rpoD, das archaeelle Homolog zu Rpb3 zeigt insgesamt geringe Ahnlichkeit innerhalb Archaea. Der
gegeniiber Archaea ca. 49 Aminoséduren lingere C-Terminus von Rpb3 betrifft das Element "Tail".
In "Domain 2" (4) finden sich 9 zusétzliche Positionen bei S.cerevisiae. Bei "Loop" (6) fehlen ca.
21 Positionen gegeniiber Archaea, wobei sich auch der Rest diese Abschnittes nicht gut in das
Alignment fiigt (siche [8.1.3.4]).

Rpbll aus S.cerevisiae ist im Bereich von ca. 14 — 120 homolog zum archaeellen rpoL.
Bemerkenswert ist, dass rpoD und rpoL, die beiden zu Rpb3 und Rpbl1 homologen Proteine bei
Pyrococcus die am stirksten vom Konsensus abweichenden RNAP-Untereinheiten darstellen.
Gerade Rpb3 / rpoD nimmt aber im Rpb3/11/10/12 (rpoD/L/N/P)-Komplex eine zentrale Position
ein, was mit einer allgemein hohen Mutatationsrate eigentlich nicht vereinbar scheint. Vielleicht ist
dies ein Bereich, wo sich artspezifische Anpassungen besonders auswirken?

Rpb7 + Rpb4 (rpoE1 + rpoF)

I: Sce Rpb7 ll: Sce_Rpb4
1
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Abb.4-23: Gegeniiber Archaea konservierte Genabschnitte in Rpb7 und Rpb4 aus S.cerevisiae

Die Abbildungen dieses Abschnitts ([4.6]) haben einen starken Bezug zu der Publikation, in der auf der Basis einer 3D-
Struktur der RNAP aus S.cerevisiae mit 10-Untereinheiten (noch ohne Rpb7 und Rpb4) eine Gliederung in Struktur- und
Funktionseinheiten vorgenommen wird (Cramer et al., 2001). In der aktuellen Publikation, die sich auf die entsprechende
3D-Struktur der S.cerevisiae-RNAP mit allen 12 Untereinheiten (also inklusive Rpb7 und Rpb4) bezieht (Armache et al.,
2003) wird diese Gliederung nicht explizit fortgefihrt. Fiir die 3D-Darstellung sei deshalb auf [Abb.4-27] verwiesen.
Blauer Rahmen: Dimension der zu Rpb7 und Rpb4 homologen RNAP-Untereinheiten bei Archaea. Durchgezogene
schwarze Striche: Identitat, halbe Striche: Ahnlichkeit gegeniiber dem archaeellen Konsensus.

[

21

Die Homologie von Sce Rpb7 zur archaeellen Untereinheit E’ scheint nicht ibermdBig grof3 zu
sein. Der ungefihr in der Mitte der Aminosiuresequenz erkennbare Bereich héherer Ahnlichkeit
bezieht sich auf den Interfacebereich zwischen Rpb7 und Rpb4. Der Abschnitt, der den Kontakt
zum Rest der Polymerase herstellt ist nicht so stark konserviert wie vermutet. Hiervon abgesehen
hat Sce_Rpb7 ziemlich genau die Grof3e seiner archaeelle Entsprechung rpoE1.

Bei Rpb4 aus Pol II findet man spirliche Identitit mit dem archaellen Konsensus und am N-
Terminus 100 zusétzliche Aminosduren ohne Entsprechung bei Archaea.

E” (rpoE2) - bisher kein Homolog bei Eukarya identifiziert

Rpb7 besitzt nur Homologie zu E'; stellt rpoE2 also eine Besonderheit bei Archaea dar? Auf jeden
Fall ist das Gen mit seinem Zinkfinger-Motiv geniigend konserviert, um eine spezifische Funktion
im Rahmen von Protein-Protein- oder Protein-DNA-Wechselwirkungen anzunehmen. Sulfolobus
acidocaldarius stellt mit seiner einheitlichen (sowohl den E'- als auch E"-Anteil enthaltenden) E-
Untereinheit eine Besonderheit gegeniiber allen {ibrigen hier untersuchten Archaea dar
(Lanzendorfer et al., 1994).
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Rpb5, Rpb6 (rpoH, rpoK):
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Abb.4-24: Gegeniiber Archaea konservierte Genabschnitte in Rpb5 und Rpb6 aus S.cerevisiae

Zeile mit fettgedruckten blauen Zahlen: Zuordnung von Struktur und (vermutlicher) Funktion entsprechend (Cramer et al.,
2001). Englische Bezeichnungen entsprechend Publikation: | (Rpb5): 1: ,Jaw®, 2: ,Assembly“. Il (Rpb6): 1: ,Tail“ (nicht
im 3D-Modell enthalten), 2: ,Assembly“. Die restlichen Symbole wie in der vorhergehenden Abbildung.

a) Gesamtubersicht der RNAP zur Orientierung; b) Gemeinsame Darstellung von Rpb5 und Rpb6 (welches beim
gewdhlten Blickwinkel durch Rpb5 verdeckt wird) zur Orientierung (siehe auch [Abb.4-49]); ¢) Rpb6 (gelb=Ahnlichkeit
gegeniiber Archaea / blau=geringe Ahnlichkeit); d) Einfarbung des Rpb6-Molekiils entsprechend den genannten
Struktur-/Funktionseinheiten; e) Rpb5 (gelb=Ahnlichkeit gegeniiber Archaea / blau=geringe Ahnlichkeit); f) Rpb5,
entsprechend d).

Zu tpoH homologe Region 143-215 in RpbS5S aus S.cerevisiae. Mit dem Konsensus
ibereinstimmende Positionen wurden schwarz markiert (und blau eingerahmt). Man beachte, dass
die "Jaw" ("Kiefer") genannte Region bei Archaea komplett fehlt.

Auch Rpbb6 ist ein Beispiel fiir eine eukaryotische RNAP-Untereinheit, bei der das archaeelle
Homolog (rpoK) deutlich kleiner ist. Es finden sich zusitzliche 83 Aminosduren am N-Terminus,
die kein Gegenstlick bei Archaea haben. Ein ziemlich eng umgrenzter Bereich mit einer a-Helix im
Abschnitt "Assembly" scheint auch bei Archaea von entscheidender Bedeutung (und deshalb
hochkonserviert) zu sein.

Rpb10 + Rpb12 (rpoN + Rpb12):
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Abb.4-25: Gegeniiber Archaea konservierte Genabschnitte in Rpb10 und Rpb12 aus S.cerevisiae

Zeile mit fettgedruckten blauen Zahlen: Zuordnung von Struktur und (vermutlicher) Funktion entsprechend (Cramer et al.,
2001). Englische Bezeichnungen entsprechend Publikation: 1 (Rpb10): 1: ,Zink Bundle®, 2: ,Tail*, Il (Rpb12): 1: ,Zink
Ribbon*, 2: ,Tail“. Die restlichen Symbole wie in der vorhergehenden Abbildung. ).
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a) Gesamtlbersicht der RNAP zur Orientierung; b) Darstellung des Rpb3/11/10/12-Komplexes (rpoD/L/N/P) zur
Orientierung; ¢) Rpb10 (gelb=Ahnlichkeit gegeniiber Archaea / blau=geringe Ahnlichkeit); d) Einfarbung des Rpb10-
Molekiils entsprechend den genannten Struktur-/Funktionseinheiten; e) Rpb12 (gelb=Ahnlichkeit gegeniiber Archaea /
blau=geringe Ahnlichkeit); f) Rpb12 entsprechend d).

Rpb10 hat die gleiche GréBe wie die N-Untereinheit der RNA-Polymerase bei Archaea und besitzt
offensichtlich konservierte Bereiche hauptséchlich an der zum Inneren der RNAP gerichteten Seite.
Rpbl12 zeigt im Bereich von 26 — 70 homologe Bereiche gegeniiber rpoP. Auch einige Archaea
haben einen relativ zum Konsensus verldngerten N-Terminus. Interessant ist der auffédllig basische
"Schwanz" von rpoP (siche [Abb.4-15], dem Homolog zu Rpb12 in Pyrococcus.

Rpb8 und Rpb9 besitzen nach gegenwirtigem Stand der Forschung keine homologen
Entsprechungen bei Archaea. Rpb8 sitzt an der ,,Unterseite des RNAP-Komplexes und ist an der
Bildung der ,,Pore* bzw. des Trichters beteiligt, durch den die Nucleotide (NTPs) zum katalytischen
Zentrum gelangen (sieche Schema [Abb.2-03]). Als ein Homolog zu Rpb9 wurde zunéchst ein
archaeelles Protein betrachtet, dem man den Namen ,,rpoM* gab (z.B. bei Thermococcus celer:
swissprot: RPOM_THECE), in der Annahme, dass es sich ebenfalls um eine RNAP-Untereinheit
handelt. Es konnte jedoch gezeigt werden, dass es sich hierbei um einen zum eukaryotischen TFIIS
homologen Elongationsfaktor der archaeellen Transkription handelt (Hausner et al., 2000), der als
TFS bezeichnet wird. Dass Rpb9 bei Archaea komplett fehlt ist insofern bemerkenswert, als es bei
Eukarya eine wichtige Funktion bei der Auswahl des richtigen Transkriptionsstartpunktes spielt und
offensichtlich an der Vermittlung der (RNA-) Schneideaktivitidt von TFIIS bei der Elongation der
Transkription wesentlich beteiligt ist (Hull ef al., 1995; Hemming et al., 2000; Cramer ef al., 2001).

4.6.1 3D-Struktur der RNA-Pol Il mit gegeniiber Archaea konservierten Regionen

Als wichtigste Referenz fiir die Konstruktion eines Modells der archaeellen RNA-Polymerase dient
momentan die 3D-Struktur der 12 Untereinheiten umfassenden RNA-Pol II aus S.cerevisiae
(Armache et al., 2003). Fiir die Domaine der Archaea ist bisher keine entsprechende komplette 3D-
Struktur verfligbar — nur die Kristallstruktur einiger Untereinheiten und kleine Komplexen (E’-F-
Komplex bei M.jannaschii (Todone et al., 2001)) sind bis jetzt als Datenbank-Eintrdge verfligbar
(siehe [8.2]). Sehr wichtig ist die genaue Kenntnis dieser Strukturen fiir eine Plausibilititskontrolle
vor allem der Far Western Blotting-Experimente, wo in manchen Féllen die Entscheidung schwer
fallt, welche Signal-Stirke noch als ein Hinweis auf Kontakt zweier RNA-Pol-Untereinheiten
interpretiert werden darf, und wo der ,,Background* beginnt — mit schwachen Signalen, die bei der
Analyse ignoriert werden konnen (und miissen!). Falls starke Signale dem eukaryotischen 3D-
Modell widersprechen, kann dies als mdgliche Besonderheit von Archaea (bzw. P.furiosus)
diskutiert werden.

Besondere Bedeutung gewinnt diese 3D-Referenz dadurch, dass es in dem benutzen Programm
Cn3D 4.1 moglich ist, liber eine maichtige Suchfunktion viele Sequenz-Muster gleichzeitig
hervorzuheben. So konnten in jeder der 12 Untereinheiten die mit dem archaeellen Konsenus
identischen und &hnlichen Regionen (siehe Alignments [8.1.3]) in der 3D-Ansicht farblich
hervorgehoben werden.

Die Umrechnung des auf S.cerevisiae bezogenen Konsensus in das bendtigte Prosite-Suchmuster
erfolgte mit dem Programm ,,GenbankAnalyse* (siche [8.4]). Beispiel: Der Anfang der Konsensus-
Sequenz fiir Rpb1:
R-x(1)-V-x(2)-V-x(1)-FG-x(2)-SP-x(1)-EVR-x(1)-IS-x(7)-ET-x(1)-D-x(8)-GG-x(2)-D...(usw.);



Ergebnisse und Diskussion 55

(die Formulierung ,,-x(7)-“ steht beispielsweise fiir 7 beliebige Aminoséduren; ,,-x(1,7)* erlaubt,
dass die zwischen zwei Aminosduren liegende Region 1 bis 7 beliebige Aminosduren umfassen
darf; mit der Formulierung ,,C-x(1,2)-C* lassen sich bespielsweise schnell Zinkfingermotive vom
C4-Typ finden — z.B. in Rpb2; mit "[c,h]-x(1,2)[c,h]-x(1,20)-[c,h]-x(1,2)[c,h]" werden z.B. auch
Motive vom C2H2-Typ etc. erfalit; die Angaben in eckigen Klammern stehen fiir "entweder oder").
Eine Einschriankung gibt es trotzdem: In den meisten der 12 diskutierten RNA-Pol II-Untereinheiten
sind einige Sequenz-Abschnitte nicht aufgeldst. Die genaue Position dieser Liicken in der 3D-
Struktur muB3 mit in eine seridse Interpretation einbezogen werden, vor allem bei Aussagen wie
,,untereinheit X kann keinen Kontakt zu Untereinheit Y haben, weil die beiden Proteine in der 3D-
Struktur deutlich sichtbar voneinander getrennt angeordnet sind*.

Zunichst also eine Ubersicht iiber diese Liicken in Kombination mit der Angabe der jeweils zum
archaeellen Konsensus homologen Sequenz-Abschnitte:

Sce_Rpb1 (rpoA1 und rpoA2 bei Archaea):

100 a0 300 400 500 600 0 1) aun 1000 1100 1200 1300 1400 , 1500 , 1800

1700
f

Sce  Rpb2 (rpoB bei Archaea):

100 200 300 4DU . 500 i 600 . 700 00 500 1000 1100

1200

Sce_Rpb3 & Sce pr11 (rpoD und rpoL bei Archaea):

1 Rpb3 100 1 Rpb11 100

B 1 o 11

Sce_Rpb7 & Sce_Rpb4 (rpoE1 und rpoF bei Archaea):

1 Rph? 100 1 Rpb4 100 "00

Ll ”l“ﬂ]] i n” |]J”" l . U '| TR

Sce pr5 Sce pr6 Sce pr10 Sce pr12 (rpoH rpoK rpoN und rpoP bei Archaea):

— - | W) e T

Abb.4-26: Nicht aufgeloste Abschnitte im 3D-Modell der S.cerevisiae-RNA-Polymerase

Rote Markierung: Bereiche, die in der verwendeten 3D-Struktur (siehe [8.1]) nicht aufgelést wurden. Schwarze Striche:
Mit dem Konsensus der archaeellen multiplen Alignments identische Aminoséuren (siehe [8.1.3]); halbhohe Striche:
Positionen, die entsprechend "ahnlich" sind (siehe [8.1.3.12]).

Wer schon einmal mit der Kristallisierung von Proteinen oder Protein-Komplexen zu tun hatte,
weil}, wieviel Erfahrung, Know-How und Gliick zu einer erfolgreichen Gewinnung eines fiir die
Rontgenstrukturanalyse geeigneten Kristalls gehort. Selbst wenn dies gelungen ist, stellt die
Interpretation der gewonnen Strukturdaten aus einem 12-Untereinheiten-Komplex wie der RNA-
Polymerase eine weitere Herrausforderung dar. Aus verschiedenen Griinden ist das vorliegende 3D-
Modell also nicht ganz komplett, was aber seine Bedeutung als Hauptreferrenz fiir vergleichende
Uberlegungen zum Thema ,,RNA-Polymerase” kaum schmilert. In der oben gezeigten Grafik
wurden die nicht im 3D-Modell enthaltenen Regionen der jeweiligen RNA-Pol-Untereinheiten rot
markiert (bei Rpbl fehlt z.B. die C-terminale — fiir die eukaryotische Enzymregulation wichtige
Phosphorylierungsregion (CTD = C-terminal repeat domain), weil dieser besonders bewegliche
Proteinabschnitt im Kristall keine geordnete Struktur bildet (Landick, 2001; Armache et al., 2003).
Allerdings fehlt dieser Bereich bei Archaea ohnehin.). Zum auf der Basis von Alignments
gewonnenen archaeellen Konsensus homologe Sequenzabschnitte sind schwarz markiert, und
dienen im folgenden zur Illustration des ,,archaeellen Kerns*“der eukaryotischen 3D-Struktur. Diese
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Formulierung ist nicht als Wertung im phylogenetischen Sinne gemeint — die Diskussion, in
welcher Relation sich Archaea, Bacteria und Eukarya im Detail (also z.B. speziell in bezug auf die
Gene des Transkriptionsapparates) zu einander befinden, ist immer wieder Gegenstand aktueller
Veroftentlichungen. Der Begriff ,,Homologie® wird im folgenden meist im Sinne einer (in
Alignments) offensichtlichen Sequenz-Ubereinstimmung verwendet; natiirlich ist ein Protein auch
dann noch als homolog zu betrachten, wenn nur noch ein sehr kleiner Bereich deutliche
Ahnlichkeiten in der Aminosiure-Sequenz zeigt (entscheidend ist, dass mit einer verfiigbaren
Methode eine Abstammung von einem gemeinsamen Vorldufer nachgewiesen werden kann).

Darstellung der 3D-Struktur der S.cerevisiae RNA-Pol Il mit allen 12 Untereinheiten:
' Eukaryotische Pol Il aus S.cerevisiae

Rpb7 Rpb9 Rpb11
Rpb8 Rpb10 Rpb12

-
S

Abb.4-27: 3D-Struktur inklusive Visualisierung der gegeniiber Archaea dhnlichen Regionen
3D-Struktur von S.cerevisiae (siehe [8.2]), Blick von "vorn", also bezogen auf die Richtung der Transkription und die (hier
nicht eingezeichnete DNA) von stromabwarts nach stromaufwarts (alle in dieser Zusammenstellung gezeigten 3D-
Molekile mit identischem Blickwinkel). a) Einzelne Untereinheiten des in ¢) (und d) in einer etwas anderen
Darstellungsweise gezeigten) Gesamtkomplex. Die Farbgebung ist einheitlich, um das Auffinden der einzelnen
Unterheiten im in der RNAP zu erleichtern. b) Untereinheiten entsprechend a) , jedoch mit gelber Farbe fiir gegenlber
Archaea identischen und &hnlichen Regionen, sowie blau fiir Abschnitte mit geringer Sequenzahnlichkeit.
Bemerkenswert ist die schon hier vielfach erkennbare lokale Konzentration der Ahnlichkeit auf eng begrenzte Bereiche.
e) Darstellung der in b) demonstrierten Verteilungsmuster am Gesamtkomplex. Gut ist zu erkennen, dass sich die
gegeniber Archaea besonders konservierten Bereiche auf die Innenseiten und den Grund der groRen Spalte mit dem
katalytischen Zentrum und dem Ort vielfaltiger DNA-Protein- und RNA-Protein-Kontakte beschranken.

Die Darstellung der hier gezeigten 3D-Strukturen der Untereinheiten und des Gesamtkomplexes der
eukaryotischen Pol II in Verbindung mit einer Visualisierung der gegeniiber Archaea besonders
konservierten Regionen auf Basis der selbst generierter Alignments stellt eine wichtige Aussage des
theoretischen Teils dieser Arbeit dar, und wére in dieser Form ohne die kiirzliche Verdffentlichung
der vorgestellten 3D-Struktur (Armache et al., 2003) nicht moglich gewesen (zumindest war vorher
im 3D-Modell nicht der wichtige Komplex aus Rpb4 und Rpb7 enthalten (Cramer, 2002), der bei
Archaea durch rpoE’ und rpoF gebildet wird). Die eigentlichen Grafiken wurden mit dem von
NCBI kostenlos zur Verfiigung gestellten, 3D-Programm ,,Cn3D 4.1 hergestellt, wobei die
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Markierung der ,,archaeellen Regionen wie oben beschrieben iiber Prosite-Suchmuster erfolgte
(obwohl das Programm eigentlich ausgefeilte Mdglichkeiten fiir die Behandlung von Alignments
enthdlt, ist dies der einfachste Weg; die weitergehenden Programm-Funktionen liefern teilweise
nicht besonders hilfreiche Fehlermeldungen, so dass eine lidngere Einarbeitungszeit und die
Erarbeitung des Wissens, in welchen Konstellationen diese Funktionen iiberhaupt zur Verfiigung
stehen ndtig wire).

Eine weitere Abbildung mit Darstellungen der konservierten Bereiche des Gesamtkomplexes aus
verschiedenen Blickwinkeln heraus rundet die Ubersicht ab:

Abb.4-28: 3D-Struktur mit gegeniiber Archaea konservierten Regionen, Gesamtkomplex

Da in der gedruckten Form das Molekil nicht wie im 3D-Programm (in diesem Fall Cn3D 4.1) interaktiv gedreht werden
kann, um eine Vorstellung von der rdumlichen Ausdehnung der konvervierten Regionen zu gewinnen, wird der RNAP-
Komplex in a) — f) aus 6 verschiedenen Blickwinkeln gezeigt. Zur besseren Orientierung wurde jeweils eine Molekiil-
Version mit farblich markierten Untereinheiten hinzugefiigt (die Zuordnung der Farben ist dieselbe wie in der oben
gezeigten Ubersicht mit den einzelnen Untereinheiten; gelb = groRe Ahnlichkeit).

a) zeigt die Orientierung des RNA-Pol-Komplexes ,von vorn®, entsprechend (Armache et al., 2003), also von der Seite in
die Spalte mit dem katalytischen Zentrum und den fir die Bindung von DNA, mRNA und Ribonukleotiden wichtigen
konservierten Bereichen hinein. b) nach Drehung um ca. 90° nach vorn, also von oben in die Spalte hinein; ¢) nach
weiterer Drehung um ca. 90°C nach vorn, mit seitlichem Blick in die Spalte ,von hinten®, also bezogen auf die DNA von
stromaufwarts; d) nach weitere Drehung mit Blick von unten; e) ausgehend von a) Drehung um ca. 90° entgegen dem
Uhrzeigersinn um eine vertikale Achse; f) entsprechend e), allerdings in die entgegengesetzte Richtung, so dass der
.Keil“ mit Rpb7 und Rpb4 (also den rpoE1- und rpoF-Homologen) nach vorn weist. Neben a) ist vor allem in b) und c) die
stark konservierte Region um das katalytische Zentrum herum zu erkennen. d) — f) zeigen den RNAP-Komplex aus
Blickwinkeln, bei denen die stark verdnderte Auflenhille die bei Eukarya gegeniber Archaea &hnlichen Bereiche
weitgehend verdeckt. Ein Vergleich des Ahnlichkeitsmuster zwischen a) und c) zeigt, dass sich die konservierten
Regionen bei ¢) deutlich starker "aus der groRen Spalte hinaus" in den AuRenbereich hinein erstrecken als in a). Diese
Beobachtung pafdt gut zu der Tatsache, dass c) die Seite zeigt, mit der die RNAP an den Préinitiationskomplex bindet,
und zu diesem Zweck ein charakteristisches "Interface" bildet, das aus funktionalen Griinden nicht zu sehr verandert
werden darf.

Zwar entspricht es der Erwartung, dass das bei der Untersuchung von homologen Enzymen fiir die
biologische Funktion besonders wichtige katalytische Zentrum stark konserviert ist. Bei einem so
grolen und aus soviel verschiedenen Untereinheiten bestehenden Komplex wie dem der RNA-
Polymerase ist aber das erkennbare Konsensus-Muster (in der 3D-Struktur gelb markiert)
erstaunlich homogen und schliissig. Diese Darstellung ergénzt den in (Cramer et al., 2001) unter
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(Fig.11 und Fig.12) grafischen Vergleich homologer Bereiche einerseits zwischen Hefe und
Mensch, und andererseits zwischen Hefe und Bacteria. Auch hier ist der zentrale Bereich um das
katalytische Zentrum herum besonders konserviert.

Die in dieser Arbeit herausgearbeitete Ahnlichkeitsverteilung bezieht sich einerseits auf ,,Archaea*
versus ,,Eukarya®. Andererseits ist hochstwahrscheinlich auch der Faktor ,,Hyperthermophilie*
beteiligt, weil die meisten Vertreter in den zugrunde liegenden Alignments hyperthermophil sind.

In diesem Sinne konnte die starke Verdnderung der duBleren Hiille des RNA-Pol-Komplexes als
notwendige, iiberlebenswichtige Anpassung an die Bedingungen extremer (u.a. heifler) Standorte
der Archaea diskutiert werden. Umgekehrt kdnnten die offensichtlichen Unterschiede bei Eukarya
als Anpassung an die verdnderten Anforderungen betrachtet werden, die sich aus der Integration in
den in vieler Hinsicht komplexeren (mesophilen) Zellstoffwechsel hoherer Lebewesen ergeben (z.B.
in bezug auf eine Vielzahl von RNAP-assoziierte Hilfsproteine, die keine direkte Entsprechung bei
Archaea haben).
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4.7 Liefert die Aminosauresequenz Hinweise auf Hitzestabilitat bzw. Loslichkeit?

Auf den folgende Seiten wird untersucht, wie iiber eine Anderung der Hiufigkeit bestimmter
Aminoséuren ein Beitrag zu hoherer Thermoadaptation erzielt wird, und welche Konsequenzen dies
fiir die RNA-Pol-Untereinheiten hat.

Untereinheiten der RNA-Polymerase aus P.furiosus: Aminosaure-Frequenz
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Abb.4-29: Prozentuale Aminosaurehaufigkeit in den RNA-Pol-Genen von P.furiosus

Die erste Zeile dieser Darstellung mit der Bezeichnung ,,Pfu stellt eine Referenz-Zeile mit den
Durchnittswerten aus 2065 Protein-Genen aus P.furiosus (siche weiter unten, [Abb.4-34]). Es
handelt sich also um den Erwartungswert, von dem die untersuchten Untereinheiten der RNA-
Polymerase mehr oder weniger signifikant abweichen. Die Zahlen sind die Prozentwerte der
Héufigkeit einzelner Aminosiuren in dem jeweiligen Protein.

In der rechten Spalte der Grafik wurden mit roter Farbe die Aminosduren (E+K+R) gekennzeichnet,
deren héufiges Auftreten auf eine Thermoadaptation des Organismus hinweisen. Ebenso soll die
verringerte Frequenz der blau gekennzeichneten Aminosduren (N+Q+S+T) einen Hinweis auf
Thermostabilitdt liefern. Dieses aus einem Vergleich von mesophilen und hyperthermophilen
Vertretern des Genus Methanocaldococcus (friiher Methanococcus) entwickelte Modell (Haney et
al., 1999) scheint hier recht gut anwendbar: Sowohl das gesamte Verteilungsmuster (1.Zeile) als
auch die Signatur der einzelnen RNA-Pol-Gene weist Pyrococcus als einen extrem
Hyperthermophilen aus (zumindest findet sich auf Basis der genannten Kriterien kein
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offensichtlicher Widerspruch). Unter [Abb.4-35] wird diese Faustformel zur Kontrolle auf eine
Reihe bakterieller Genome angewandt.

Als Vergleich dient die A’-Untereinheit des bei 37°C wachsenden M.mazei wo die Verteilung der
0.g. Aminosdure-Gruppen weniger extrem ist (Mma_rpoAl: E+K+R=20,5%, N+Q+S+T=18,6%;
Pfu_rpoAl: E+K+R=23,6%, N+Q+S+T=14,5%); fiir die nicht so stark konservierte L-Untereinheit
ergeben sich stirker divergierende Werte (Mma_rpoL: 18,5%, 16,2%, Pfu_rpoL: 34,5%, 11,8%).
Dieser Trend gilt auch fiir die anderen Untereinheiten der RNA-Polymerase, wie die folgende
Abbildung zeigt.

Thermoadaptation: Vergleich der RNA-Pol-Untereinheiten von P.furiosus und M.mazei

35
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Abb.4-30: Indizien fiir Thermoadapation. Vergleich von P.furiosus und M.mazei

Auswertung von Indizien fiir mégliche Thermoadaptation. Durchgezogene Linen: P.furiosus. Gestrichelte Linie: M.mazei.
Der Quotient wurde aus den Prozentwerten von E+K+R und N+Q+S+T gebildet. M.mazei besitzt im Ggs. zu P.furiosus
eine in B’ und B” geteilte B-Untereinheit — die Werte wurden fiir diesen Vergleich addiert.

In den meisten Féllen ist bei der hyperthermophilen Art P.furiosus die Summe aus E+K+R grofer
und die Summe aus N+Q+S+T kleiner als bei der mesophilen Art M.mazei. Der Quotient scheint in
dieser Abbildung ziemlich ausgewogen — dies tduscht aber: Die Werte von ca. 5 bei Pfu_rpoF und
Pfu_rpoN deuten auf eine stark verschobene Aminosiure-Verteilung hin (auf Genom-Ebene beim
Vergleich der Durchschnittswerte der Protein-Gene unterschiedlicher Arten (siche [Abb.4-36])
bewegen sich die Quotienten Werte in einem Bereich von ca. 0.7 bis 1,7.

Bevor darauf eingegangen wird, was fiir eine Bedeutung diese Daten fiir die praktische Arbeit mit
den RNA-Pol-Untereinheiten und Transkriptionsfaktoren haben konnte, wird zunichst noch die
Aminoséure-Zusammensetzung der Pyrococcus-Proteine etwas genauer untersucht:

Gibt es bei den RNA-Pol-Untereinheiten Auffalligkeiten, die sich von dem fiir P.furiosus
tiblichen Aminosaure-Verteilungsmuster abheben?

Zur weiteren Auswertung wurde eine ,,Normalisierung* auf die fiir P.furiosus typische Aminoséure-
Zusammensetzung vorgenommen. Zweck dieser Vorgehensweise ist es, die Besonderheiten
einzelner Proteine durch Ausblenden des fiir P.furiosus typischen Aminosdure-Verteilungsmusters
besser erfassbar zu machen (auch abgesehen von ,,Hyperthermophilie* haben die verschiedenen
Aminosduren einen unterschiedlichen ,,Erwartungswert“ — Cystein oder Tryptophan sind z.B.
generell ziemlich selten). Hierbei wurde die durchschnittliche, prozentuale Aminoséure-Frequenz in
2065 Proteingenen als Ausgangsbasis verwendet. Die Umrechnung erfolgte auf einheitliche 5% fiir
jede der 20 proteinogenen Aminosduren (20 * 5% = 100%). Ein Protein, das genau dem
,»Konsensus® entspricht enthélt also 5% von jeder Aminoséure; dies wurde durch die rote Linie in
den Grafiken angedeutet. Signifikant sind die deutlichen Abweichungen von diesem Standardwert.
Obwohl dieses Verfahren praktikabel — und meiner Meinung nach aussagekriftig — ist, sollte
bedacht werden, dass die prozentuale Aminosdure-Zusammensetzung bei sehr kleinen Proteinen
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héiufig etwas ,,extremer (und mehr von ,,Zufdllen* abhéngig) ist, wahrend bei groen Proteinen mit
einer langen Aminosdure-Sequenz eine gewisse statistische Nivelierung eintritt.
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Abb.4-31: Prozentuale Aminoséaurefrequenz nach "Normalisierung"

Selbst nach Abzug des flr Pyrococcus typischen Durchschnitts-Verteilungsmusters ist in 9 von 12 Féllen die haufigste
Aminosaure Glutamat, Lysin oder Arginin. Allerdings ist durch die Normalisierung auch ein Teil der auf
Thermoadaptation hindeutenden Signatur herausgerechnet worden, was sich an einer starkeren ,Durchmischung® der
beiden Gruppen E+K+R (groRere, starker hydrophobe und geladene Aminosauren) und N+Q+S+T (ungeladene, polare
Aminosauren) zeigt. Die rote Linie bei 5% markiert den Erwartungswert der jeweiligen Aminosaure in einem Standard-
Protein in Pyrococcus.

Folgende Korrekturen wurden vorgenommen:

A [ D E F G H 1 K L M N P Q R S T \4 w Y
6,4 0,7 4,2 9,0 4,4 7,0 1,5 8,9 84 | 102 | 24 3,4 4,2 1,7 5,5 4,9 4,3 7,9 1,2 3,9
1,4 | +43 | +0,8 | 40 | +06 | 2,0 | +3,5 | -39 | -34 | 52 | +26 | +1,6 | +0,8 | +3,3 | 0,5 | +0,1 | +0,7 | -2,9 | +3,8 | +1,1

(2. Zeile: Durchschnittliche prozentuale Aminosdure-Verteilung in 2065 P.furiosus-Proteingenen. 3.Zeile
Normalisierung auf jeweils 5%)

Es sind recht starke Abweichungen vom P.furiosus-Standard-Protein festzustellen, was in dem
folgenden Diagramm beziiglich der diskutierten Thermoadapation ausgewertet wird:
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Abb.4-32: Haufigkeit von E+K+R gegeniiber N+Q+S+T in den RNA-Pol-Genen nach Umrechnung

Nach dem ,Herausrechnen® der Standard-Verteilung betragt der Erwartungswert fir E+K+R 15% und flir N+Q+S+T
20%, was durch die gestrichelten Linien in der selben Fabe angedeutet wird. Abgesehen von B, A’, D, und H zeigen alle
Ubrigen Untereinheiten z.T. drastische Abweichungen vom Standard. Neben der Uberdurchschnittlichen
Thermoadaptation spielen hier aber auch RNA-Polymerase-spezifische Besonderheiten eine Rolle, wie man an dem
teilweise ahnlichen Kurvenverlauf bei einem Vergleich des hyperthermophilen P.furiosus mit der mesophilen Art M.mazei
erahnen kann (siehe [Abb. 4-30]).
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Gibt es eine Korrelation von Thermoadaptation und Léslichkeit?

Pyrococcus ist ein hyperthermophiler Organismus. Es muf} also davon ausgegangen werden, dass
eine Thermoadaptation der Proteine stattgefunden hat — ansonsten wiirde bei 100°C eine sofortige
Denaturierung der Proteine eintreten. Auf einen der Anpassungsmechanismen — nidmlich die
Anderung der Hiufigkeit bestimmter Aminosiuren — ist bereits eingegangen worden. Zusitzlich
konnen andere Faktoren beteiligt sein, z.B. Modifikationen der 3D-Struktur und der Position
einzelner Aminosduren zueinander (etwa, um in bestimmten Bereichen die ionischen
Wechselwirkungen innerhalb des Proteins zu verstirken, und durch die hierraus resultierende
Kompaktierung dem Thermostress entgegenzuwirken). Auch im Cytoplasma des Organismus
gelosten Substanzen kdnnen zu einer allgemeinen Steigerung der Temperaturresistenz beitragen.
Chaperone, also Hilfsproteine, die andere Proteine unter Stressbedingungen stabilisieren kdnnen,
sind eine weitere Moglichkeit hierzu (Sterner & Liebl, 2001).

Weit jenseits von dem, was man normalerweise (z.B. in der Zoologie) unter ,,stenotherm* oder
»oligotherm® versteht, leben hyperthermophile, extrem angepasste Mikroorganismen z.B. in
kochend heilem Wasser in vulkanischen Sedimenten und ,,black smokern in der Tiefsee.

Erkauft wird diese erstaunliche ,,Einnischung® durch den Verlust der Féhigkeit, in kilteren
Lebensrdumen zu tiberleben — Hyperthermophile kénnen unter ca. 60°C nicht mehr wachsen.

Die besondere Struktur der Proteine aus Hyperthermophilen — also auch P.furiosus — hat
verschiedene Vor- und Nachteile fiir die Laborpraxis:

Ubliche Praxis ist es, ein in einem Organismus identifiziertes und evtl. sogar direkt aus ihm
gereinigtes Protein fiir weitergehende Studien rekombinant in groen Mengen und evtl. versehen
mit bestimmten Fusionsanteilen (z.B. Hisg-Tag) in einem E.coli-Expressionsstamm herzustellen.
Bei vielen ,hyperthermophilen® Proteinen kann hierbei eine verbliiffend einfache
Reinigungsmethode angewandt werden: Die Hitzeprizipitation oder Hitzefdllung. Wiahrend die
meisten E.coli-Proteine schon lidngst ausgefallen sind, bleiben die thermoadaptierten Protein in
Losung. Gerade bei Proteinen oder Enzymen, die auch in der Zelle allein oder als Homomultimer
vorkommen, kann in den meisten Fillen von stark erhdhter Thermostabilitit ausgegangen werden
(z.B. bei der Reinigung der Pyruvat-Kinase aus A.pernix (Johnsen et al., 2003)). Ein oder zwei
Hitzeschritte z.B. in Kombination mit einer Nickel-Sdule liefern oft schon ein hochreines Protein.
Giinstig ist es natiirlich, wenn die trotz dieser Prozedur erhaltene korrekte Faltung des Enyzms
gleich funktionell durch meBbare Enzymaktivitit nachgewiesen werden kann.

Leider ist die Lage bei der hier untersuchten RNA-Polymerase aus P.furiosus in bezug auf die
Reinigung nicht ganz so einfach:

Hitzestabilitat bei Enzymkomplexen wie der RNA-Polymerase nur als Ganzes?
Ebenso wie im Rahmen der Thermoadaptation bestimmte Aminosdure-Positionen wegen ihrer
Funktion bei der Protein-Protein-Interaktion in einem Enzymkomplex nicht verdndert werden
konnen (und deshalb evtl. die Statistik bei der Suche nach Thermoadaptationsmustern etwas
»verfialschen® (Haney et al., 1999)), scheint sich die praktisch me8bare Thermostabilitdt der RNA-
Polymerase bei P.furiosus hauptsdchlich auf den komplett zusammengefiigten Komplex aus den 12
Untereinheiten zu beziehen, was sich z.B. eindrucksvoll in einem (zellfreien) In vitro
Transkriptions-Ansatz bei 70°C (oder sogar maximal 95°C) bei voll erhaltener Enyzmaktivitat
zeigen 146t (Hethke et al., 1996; Hethke et al., 1999).

Bei der Reinigung der einzelnen Untereinheiten, die rekombinant in E.coli iiberexprimiert wurden
zeigte sich, dass bei vielen Proteinen keine Hitzefdllung angewandt werden konnte, und dass die
Loslichkeit vielfach miserabel ist.
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Die folgende Tabelle fafit die praktischen Erfahrungen bei der Reinigung der rekombinanten
Untereinheiten der RNA-Polymerase unter den Apekten Hitzestabilitdt und Loslichkeit zusammen:

B (rpoB): Extreme Bildung von EinschluBkérpern bei der Expression; kaum (kein) Protein im Uberstand;
sehr schlechte Loslichkeit; denaturierende Reinigung aus EinschluBkorpern nétig (persdnliche Mitteilung
S.Naji). Diese Untereinheit wird gerade im Rahmen der Weiterfilhrung dieses Projektes von S.Naji kloniert /
gereinigt.

A’ (rpoA1): Extreme Bildung von EinschluBkorpern bei sehr groBen Proteinmengen; denaturierende
Reinigung aus EinschluBkorpern nétig; schlechte Loslichkeit (s. rpoB). Hitzefallung des S100 sinnlos, weil
kaum Protein.

A” (rpoA2): schlechte Loslichkeit; allerdings erhebliche Mengen Protein im S100 (Uberstand). An
Hitzefillung ist trotzdem nicht zu denken! Aufgrund der schlechten Ldslichkeit ist die Proteinkonzentration
nach AusschluBichromatographie mit der Superdex 75 sehr schwach konzentriert und 148t sich (z.B. mit
Ultrafiltration) nur mit Miihe auf praktikable Konzentrationen bringen.

D (rpoD): GroBe Proteinmengen im Uberstand; normale Reinigung iiber mehrere Sdulen; Hitzefdllung nicht
mdglich. Problemloses Handling.

E’ (rpoE1): Etwas geringere Proteinmengen als bei rpoD. Trotzdem leidlich gute Loslichkeit der Version
mit N-terminalem Fusionsanteil (die C-terminale Version liefert aufgrund stark herabgesetzter Loslichkeit
sehr geringe Proteinmengen).

E” (rpoE2): Hier wurde nur eine Testexpression vorgenommen, u.a. auch gemeinsam mit dem direkt
stromaufwirts liegenden E’-Gen (es sollte primir gezeigt werden, dass es sich nicht um einen
Sequenzierfehler mit scheinbarer Verschiebung der Leserasters handelt). Daten zur Hitzestabilitdt liegen
nicht vor. Zum Zeitpunkt der Expression war die Bedeutung von E’’, sein hochkonserviertes Zinkfinger-
Motiv und die Mdglichkeit der ,translationalen Kopplung® bei partiell iiberlappenden Genen noch nicht
herausgearbeitet worden

F (rpoF): Im Vergleich zu den anderen RNA-Pol-Untereinheiten grofite Protein-Ausbeute bzw. hochste
Protein-Konzentration des gereinigten Proteins wegen seiner guten Loslichkeit. Eine Hitzeféllung wurde bei
der Reinigung nicht vorgenommen (und ist fiir ein gutes Resultat auch nicht notig); die Hitzestabilitit sollte
aber noch einmal liberpriift werden.

H (rpoH): GroB3e Protein-Mengen; hitzestabil in Phosphat-Puffer 10min / 90°C!

K (rpoK): Ist nicht hitzestabil und nicht besonders gut 16slich. Trotzdem gut zu reinigen, weil neben
EinschluBBkorpern geniigend Protein im S100 geldst ist. Das Protein fillt auf der Ni-Saule teilweise aus, und
eluiert hinter dem normalen Peak in hochreiner Form.

L (rpoL): Ist dhnlich hitzestabil wie rpoH. GroBe Protein-Menge. Etwas besser 16slich als rpoN. Auf der
Molekularsieb-Chromatographie-Séule (Superdex 75) fiel ein Teil des Proteins aus und verursachte bei
spateren Bindexperimenten eine storende Kontamination, bis erkannt war, dass durch rpoD der besser
16sliche DL-Komplex gebildet wurde, und rpoL auf diese Weise doch noch von der Sdule eluierte.

N (rpoN): Zeigt eine dhnlich hohe Hitzestabilitit wie rpoH und rpoL. Die Loslichkeit ist jedoch schlecht -
rpoN neigt zur Bildung von grofleren Aggregaten.

P (rpoP): Ist hitzestabil. Bei der Version mit Hise-Tag grofle Protein-Menge. Es gibt keine Probleme mit der
Loslichkeit. Wurde von O.v.Kampen im Rahmen seiner Diplomarbeit kloniert / gereinigt (von Kampen,
2003)

Abb.4-33: Hitzestabilitdt und Loslichkeit der RNAP-Untereinheiten von P.furiosus in der Praxis
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Da alle Untereinheiten eine Verschiebung der Aminosdure-Héufigkeit im Sinne der
Thermoadaptation aufweisen, ist es schwer, eine Korrelation zwischen den beiden gegensétzlichen
Aminosdure-Gruppen und Hitzestabilitit und / oder Loslichkeit herzustellen. An erster Stelle bei
der Suche nach schlechter Loslichkeit scheint zunédchst die Gréfe der Proteine zu stehen (rpoB,
poAl und rpoA2). rpoF profitiert offensichtlich von der extremen Verteilung im Sinne der
Thermoadaptation. Bei rpoK bewirkt der verringerte Prozentsatz an E+K+R anscheinend den
Verlust der Thermostabilidt, wie er ansonsten bei den dhnlich kleinen Proteinen rpoH, rpoL und
rpoN festzustellen ist. Vergleicht man das Muster von rpoD und rpoEl sowie rpoF, so kann man
sagen, daB rpoE1 eher in die Richtung des extrem gut 1slichen rpoF tendiert. Wie oben aufgelistet,
ist rpoE1 aber etwas schlechter als rpoD 16slich. Wie man sieht, diirfen keine voreiligen Schliisse
gezogen werden. Z.B. mufl hochstwahrscheinlich auch die Form der RNA-Pol-Untereinheiten und
die GroBe der Kontaktflichen zu anderen Untereinheiten mit in die Uberlegungen einbezogen
werden.

Die im néchsten Abschnitt vorgestellten, etwas breiter gefacherten Daten sollten eigentlich nur
sicherstellen, dass die sehr handliche Regel ,,mehr E+K+R und weniger N+Q+S+T = Indiz fiir
Thermoadaptation® (Haney et al., 1999) auch iiber die Gattungsgrenzen (von Methanooccus bzw.
Methanocaldococcus) hinaus und global, ohne langwierige Selektion bestimmter Protein-Familien
anwendbar ist. Dass dies bei den hier gezeigten Daten im GrofBlen und Ganzen tatséchlich der Fall
ist, liegt vermutlich an der groflen Zahl der zu Grunde liegenden Protein-Gene, die bewirkt, dass
Proteine, die aus irgendeinem funktionalen Kontext heraus nicht iiber Aminosdure-Austausch
adaptiert werden konnen, statistisch nicht gravierend in Erscheinung treten.

Am Anschluf3 daran komme ich in einem kurzen Fazit auf die Thermoadaptation bei den RNA-Pol-
Untereinheiten aus P.furiosus zuriick.
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4.7.1 Durchschnittliche Aminosaure-Zusammensetzung in den Proteingenen im
Genom

Das Programm GenbankAnalyse (siehe [8.4]) erméglicht durch den Zugriff auf alle annotierten
(Protein-)Gene in den Genbank-Dateien u.a. die Ermittlung der typischen Zusammensetzung der
Proteingene des jeweiligen Organismus. Die folgende Tabelle und die Grafiken im néchsten
Abschnitt liefern eine vergleichende Ubersicht der hierbei errechneten Aminoséure-
Verteilungsmuster.

Archaea

Ape |90 88 |13 |33
Afu_ |85 40 |87 |10 |35
Hsp |37 XM o7 |11 |25
Mka |98 45 KON 1.2 |27
Mac | 40 51 |68 |1,0 |36
Mja |85 62 |1,4 10,6 |95 |25 |51 |33 |14 |39 |44 [39 |69 |07 |42

Mma |37 (3371|168 |14 (51 |83 (44 |71 |17 (78 |71 |94 [27 |42 |39 |25 |48 [66 |49 |69 (09 |35

Mth |60 |1873|71 [14 |58 |82 |36 |79 [1,9 |79 [49 |94 JF¥MM3,2 [42 [19 |68 |60 |48 |[7,7 |08 |3,
Neg |90 |563 |51 |09 |47 |78 |44 |52 |[1,3 |10,6 10,6 (19 |50 [3,9 |22 |41 [44 [39 |60 |09

Pae |98 |2605/98 |11 |42 |72 |36 |74 |15 |63 [6,0 |108(22 (25 |48 |21 |68 [49 (42 |92 [14 [42

Pab |95 [1769|6,6 |07 (45 |89 |43 |72 |15 (86 [80 (10,3 |25 |32 |42 |16 |59 (49 [41 |81 [11 |37

Pfu 1100 [2065|/64 |07 (42 |90 (44 |70 |15 (89 [84 (10,224 |34 |42 |17 |55 (49 (43 |79 [12 |39

Pho |95 |1801|/6,3 |07 |43 (86 |44 |70 |15 |89 (81 |103|25 (34 |43 |16 |57 |54 (43 |77 |11 |38

Sso |85 [2977|53 |08 (47 |71 |44 |62 |13 (94 [83 |104 (23 |49 |36 |21 |49 |66 |46 |75 [10 |47

Sto | 80 282653 |08 |46 |72 |45 |59 |13 |100(85 (10523 [48 3,7 (20 |43 |67 (46 |71 |10 [47

Tac |60 |1482|6,7 |07 |58 |63 [45 |70 |17 |92 [62 |83 |EXEM42 |38 |21 (57 kKM 46 |72 [08 [45

Tvo |60 |1498|6,2 |08 |56 |67 |46 |68 |15 |93 |74 |86 [29 |46 |36 |21 |49 &M 47 |72 |08 |46

Bacteria

Aae |85 [1529|/58 |09 (42 |97 |51 |67 |16 [73 |96 [105(21 |35 [40 (21 |50 [48 |41 [80 (09 |40

Dra |30 |2579][12,1[0,7 [50 |58 |31 22 |32 (28 |KER@l20 [23 41 |76 |51 |57 |77 2,3
Eco |37 |5379]90 KNl 49 [56 (42 |69 61 |47 10431 |40 |43 |44 |58 |60 |55 |69 2,9

Hpy |37 |1566|6,7 |1,2 |47 |69 55 |22 |72 |92 |11,4(25 |55 |32 |37 |37 |67 |42 |57 |07 |36
Sau |37 |2632|60 |07 |56 |66 |47 |57 |23 |90 |78 |93 |29 30 |40 |36 |59 |56 |67 |07 |41
Sty |37 |4451|96 |13 |51 |57 |39 |71 |24 |60 |46 |106]29 |37 |44 |43 |57 |58 |54 |71 2,8

Tma |80 |1858|57 |08 |48 |89 |52 |69 |16 |72 |79 |100][26 |35 56 |44 |87 |11 |35

39 (20 |57 1
Ype |37 |4090|89 (1,2 |49 |54 |40 |69 |24 |64 |47 10830 |41 |44 KNIl 54 |62 |54 |68 |14 |3,0

Abb.4-34: Thermoadaptation? Aminoséaurefrequenz in den Proteingenen von Archaea und Bacteria
Aae = Aquifex aeolicus, Ape = Aeropyrum pernix, Afu = Archaeoglobus fulgidus, Dra = Deinococcus radiodurans, Eco
Escherichia coli, Hsp = Halobacterium sp. NRC-1, Hpy = Helicobacter pylori, Mac = Methanosarcina acetivorans C2A, Mja
Methanocaldococcus jannaschii, Mka = Methanopyrus kandleri AV19, Mma = Methanosarcina mazei Goe1, Mth
Methanothermobacter thermautotrophicus, Neq = Nanoarchaeum equitans Kin4-M., Pab = Pyrococcus abyssi, Pae
Pyrobaculum aerophilum, Pfu = Pyrococcus furiosus DSM 3638, Pho = Pyrococcus horikoshii, Sau = Staphylococcus aureus,
Sso = Sulfolobus solfataricus, Sto = Sulfolobus tokodaii, Sty = Salmonella typhimurium LT2, Tac = Thermoplasma
acidophilum, Tma = Thermotoga maritima, Tvo = Thermoplasma volcanium, Ype =Yersinia pestis KIM.

Prozentuale Haufigkeit der 20 proteinogenen Aminoséuren in den annotierten Protein-Genen bei Archaea
und Bacteria. Man beachte die unterschiedliche Gen-Anzahl. Als Referenz wurden die Daten von E.coli und
den beiden hyperthermophilen Bacteria Aquifex aeolicus und Thermotoga maritima hinzugeflgt. Yersinia
pestis KIM wurde als typisch psychrophiler Vertreter herangezogen (wichst auch bei 4°C). SchlieB3lich
wurden noch Deinococcus, Helicobacter, Staphylococcus und Salmonella hinzugezogen, um die hier
diskutierten Trends im Aminosdure-Verteilungsmuster im mesophilen Bereich zu iiberpriifen. Bei den
Temperatur-Angaben wurde u.a. auf die Angaben auf der DSMZ-Webseite zuriickgegriffen (,,Deutsche
Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH*, http://www.dsmz.de/dsmzhome.htm®).

Fir jede Aminosdure wurden das Minimum und das Maxium markiert. Als erste Plausibilitdskontrolle
erfolgt die Auswertung der rot und blau markierten Spalten:

E (Glutamat): Max: M.kandleri Min: Y .pestis

K (Lysin): Max: N.equitans Min: Halobacterium sp.

R (Arginin):  Max: M.kandleri Min: S.aureus

N (Asparagin): Max: S.aureus Min: M kandleri

Q (Glutamin): Max: Y.pestis Min: M.kandleri, M.jannaschii
S (Serin): Max:T.acidophilum/volcanium Min: M.jannaschii, N.equitans
T (Threonin): Max: Halobacterium sp. Min: M.jannaschii, N.equitans

Abgesehen von Thermoplasma (etwas grenzwertig, weil nicht mesophil sondern thermophil) gruppieren sich
die Werte sehr gut in hyperthermophil und mesophil/thermophil).
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Aminosaure-Haufigkeit in den Protein-Genen verschiedener Mikroorganismen:
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Abb.4-35: Ubersicht: Aminosaurefrequenz vor dem Hintergrund potentieller Thermoadaptation
Prozentuale Aminosaure-Frequenz in den Protein-Genen mesophiler (blau), thermophiler (violett) und extrem
thermophiler bzw. hyperthermophiler Organismen (rot) (s.Anhang [8.5]). Vermehrtes Auftreten von Glutamat, Arginin,
Lysin (E+R+K, groRere, starker hydrophobe und geladene Aminoséuren) sowie Verminderung der Anzahl von Serin,
Threonin, Asparagin und Glutamin (N+Q+S+T, ungeladen, polar) als Indikator fur Thermoadaptation (Haney et al.,
1999).

Ype




Ergebnisse und Diskussion 67

23 /‘\"."‘" .

Al w/ \
; _j*“*“*” Y .7"45‘\4\\-/
T Ty

[Pfu Pab Pho Mka Pae Ape Neq Aae Afu Mja Ssu Sto Tma" Mth Tac TvulMal: Mma Dra El:u Hsp Hpy Sau Sty Ypel

15 . i SN
' N N N
" NN -
I],9 ——(E+K+R) | (1+0+5+T) Se—e——% \ A
v \._,’-"' \—_.\‘

[Pfu Pab Pho Mka Pae Ape Neq Aae Afu Mja Sso Ste Tma ||Mth Tac TvuIMac Mma Dra Eco Hsp Hpy Sau Sty Ypel

Abb.4-36: E+K+R gegeniiber N+Q+S+T in hyperthermophilen, thermophilen und mesophilen Arten
Aae = Aquifex aeolicus, Ape = Aeropyrum pernix, Afu = Archaeoglobus fulgidus, Dra = Deinococcus radiodurans, Eco
Escherichia coli, Hsp = Halobacterium sp. NRC-1, Hpy = Helicobacter pylori, Mac = Methanosarcina acetivorans C2A, Mja
Methanocaldococcus jannaschii, Mka = Methanopyrus kandleri AV19, Mma = Methanosarcina mazei Goe1, Mth
Methanothermobacter thermautotrophicus, Neq = Nanoarchaeum equitans Kin4-M., Pab = Pyrococcus abyssi, Pae
Pyrobaculum aerophilum, Pfu = Pyrococcus furiosus DSM 3638, Pho = Pyrococcus horikoshii, Sau = Staphylococcus aureus,
Sso = Sulfolobus solfataricus, Sto = Sulfolobus tokodaii, Sty = Salmonella typhimurium LT2, Tac = Thermoplasma
acidophilum, Tma = Thermotoga maritima, Tvo = Thermoplasma volcanium, Ype =Yersinia pestis KIM.

Auswertung der Daten aus [Abb.4-35]. Oberes Diagramm: Rote Linie = Summe der Prozentwerte
der Haufigkeit von E+K+R. Blaue Linie = Summe der Prozentwerte der Haufigkeit von N+Q+S+T.
Unteres Diagramm: Quotient aus E+K+R und N+Q+S+T (zeigt den Trend noch etwas deutlicher).
Ein regelmiBigerer Kurvenverlauf konnte vermutlich erreicht werden, wenn die Organismen genau
nach ihrer optimalen Wachstumstemperatur geordnet wiirden — hier erfolgte nur eine grobe
Zuordnung, die aber vollig ausreicht, um den vermuteten Trend erkennen zu lassen (siehe Legende
zu [Abb.4-35]).

Die zusitzlichen mesophilen Bacteria wurden zufillig bzw. nach allgemeinem Interesse
ausgewdhlt.

Yersinien sind psychrophil, d.h. sie vermehren sich auch bei 1 - 4° C. Deshalb wurde Yersinia
pestis KIM als Kontroll-Organismus fiir das untere Ende der Temperaturskala hinzugefiigt.
Tatsdchlich liefert der 0.g. Quotient hier ein eindeutiges Ergebnis (d.h. dass es keinerlei Hinweis auf
Thermoadaptation der Proteine dieses Krankheitserreges gibt). Etwas kurios ist, dass (zumindest in
Bezug auf das vorgeschlagene ,,E+K+R / N+Q+S+T-Kriterium*) mit Aquifex aeolicus ein Vertreter
der (von der Artenzahl nicht gerade hiufigen) hyperthermophilen Bacteria ganz oben in der Liste
steht, obwohl seine Wachstumstemperatur mit 85°C um einiges unter der von P.furiosus (100°C)
liegt. Moglicherweise spielen hier noch andere Faktoren, wie z.B. der GC-Gehalt und
entsprechende Ausstattung mit tRNAs eine Rolle.

Fazit zum Thema Thermoadaptation

Von dem diskutierten Aminosdure-Verteilungsmuster her zeigen alle Untereinheiten der RNA-
Polymerase aus P.furiosus eine extreme Anpassung an erhohte Temperaturen. Allerdings ist dies fiir
die Priparation der rekombinant erstellten, einzelnen Untereinheiten wenig hilfreich (abgesehen
von den kleinen Untereinheiten), weil diese Thermoadaption offensichtlich vor allem die gesamte
RNA-Polymerase mit ihren 12 Untereinheiten betrifft. Denkbar wire es, dass vor allem die im
Gesamtkomplex freiliegenden AuBenflichen durch den besprochenen Aminosdure-Austausch
stabilisiert werden, wihrend im Inneren des RNA-Pol-Komplexes durch dhnliche (aber vom Muster
her vermutlich nicht identische) Austauschprozesse die Protein-Protein-Bindungen intensiviert
werden. Ohne die Anwesenheit ihrer Partner-Proteine sind die einzelnen RNA-Pol-Untereinheiten
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zumeist nicht hitzestabil und / oder nicht gut 16slich, weil normalerweise im Inneren verborgene
Kontaktflichen freiliegen. Schon Zweierkomplexe sind oft schon deutlich besser 16slich (z.B. bei
rpoD + rpoL). Das ldstige Verhalten von rpoN (Bildung von extrem schwer zu resuspendierenden
Aggregaten selbst bei ganz kurzem Anzentrifugieren einer triilben (aber homogenen), recht hoch
konzentrierten Losung) 146t sich damit erkldren, dass in den gebildeten Clustern die Kontakt-
Flachen des ohnehin recht schlecht 16slichen Proteins dem umgebenden Fliissigkeitsvolumen
entzogen werden, und ein stabiler Zustand eintritt, der vielleicht dem von rpoN bei korrekter
Integration in einen vollstdndigen RNA-Pol-Komplex dhnelt.

Dass eine unvollstindige, bzw. aus teilweise falsch gefalteten rekombinanten Untereinheiten
zusammengesetzte RNA-Polymerase nicht thermostabil ist, kann aber auch niitzlich sein, und in
einem finalen Priparationsschritt in Form einer Hitzefdllung die intakten von den defekten
Komplexen trennen, wie dies fiir M.jannaschii gezeigt wurde (Werner & Weinzierl, 2002).

Betont werden muf3 abschlieBend noch einmal, dass "Thermostabilitit von Proteinen" ein
faszinierendes Thema ist, welches noch nicht vollstindig verstanden wird und deshalb weiter
intensiv erforscht wird. Die hier untersuchte Aminosiureverteilung klammert Phdnomene, die die
Anderung der Proteinstruktur auf der 3D-Ebene (also der tertiiren und quartifiren Ebene) betreffen
komplett aus. Das Problem scheint zu sein, dass die entsprechenden, bei einem bestimmten Protein
verstandenen Mechanismen zur Thermoadaptation nicht unbedingt auf ein anderes Protein
iibertragen werden konnen, sondern oftmals sehr "individuell" sind. So kann es zum Beispiel sein,
dass ein Protein nur in bestimmten Bereichen "starrer" wird, wihrend andere Region entsprechend
funktionaler Notwendigkeiten gut beweglich bleiben usw. (Jaenicke, 2000).
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4.8 Eine zweite Kopie von TFB im Genom von Pyrococcus

Bei Archaea wurden mehrere Fille geschildert, bei denen im Genom der untersuchten Organismen
nicht eine, sondern mehrere TFB-Kopien vorkommen. Dies ist zum Beispiel fiir halophile Archaea
der Fall (Reeve et al., 1997), wo auch mehrere TBPs gefunden wurden. Fiir Organismen wie
Halobacterium NRC-1 liegt also auf jeden Fall die Vermutung nahe, dass hier die Genexpression
tiber mehrere TBP- und TFB-Kopien reguliert wird (Baliga et al., 2000), was eine Anpassung des
Organismus an den Lebensraum der halophilen Archaea mit haufigem und raschen Wechsel von
Salinitdt und pH-Werte darstellen kdnnte. Auch fiir P.horikoshii ist die Existens einer zweiten, von
dem Standard-TFB stark abweichende Kopie schon lédngere Zeit bekannt (Soppa, 1999). Dadurch,
dass fiir die Gattung Pyrococcus gegenwirtig sogar drei komplett sequenzierte Genome zuginglich
sind (Lecompte et al., 2001), ergibt sich auch fiir die TFB-Gene die Moglichkeit zu vergleichenden
Analysen. Fiir die Betrachtung der RNA-Polymerase bei Pyrococcus ist dies deshalb relevant, weil
TFB nach bisherigen Erkenntnissen die herausragende Stellung bei der Rekrutierung der RNAP an
den Préinitiationskomplex einnimmt, und die Protein-Protein-Interaktionen zwischen TFB und den
RNAP-Untereinheiten letztlich eine entscheidende Rolle fiir die Regulation der Transkription
spielen.

Es zeigt sich, dass neben P.horikoshii auch die in dieser Arbeit nidher untersuchte Pyrococcus-Art
P.furiosus tliber ein zweites TFB-Gen verfiigt, wie aus folgendem Alignment hervorgeht:

Pho TFB,  .......... K CPiC S| IYDPERGEIVCAZCGYVIEENT] DMGPEWRAFDASQREERSRTGAPESILLHDKGLS IGIDRSLIsGLMREKMYRLRKWQSRLR
Pab TFB,  .......... (KOOI C§NC S| IYDPERGEIVCAZICGYVIEENIDMGPEWRAFDASQREINRSRTGAPESILLHDKGLSTINIGIDRSLIsGLMREKMYRLRKWQSRLR
Pfu TFB,  .......... KQIXVCPLIClaS! IYDPERGEIVCAECGYVIEENIEDMGPEWRAFDASQREI‘RSRTGAPESILLHDKGLS IGIDRSLSGLMREKMYRLRKWQSRLR
PRO _TFB=2 . ittt it iin e ie et i taa et tae e ettt et e e e e e e MVREKIHRL: S|

Pfu TFB-2 YGuiZadenl 'c <s DROEGEVEC] 1CGEILEN 33K TK TNDRIPRY TR KIYRLRKW
Consensus .......... IYDPERGEIVCAJCGYVIEENT] DMGPEWRAFDASQRE RSRTGAPESILLHDKGLST|IGIDRSLGLMREKMYRLRKWQSRLR
#

Pho TFB, VSDAAERNLAFALSELDRITAQLKLPKHVEEEAARLYREAVRKGLIRGRSIE S@::CVYAACRLLKVPRTLDE ISDIARVEKKEIGRSYRFIARNLNLTPKKLFVKPTD

Pab TFB, VSDAAERNLAFALSELDRITAQLKLPKHVEEEAARLYREAVRKGLIRGRSIES CVYAACRLLKVPRTLDEISDIARVEKKEIGRSYRFIARNLNLTPKKLFVKPTD
Pfu_TFB, VSDAAERNLAFALSELDRITAQLKLPRHV‘EEEAARLYREAV‘RKGLIRGRSIES CVYAACRLLKVPRTLDEIADIARVDKKEIGRSYRFIARNLNLTPKKLFVKPTD
Pho_TFB-2 ET SSQLILPKHVEEE GRIY IKEG GRSIES KVPRTLDEL KKNIHRHY KZLELSE IRPIH
Pfu_TFB-2 SSERNL“_AMSE \LKLPKYVEEE LYRE REMSIET] CIY KVPRTLNETL KKEII&KAFRMIMRNLNLTP RPTD
Consensus VSDAAERNLAFALSELDRITAQLKLPKHV‘EEEAARLYREAV‘RKGLIRGRSIES CVYAACRLLKVPRTLDEIADIARV‘EKKEIGRSYRFIARNLNLTPKKLFVKPTD
# # # #
Pho_TFB, YVNKFADELGLSEKVRRRAIEIL! EAYERGLTSGKSPAGLVAAALYIASLLEGEKRTQREVAEVARVTEVTVRNRYKELVEKLGIKVE 300

Pab TFB, YVNKFADELGLSEKVRRRAIEIL! EAYERGLTSGKSPAGLVAAALYIAS LLEGEKRTQREVAEVARVTEVTVRNRYKELVEKLGIKVP 300
pPfu TFB, YVNKFADELGLSEKVRRRAIEILD EAYE‘RGLTSGKSPAGLVAAALYIASLLEGEKRTQREVAEVARVTEVTVRNRYKELVEK SIKVPp#Y 300
E

Pho_TFB-2 YIDKFADELEZVSERVKRRALFLLAE GITSGKNPRGLAASHLYIASLLEGERRTQKEIARVAEITEVTIRNRYKELVKELJIRV. . . 208

Pfu TFB-2 YVDKFADEL{YLSERVRRREVDILSN GITSGKNPULVAAALYIASLLEGERRSQKEIA] SEMTVRNRYKELVIKLGLKEIRLL 283

Consensus YVNKFADELGLSEKVRRRAIEILJFAY[JRGLTSGKSPAGLVAAALYIASLLEGEKRTQREVAEVARVTEVTVRNRYKELVEKLGIKVP 284
## # ## #  ### #

Abb.4-37: Alignment der TFB-Kopien aus P.furiosus, P.horikoshii und P.abyssi

Das Alignment wurde mit ClustalX generiert. Der Konsensus und die Grauschattierungen wurden mit Bioedit
hinzugefligt. Pho: P.horikoshii, Pab: P.abyssi, Pfu: P.furiosus. TFB: In allen drei Arten sehr dhnliche "Standard-Kopie"
von TFB; TFB-2: Zweite Kopie von TFB im Genom von P.horikoshii und P.furiosus. Namen der jeweilen TFB-Gene im
Genom (Locus): Pab_TFB: PAB1912; Pho_TFB: PH1482; Pho_TFB-2: PH0864; Pfu_TFB: PF1377; Pfu_TFB-2: PF0687.
Blaue Raute: Positionen, an denen die beiden TFB-2-Kopien aus P.furiosus und P.horikoshii einen identischen
Aminosaureaustausch gegeniiber den anderen drei TFB-Genen zeigen.

TFB besteht grundsitzlich aus drei deutlich zu unterscheidenden Abschnitten: Einer N-terminalen
Doméne mit einem Zinkfinger-Motiv (Zhu et al,, 1996) und zwei C-terminalen direkten
Wiederholungen ("direct repeats"). Dies gilt sowohl fiir Archaea, als auch Eukarya (bei Bacteria
gibt es kein TFB).

TFB &dhnelt sich in den drei Pyrococcus-Arten sehr stark: Zum Beispiel betrdgt die Lénge
einheitlich 300 Aminosduren, und die theoretische Nettoladung in allen Féllen +13 (bei einem
Umgebungs-pH von 7,6). Die Nettoladung von TFB-2 aus P.horikoshii betrdgt dagegen +21, die
von TFB-2 aus P.furiosus +23. Auch wenn Pho TFB-2 (208aa) gegeniiber Pfu TFB-2 (283aa)
stark verkiirzt ist (der N-Terminus mit dem Zinkfinger-Motiv fehlt fast komplett), gibt es eine Reihe
Indizien, dass es zu der Genduplikatur vor der Abspaltung beider Arten kam, und dass das TFB-2-
Gen zumindest eine Zeit lang eine wichtige Rolle im Zellstoffwechsel gespielt hat, so dass sich
Anzeichen fiir die Einwirkung positiven (konservierenden) Selektionsdruckes auf die
Aminosduresequenz feststellen 146t: An insgesamt 21 Aminosdurepositionen ist ein identischer
Austausch gegeniiber den drei iibrigen (Standard-)TFB-Genen zu beobachten (im Alignment mit

210
210
210
121
193
198
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einer blauen Raute markiert). Dies ist ein starkes Argument fiir das Auftreten der Genduplikatur
bereits zu einem frithen Zeitpunkt in dem gemeinsamen Vorldufer. Bei 14 dieser Positionen handelt
es sich zudem um einen "&hnlichen" Austausch im engeren Sinne, was ein wichtiger Hinweis auf
eine aktive Rolle der untersuchten Gene im Zellstoffwechsel beziehungweise im Rahmen der
Transkription darstellt (interessanter Weise sind auch viele der zwischen Pho_TFB-2 und Pfu_TFB-
2 ausgetauschten Positionen "dhnlich").

Folgende Grafik verdeutlicht die erwdhnten Ladungsunterschiede zwischen den TFB-Kopien:

TFB aus P.furiosus:

1 100 200 300
A 1 I 1 A
cll T | I | | | 200
D+E/H+K+R:
+
100 T T O 1
Ladungsverteilung ( 300aa / n = 15-15)
04 14 -31 -20 A0 00 gy 04 01 ER] 07 —
| o 0a 39 +39 429 +19 19 +09 +03 +19
TFB-2 aus P.furiosus:
1 100 2CI)O
C 1L I | | | |283
D+E/H+K+R:

.
-1 ”|I ||||I||”|’|| .!”| |ﬁ |MI|I| |H|( 283

Ladungsverteilung ( 283aa / n = 14-15)
A A D 01 -
+5 +15 +09 +03 458 +29 H7 27 +28 408 +03 #3448

Abb.4-38: Vergleichende Darstellung der Struktur und Ladungsverteilung in TFB und TFB-2

1.Zeile: Kombinierte Darstellung von bekannten Funktionsabschnitten und Positionen von Cystein / Histidin-Resten zur
Lokalisierung des Zinkfinger-Motivs (hier vom C4-Typ: CXXCXj5.17CXXC, wobei "X" fir eine beliebige Aminosaure
steht). Die beiden grau schattierten Pfeile deuten die beiden C-terminalen "direct repeats" an. Die fir TFB bekannten
Bereichsgrenzen wurden auf TFB-2 Ubertragen. 2.Zeile: Blau — basische Aminosauren, rot — saure Aminosauren.
3.Zeile: Darstellung der Ladungsverteilung, wobei n fur die Anzahl Aminosauren steht, die fir die jeweilige Berechnung
herangezogen wurden.

Obwohl die Unterschiede im Ladungsmuster auf den ersten Blick nicht sehr ausgeprigt zu sein
scheinen, wird die bei TFB-2 gegeniiber TFB stark erhdhte positive Ladung hauptsédchlich durch die
veranderte N-Terminale Doméne verursacht, wenn man die Ladung der N-terminalen und der C-
terminalen Hélfte der Proteine errechnet: TFB [+3 / +10] gegeniiber TFB-2 [+12 / +11].

Zusammenfassend 146t sich sagen, dass die beiden TFB-2-Gene (bzw. die resultierenden Proteine)
der beiden Pyrococcus-Arten in Ladung und Sequenz recht &hnlich sind, und dass sie
wahrscheinlich aktiv sind. Im Gegensatz zu Pho TFB-2, wo die N-terminale Doméne weitgehend
deletiert ist, besitzt Pfu TFB-2 jedoch fast die gleiche Grof3e wie das Standard-TFB. Zwar tauscht
der blofle Vergleich der Linge der Aminosduresequenz etwas, weil Pfu TFB-2 innerhalb der N-
terminalen Domine zwei groBere Deletionen aufweist, die teilweise durch eine zusitzliche, 10
Aminoséduren lange und nicht zu den iibrigen TFB-Genen homologe Region kompensiert wird. Wie
aus der Grafik zu entnehmen ist, bleibt das Zinkfinger-Motiv jedoch unversehrt, so dass hier die
gegeniiber TFB wesentlich verdnderte N-terminale Doméne weiterhin fiir potentielle Protein-DNA-
oder Protein-Protein-Wechselwirkungen zur Verfiigung steht. Da aber selbst TFBc (also ein TFB,
das nur aus den beiden C-terminalen Repeats besteht) in der Lage ist, an die DNA in der Néhe der
TATA-Box zu binden (Qureshi & Jackson, 1998), scheint es fast zwingend, dass dieses Protein eine
Funktion im Rahmen der Transkription hat, wie zum Beispiel die Beteiligung an der Transkription
einer speziellen Teilmenge von Genen (Soppa, 1999) oder eine allgemein "modulierende" Wirkung
auf Transkription durch ein Konkurrieren um gemeinsame Bindestellen mit dem Standard-TFB.

Dass TFB-2 keine so prominente (sondern eher "ergéinzende") Rolle wie TFB zukommt, deutet sich
in dem Fehlen des Genes in P.abyssi an. Da schon der gemeinsame Vorldufer von P.furiosus und
P.horikoshii das zweite Gen besessen hat, und P.abyssi einen (spdteren) gemeinsamen Vorldufer
mit P.horikoshii besessen hat (sieche Stammbaum [4-18,a)]), mu} das Gen im Verlauf der Evolution
zu einem relativ spiten Zeitpunkt inaktiviert oder deletiert worden sein (in diesem Fall lieBen sich
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auch mit einer "lokalen BLAST-Suche" (siehe [8.3]) keine eindeutigen Spuren der zweiten TFB-
Kopie identifizieren).

TFB-2 (PF0687) aus P.furiosus wurde zwar im Rahmen dieser Arbeit kloniert und einer
Testexpression unterzogen. Da das resultierende Protein mit ca. 26 kDa jedoch zu stark von dem
theoretischen Molekulargewicht von 33 kDa abwich, wurden praktische Versuche mit diesem
Protein zugusten anderer Experimente zuriickgestellt.

Auf TFB mit seinen drei Doménen wird noch einmal unter 4.11.1.2 ("Far Western Blotting") ndher
eingegangen.
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4.9 Klonierung der Untereinheiten der DNA-abhdngigen RNA-Polymerase

Zu Beginn dieser Arbeit lag das Genom von Pyrococcus furiosus noch in einer recht
fehlerbehafteten, unannotierten Rohfassung vor, was jedoch trotzdem einen grof8en Fortschritt fiir
die Erforschung von P. furiosus darstellte. Dass das Genom der Schwesterart P.horikoshii zu
diesem Zeitpunkt schon recht gut aufbereitet war und viele Informationen iiber eine (inzwischen
stark abgednderte) Webseite im Internet bereitgestellt wurden (http://www.bio.nite.go.jp/ngac/e-
home/ot3-e.html), erleichterte die Identifizierung einer Reihe von RNAP-Untereinheiten im
Genom, die anschliefend gezielt in geeignete Expressionsvektoren kloniert werden konnten.

Auch aus der Literatur waren schon Daten iiber die archaeelle RNAP-Gene vorhanden, z.B. fiir
Sulfolobus acidocaldarius (Lanzendorfer ef al., 1994).

Als Expressionssystem wurde die schon in der Arbeitgruppe etablierte Kombination von so
genannten pET-Vektoren (Novagen, Inc.) in Verbindung mit E.coli-BL21(DE3)-
Expressionsstimmen gewéhlt (siche [3.1]). Die Transformation des Ligationsansatzes (bzw. den
erfolgreich ligierten Vektoren inklusive der inserierten RNAP-Gene) erfolgte in der Regel in E.coli
JM109, einem Sicherheitsstamm, aus dem die Plasmide in hoher Kopienzahl fiir Sequenzierung und
anschlieBende Transformation in BL21(DE3) préapariert wurden.

Zum Einsatz kamen neben pET-14b und pET-15b auch das Plasmid pET-17b
(http://www.merckbiosciences.de/g.asp?f=NVG/pETtable.html). ©Widhrend die beiden erst
genannten Vektoren ein rekombinantes Protein mit zusdtzlichem Fusionsanteil liefern, enthélt das
bei pET-17b resultierende, iiberexprimierte Protein nur die eigentliche Gensequenz. Letzteres ist
von Vorteil, wenn das Protein relativ leicht gereinigt werden kann, bzw. ein individuelles
Reinigungsschema erarbeitet werden soll. Da das rekombinante Protein von der
Aminosduresequenz her (und somit auch mehr oder weniger in der 3D-Struktur) identisch mit dem
entsprechenden Protein aus dem Original-Organismus (also in diesem Fall P.furiosus) ist, entfallen
mogliche Interferenzen mit dem zusétzlichen Fusionsanteil.

Zu einem spiteren Zeitpunkt im Verlauf des RNA-Polymerase-Projektes wurde zusdtzlich das
Plasmid pET-33b(+) verwendet, das &hnlich wie pET-14b und pET-15b eine N-terminale
Zusatzsequenz mit "Hisq —Tag" fiir die Reinigung nach einem vereinfachten Reinigungsschema per
Nickel-Sdule auf der Basis von Affinitdtschromatographie bietet. Allerdings ist der Fusionsanteil
bei pET-33b(+) nicht 20, sondern 25 Aminoséuren lang, da hier eine 5 Aminosduren lange
Erkennungssequenz fiir radioaktive Markierung mit Proteinkinase A enthalten ist.

Die PCR wurden vor allem bei den Genen fiir die groBBeren Untereinheiten mit DNA-Polymerasen
durchgefiihrt, die iiber eine (im Vergleich zur Standard-7ag-DNA-Polymerase) erhohte
Korrekturlesefunktion aufweisen, wie z.B. Pfu-DNA-Polymerase. Restriktionshydrolyse, Ligation,
Transformation erfolgte mit den iiblichen molekularbiologischen Methoden entsprechend den
Angaben des Herstellers.

4.10 Expression und Reinigung der RNA-Pol-Untereinheiten

Die Uberexpression der gewiinschten rekombinanten Proteine in E.coli BL21(DE3) erfolgte iiber
Induktion mit dem Substrat-Analogon IPTG. Dieses veridndert die Konformation eines Repressors,
der daraufhin die Ablesung des Genes fiir die ins E.coli-Genom eingeschleuste T7-RNA-
Polymerase aktiviert, welche anschlieBend die in die pET-Vektoren eingefiigten Gene so stark
transkribiert, dass der Zellstoffwechsel fast vollstindig auf die Produktion des Fremdproteins
umgestellt wird. Folgende Abbildung zeigt eine Auswahl der exprimierten und gereinigten Proteine:
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Abb.4-39: Gegeniiberstellung rekombinanter RNAP-Untereinheiten und der nativen RNAP
Denaturierendes Gradientengel (8 — 15% PA, 0,1% SDS), Coomassie-Farbung.

1: Standard, 2 — 3: Untereinheiten B und A' (aus einer nativen RNAP-Praparation; Banden aus einem 6%'igen SDS-Gel
ausgeschnitten und eluiert; A' liegt jedoch auch rekombinant vor); 4: - 12: rekombinante Untereinheiten A", D, E', F, L,
H, N, K, P. N und P wurden TCA-gefallt, um eine bessere Darstellung zu erreichen. 13: nativ aus P.furiosus gereinigte
RNAP. Die Untereinheiten wurden nach ihrem theoretischen Molekulargewicht in absteigender Reihenfolge sortiert.

Untereinheit P (Spur 12) wurde mir freundlicher Weise zur Verfiigung gestellt (von Kampen,
2003). Wie bei den anderen rekombinanten RNAP-Untereinheiten (UE) handelt es sich um die
Version inklusive Fusionsanteil, welcher ein im Vergleich zum nativen Protein (Banden in Spur 13)
erhohtes Molekulargewicht und folglich ein langsameres Wandern im elektrischen Feld bei der
Elektrophorese bewirkt. Wihrend besonders bei den groBeren UE ein Zuordnung von
rekombiantem und nativen Protein gut moglich ist, féllt dies bei den kleineren UE schwerer, was
vermutlich am relativ starken EinfluB der 25 Aminoséuren langen Zusatzsequenz liegt: Wéhrend
deren Anteil beispielsweise bei der D-Untereinheit mit normalerweise 261 Aminosduren 8,7%
betrigt, liegt sie bei der kleinsten Untereinheit P mit 49 Aminosduren schon bei ca. 33% des
resultierenden Fusionsprotein. Aus diesem Grund ist die optionale (teilweise) Abtrennung des Hise-
Tags per Thrombin-Schnittstelle vorgesehen. Untereinheit P zeigt dariiber hinaus ein zusitzlich
atypisch langsames Laufverhalten in der Elektrophorese, was durch ihre positive Ladung (ca.+9)
bedingt ist, welche die negative Ladung des SDS teilweise kompensiert.

Aber auch wenn man die genannten Molekulargewichtsdifferenzen einkalkuliert, bleiben fiir die
Zuordnung von 5 kleinen Untereinheiten (bzw. 6 mit F) nur 4 gut erkennbare Banden in der native
gereinigten RNAP-Praparation (Spur 13) ibrig. Fiir P konnte durch direkten Vergleich des
Laufverhaltens einer rekombinanten Version ohne Fusionsanteil (pET-17b, s.oben) eine Zuordnung
zur zweituntersten Bande vorgenommen werden, die vermutlich auch die Untereinheit N enthélt.
Dass die obere Bande im Bereich von 12,5 kDa allerdings auch Untereinheit F enthdlt, war ein
(kiirzlich aus Western Blotting-Experimenten resultierender) {iberraschender Befund (siche [Abb.4-
57]). Zuvor mufite davon ausgegangen werden, dass F moglicherweise wahrend eines der Schritte
bei der Reinigung der nativen RNA-Polymerase aus P.furiosus verloren geht, und folglich in der
Darstellung fehlt.

Eine deutliche Zunahme der bei der Expression resultierenden Menge an rekombinantem Protein
konnte durch den Wechsel des Expressionsstammes von einem Standard-BL21(DE3)-Stamm hin zu
einer Variante mit zusétzlichen tRNA-Genen fiir in E.coli normalerweise seltene Codons erreicht
werden:

BL21-CodonPlus ™-RIL (Stratagene, Inc.; http://www.stratagene.com/voll12 2/p49-51.htm)
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Die folgende Tabelle zeigt die Haufigkeit in E.coli seltener Codons in Genen, die im Rahmen dieser
Arbeit oder in der Arbeitgruppe von Prof.Dr.M Thomm kloniert wurden, bzw. allgemeine
Bedeutung fiir die Transkription in P.furiosus besitzen:

AGG Arg) | AGA (Arg) | CGA (Arg) | CTA (Leu) ATA (lle) CCC (Pro) | % gesamt
rpoB (PF1564) 21 (18,8) 69 (61,8) 0(0) 17 (15,2) 34 (30,4) 10 (9,0) 13,5
rpoA1 (PF1563) 15 (16,5) 56 (61,7) 0(0) 11.(12,1) 28 (30,9) 8 (8,8) 13,0
rpoA2 (PF1562) 9(22,7) 13 (32,7) 0(0) 5(12,6) 11 (27,7) 2 (5,0) 10,1
rpoD (PF1647) 4 (15,3) 5(19,2) 0(0) 4 (15,3) 7 (26,8) 2(7,7) 8,4
rpoE1 (PF0256) 5 (26,5) 4(21,2) 0(0) 4(21,2) 11 (58,2) 3(15,9) 14,3
rpoE2 (PF0255) 1(16,4) 3(49,2) 0(0) 1(16,4) 3 (49,2) 0 (0) 13,1
rpoF (PF1036) 2(16,7) 5(41,7) 0(0) 3 (25) 6 (50) 0(0) 13,3
rpoH (PF1565) 2(24,4) 1(12,2) 0(0) 1(12,2) 1(12,2) 0(0) 6,1
rpoK (PF1642) 2(35,1) 2 (35,1) 0(0) 0(0) 4(70,2) 1(17,5) 15,8
rpoL (PF0050) 2(21,1) 3 (31,6) 0(0) 2(21,1) 5 (52,6) 1(10,5) 13,7
rpoN (PF1643) 3(42,9) 4 (57,2) 0(0) 2 (28,6) 1(14,3) 2 (28,6) 17,1
rpoP (PF2009) 3(61,2) 3(61,2) 0(0) 2 (40,8) 1(20/4) 1(20/4) 20,4
TBP (PF1295) 4(20,9) 3 (15,7) 0(0) 2(10,5) 4(20,9) 0(0) 6,8
TFB (PF1377) 10 (33,3) 22 (73,3) 0(0) 4(13,3) 5(16,7) 2(6,7) 14,3
TFB-2 (PF0687) 6 (21,2) 23 (81,3) 1(3,5) 3(10,6) 5(17,7) 2(71) 14,1
LrpA (PF1601) 1(7,1) 3(21,3) 0(0) 2 (14,2) 7 (49,6) 2(14,2) 10,6
TFE (PF0491) 0(0) 14 (71,8) 1(51) 2(10,3) 4 (20,5) 0(0) 10,1
Phr (PF1790) 7 (34,7) 16 (79,2) 0(0) 10 (49,5) 12 (59,4) 3(14,9) 23,8
TFS (PF0986) 5 (45,5) 4 (36,4) 0(0) 0(0) 3(27,2) 2(18,2) 12,7
NusA (PF1560) 2(13,8) 7 (48,3) 0(0) 2(13,8) 9 (62,1) 0(0) 13,8
NusG (PF1990) 2 (13,2) 5(32,9) 0(0) 2 (13,2) 5(32,9) 3(19,7) 11,2
Tip49 (PF1847) 9 (20,4) 20 (45,4) 1(2,3) 7 (15,9) 23 (52,2) 2(4,5) 141

Abb.4-40: In E.coli seltene Codons in fiir die Transkription relevanten Proteingenen in P.furiosus
Fettgedruckte Zahlen: Frequenz des Codons im jeweiligen Gen. Zahl in Klammern: Codon-Frequenz umgerechnet auf
1000bp (nach der Empfehlung von Stratagene kann es ab ca. 15 seltenen Codons / 1000 Codons zu Problemen bei der
Expression kommen).

Die folgende Darstellung verallgemeinert die Analyse der verwendeten Codons, indem alle in der
aktuellen Genomdatei fiir P.furiosus (siche [8.5]) Proteingene untersucht werden:

Ubersicht iiber die in 2065 Proteingenen aus P.furiosus verwendeten Codons (Codon Usage):
Anzahl analysierter Gene: 2065; Codons insgesamt: 583472

A (Ala): GCA: 14424 GCC: 7999 GCG: 3441 GCT: 12350

R (Arg): CGA: 719 CGC: 652 CGG: 432 CGT: 670 AGA: 16266 AGG: 12311

N (Asn): AAC: 9851 AAT: 10376

D (Asp): GAC: 9320 GAT: 16096

C(Cys): |TGC:1309  TGT: 2164

Q(GIn): |CAA:5565 CAG: 4627

E (Glu): GAA: 28202 GAG: 23513

G (Gly): GGA: 21607 GGC: 4477 GGG: 8196 GGT: 7242

H (His): CAC: 4701 CAT: 4090

1 (lle): ATA: 23707 ATC: 7932 ATT: 19018

L (Leu): CTA: 10362 CTC: 9918 CTG: 4809 CTT:14126 TTA: 11396  TTG: 8147

K (Lys): AAA: 22179  AAG: 24833

M (Met): | ATG: 12758

F (Phe): TTC: 10653  TTT: 15104

P (Pro): CCA: 11594 CCC: 5362 CCG: 1768 CCT: 6215

S (Ser): TCA: 5974 TCC: 3650 TCG: 1465 TCT: 5291 AGC: 6322  AGT: 5975

T (Thr): ACA: 9284 ACC: 4430 ACG: 3339 ACT: 8682

W (Trp): TGG: 7207

Y (Tyr): |TAC: 10721 _ TAT: 12496

V (Val): GTA: 11174 GTC: 6198 GTG: 8065 GTT: 20608

Stop: TAA: 692 TAG: 423 TGA: 990

Abb.4-41: Frequenz der verschiedenen Codons (Codon Usage) in P.furiosus

Pro Aminosaure wurde das haufigste Codon fett gedruckt. Die "seltenen Codons" in E.coli, fur die BL21-CodonPlus ™-
RIL zum Zweck besserer Expression zusatzliche tRNAs enthalt, wurden grau hinterlegt.

(Die Daten wurden mit "GenbankAnalyse" berechnet).
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Gut erkennbar ist, dass das Codon "AGA" fiir Arginin und "ATA" fiir Isoleucin in allen
Proteingenen von P.furiosus am hdufigsten vorkommt, und deshalb zusitzliche tRNAs sicherlich
generell eine Verbesserung der Expression von Pyrococcus-Proteinen in E.coli bewirken.

Unter [Abb.4-33] finden sich die Schilderungen von Erfahrungen bei der Expression von
rekombinanten RNAP-Untereinheiten bei Pyrococcus furiosus unter den Aspekten "Loslichkeit"
und "Hitzestabilitat".
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4.11 Untersuchung von Protein-Protein-Wechselwirkungen

Die wichtigste in dieser Arbeit zur Detektion von Protein-Protein-Wechselwirkungen eingesetzte
Methode ist das "Far Western Blotting". Dariiber hinaus wurden Bindungsstudien mit Hilfe von
Polyacrylamid-Gel-Elektrophorese unter nativen Bedingungen, sowie mit Molekularsieb-
chromatographie durchgefiihrt.

4.11.1 Bindungsstudien: Far Western Blotting-Experimente

Das Far Western Blotting kann grundsitzlich in zwei unterschiedlichen Formen durchgefiihrt
werden, die sich in der Art unterscheiden, wie die zu untersuchenden Proteine auf die
Nitrocellulose-Membran gelangen: Erstens durch Auftropfen der Proteine auf die Membran, und
zweitens durch Transfer der nach GroBle aufgetrennten Proteine aus einem denaturierenden PA-
(Gradienten-)Gel auf eine Nitrocellulose- oder PVDF-Membran (Elektroblot). Das Dot Blotting hat
vom Prinzip her den Vorteil, dass die aufgebrachten Protein-Mengen recht genau eingestellt werden
konnen. Ein Nachteil ist, dass hier die zusétzliche Information {iber die Proteingréfe fehlt.
AuBerdem bleiben eventuell vorhandene Kontaminationen der Protein-Priparation unentdeckt. Ein
Nachteil beim Elektroblot der Proteine aus einem Gel auf die Membran ist, dass der Transfer je
nach GroBle, Form, Ladung und Isoelektrischem Punkt des Proteins, sowie der Prozentigkeit des
PA-Geles unterschiedlich gut erfolgt. Erschwerend kann sich auch eine allgemein schlechte
Loslichkeit der Proteine auswirken.

Uberdurchschnittlich gute Loslichkeit kann sich aber auch stérend bei der Inkubation der
Membranen in Blockierlosung bemerkbar machen, weil, falls ein oder mehrere Proteine die
Tendenz zum vorzeitigen Ablosen besitzen, keine exakten Angaben iiber die Proteinmengen
moglich sind. Dieser prinzipielle Nachteil gilt aber auch fiir andere Techniken wie z.B. den
,Kklassischen Western Blot mit Antikorpern: Auch hier kann es zu unrealistisch schwachen
Signalen kommen, falls sich das Protein samt gebundenem Antikorper wihrend der Blockier- und
Waschschritte noch vor der eigentlichen Detektion von der Membran ablost. Als Kontrolle diente
bei den hier gezeigten Protein-Protein-Bindungsstudien eine Ponceau S-Fiarbung, mit der jeweils
ganz am Ende gezeigt wurde, dass sich wirklich Protein auf der Membran befunden hat (ein
negatives Ergebnis wire sonst wenig aussagekraftig).

Abgesehen von der unterschiedlichen Préparation der Membran mit den Zielproteinen ist der
Versuchsablauf fiir beide Methoden identisch: Eines der Proteine wird iiber die PKA-
Markierungsregion im Fusionsanteil (siehe [3.6.1]) spezifisch radioaktiv markiert, und dient im
folgenden als ,,Sonde“, die dhnlich einem Antikérper in freier Losung zugegeben wird. Die
Zielproteine sind an eine Membran gekoppelt (meist Nitrocellulose), und werden in
Blockierungslosung teilrenaturiert. An die, in die Fliissigphase hineinragenden Proteinanteile und
die mutmaBlichen Bindedoménen kann die Sonde durch spezifische Interaktion binden. Falls die
Wechselwirkung stark genug ist, bleiben die Proteine auch wihrend der folgenden Waschschritte
komplexiert, was (nach dem Trocknen der Membran) mit Hilfe einer Autoradiographie
nachgewiesen werden kann.

411.1.1 Far Western Dot Blotting

Wie oben erwiéhnt, zeigte sich bald das Problem, dass die Untereinheiten der RNA-Polymerase bei
Pyrococcus recht unterschiedlich gut loslich sind. Nachdem der Auftrag rechnerisch dhnlicher
Proteinmengen in der Ponceau S-Farbung drastische Unterschiede gezeigt hatte, wurde bei spiteren
Experimenten eine Angleichung der Proteinmengen entsprechend der resultierenden Farbung
vorgenommen (grundsitzlich mull einkalkuliert werden, dass die gebrauchlichen Farbstoffe
Proteine teilweise etwas unterschiedlich gut anfarben; die Unterschiede in der Anfarbbarkeit
wurden in diesem Fall als vernachlédssigbar gering eingeschitzt). Hierzu wurde in Abhéngigkeit von
der Proteinkonzentration der jeweiligen Protein-Préparation bis zu viermal auf einen Punkt
aufgetropft. Auch wenn sich in der Praxis gezeigt hat, dass mit der Far Western-Technik selbst bei
recht stark abweichenden Proteinmengen vergleichende Ausssagen tliber die Affinitdt eines Proteins
zu einem anderen Protein gemacht werden kdnnen, muf3 aus den oben genannten Griinden von einer
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semi-quantitativen Methode gespochen werden. Fiir eine vollstindig quantitative Aussage liber das
Bindungsverhalten zweier Proteine miite das Ziel-Protein z.B. durch kovalente Bindung an eine
feste Matrix gekoppelt werden.

Um die relevanten Signale von Artefakten unterscheiden zu konnen, wurde jedes Zielprotein in
Form zwei senkrecht {ibereinander angeordneten Spots (Punkte) aufgetropft.

Aus Platzgriinden konnen in diesem Abschnitt nicht alle Autoradiographien von Far Western Blots
gezeigt werden — vor allem die Dot Blots wurden vielfach wiederholt und abgewandelt
(verschiedene Proteinmengen wurden eingesetzt und z.B. die Trocknungsdauer und —temperatur der
Membran variiert). Es handelt sich um eine Auswahl von Ergebnissen. Um Wiederholungen zu
vermeiden, werden die Ergebnisse der beiden Varianten ,,Far Western Dot Blotting” und ,,Far
Western Blotting* nur knapp kommentiert. Im Anschlufl werden dann in einer Zusammenfassung
alle Ergebnisse fiir jede Untereinheit beziehungsweise TFB und TBP diskutiert.

RNAP-Untereinheiten, die als Sonde verwendet wurden: D, E’, F, H, K, L, N, K, P

Bei den hier gezeigten Autoradiogrammen von Far Western Dot-Blots wurde wie beschrieben
(siche [3.6.4]) die Nitrocellulose-Membran direkt mit den verschiedenen Proteinlosungen betropft
und anschlieBend getrocknet. Fiir eine leichtere Identifizierung und Zuordnung auf dem spéter
aufgelegten Film bei der Autoradiographie wurden mit Hilfe einer Schablone alternierend jeweils 2
Spots pipettiert. Die gleiche Schablone wurde nach dem Einscannen der Autoradiographien zur
besseren Orientierung halbtransparent iiber die Fotos gelegt.

Die groBen Untereinheiten B, A’ und A’’ wurden nur als Zielprotein, nicht jedoch als Sonde
verwendet. Wihrend Untereinheit B in dieser Arbeit nicht kloniert wurde, sondern aus einem SDS-
Gel mit nativ gereinigter RNA-Polymerase ausgeschnitten und eluiert wurde (Zerkleinern der PA-
Gel-Stiickchen und Schiitteln in 0,1% SDS iiber Nacht; anschlielend Entfernen des SDS durch
einen Fillungsschritt, und Renaturierung in einem geeigneten Puffer), erfolgte die Klonierung von
rpoAl und rpoA2 zunichst in das Plasmid pET-14b (und nicht pET-33b), so dass hier im
resultierenden rekombinanten Protein keine Erkennungssequenz fiir die radioaktive Markierung mit
PKA vorhanden ist.
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Abb.4-42: Ausgewaihlte Ergebnissen aus Far Western Dot-Blot-Experimenten

Zuordnung der Signale mittels der Uber den Spots angebrachten Bezeichnungen: B — P: RNAP-Untereinheiten aus
P.furiosus. Pol: Nativ gereinigte (komplette) RNAP, TFB: archaeeller Transkriptonsfaktor B (homolog zu TFIIB bei
Eukarya), TBP: archaeelles TATA-Box-Bindeprotein, TFE und TFS: zwei weitere Transkriptionsfaktoren.
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Die wiederholte Durchfiihrung der Dot Blot-Experimente zeigte, dass der gleichmiBig gute
Zustand der verschiedenen Protein-Priparationen (in diesem Fall z.B. 16) fiir ein aussagekriftiges
Ergebnis entscheidend ist, und die Anzahl von Auftau — und Gefrierzyklen moglichst gering
gehalten werden sollten. Auch wenn es dem entsprechend leichte Variationen der gemessenen
Bindungsstirken gab, waren die wesentlichen Ergebnisse sehr gut reproduzierbar.

Eine der stdrksten und spezifischsten gemessenen Bindungen war die zwischen Untereinheit E” und
F, was sich sowohl mit E’ und membrangebundenem F, also auch umgekehrt zeigte. Vor allem F
scheint beinahe ausschlieBlich an E’ zu binden, wogegen die meisten iibrigen markierten Proteine
jeweils an mehrere Zielproteine banden. Teilweise mulite entschieden werden, welche Signalstéirke
noch als spezifisch, und welche als ,,Hintergrund“ einzustufen war. Wird H als Sonde verwendet,
findet sich eine dhnlich eindeutige (und starke) Bindung an die Untereinheit A’’ wie F an E’, d.h. es
sind sonst fast keine Signale erkennbar. Umgekehrt sind die Interaktionen der anderen markierten
Proteine mit Untereinheit H als Zielprotein ausgesprochen gering (und A’’ ist schlieBlich momentan
noch nicht als Sonde verfiigbar). Die letztgenannten Beobachtungen miissen jedoch mit Vorsicht
gehandhabt werden: Gerade rpoH ist ein ,,Problem-Protein®, das sich durch seine gute Loslichkeit
wihrend der Inkubations- und Waschschritte leicht von der Membran abldst. Dieses (an der
obligatorischen Ponceau S-Farbung erkennbare) unterschiedliche Verhalten von Proteinen ist in die
Auswertung mit einzubeziehen.

? B (rpoB)

Abb.4-43: Ponceau S-Farbung einer Dot Blot-Membran: Optimierung der Proteinmengen

Gefarbte Nitrocellulose-Membran mit aufgetropften Proteinen. Wegen der unterschiedlichen Protein-Eigenschaften
wurde in einigen Fallen durch mehrfaches Auftropfen die Proteinmenge erhdht, um die unterschiedliche Neigung der
Proteine zum Abdiffundieren von der Membran wahrend der Inkubationsschritte auszugleichen (es wurde jeweils
gewartet, bis der vorhergehende Tropfen getrocket war). Von links nach rechts Auftrag folgender Proteine: RNAP-
Untereinheiten B, A', A", D, E', F, L, H, N, K, P, RNAP, TFB, TBP, TFE. Neben rpoH zeigte auch rpoB eine verstarkte
Neigung zum Ablésen von der Membran, was bei letzterem aber vermutlich auch an dem Auftrag in denaturierter Form
nach der Elution aus einem 6%igen SDS-Gel resultierte. Durch kurzzeitig erhdhte Temperatur bei der Trocknung (42°C
bzw. 50°C) konnten in beiden Fallen bessere Ergebnisse erzielt werden. Proteine, bei denen die Auftragsmenge erhéht
wurde, waren besonders A', A", F, H, TFE und in geringerem Mal3e B, P und RNAP. Bei den (ibrigen Proteinen war die
Neigung zum Ablésen von der Membran gering. Insgesamt wurden Proteinmengen im Bereich von 0,5 — 3ug
augetragen.

Andererseits hat sich unter anderem bei Untereinheit B gezeigt (die aus einem SDS-Gel eluierten
Protein-Mengen beziehungsweise die bis zur finalen Ponceau S-Firbung auf der Membran
verbliebenen Protein-Mengen waren in einigen Féllen recht gering), dass, falls zwei Proteine
tatsdchlich eine hohe Affinitit zueinander besitzen, trotzdem ein starkes Signal resultiert, selbst
wenn sich nur noch Spuren des Proteins auf der Membran befinden. Hier zeigt sich das Far Western
Blotting dhnlich sensitiv wie ein "klassischer" Western Blot.

An dritter Stelle sind die Interaktionen des DLNP-Komplexes (gemeint ist D-L-N-P — die
diskutierten Proteinkomplexe werden im folgenden meist ohne Bindestrich geschrieben) zu nennen,
wobei auch die grofle Untereinheit B mit ins Spiel kommt, an die diese Gruppe kleinerer Proteine
hauptsichlich assoziiert ist.

Untereinheit K und TBP lieferten grundsitzlich schwache Signale, was bei TBP vielleicht dadurch
bewirkt wird, dass dieses Protein im nativen Zustand stabile Dimere bildet, bei denen einige
Bereiche des Proteins von mdglichen weiteren Interaktionen ausgeschlossen bleiben. Fiir K hatten
die geringen Signalstdrken zur Folge, dass aufgrund der Versuchsergebnisse bis zum Abschlufl
dieser Arbeit nicht mit Sicherheit gesagt werden konnte, an welche anderen RNA-Pol-Untereinheit
rpoK bindet (von der 3D-Struktur kommen A", A', E' und eventuell sogar B in Frage; siche
Zusammenfassung der Ergebnisse der Far Western Blot-Experimente [Abb.4-47]). Allerdings
konnte bei einer TFB-Variante mit leichten N- und C-Terminalen Deletionen eine etwas stirkere
Interaktion mit K beobachtet werden (siche [4.11.1.2], weiter unten).
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Mit TFB als Sonde wurden in einigen Féllen dhnlich geringe Bindungen detektiert, was in diesem
Fall allerdings vor allem an der (trotz Blockierungslosung erfolgenden) groBflachigen,
unspezifischen Anlagerung von TFB an die Nitrocellulose-Membran lag. Moglicherweise hétte man
hier mit PVDF-Membran bessere Ergebnisse erzielt. Allerdings lieferten TFB vor allem bei aus
einem PA-Gel transferierten Zielproteinen trotzdem geniigend deutliche Signale.

Das in dieser Versuchsreihe mit auf die Membranen aufgetragene TFE (Voss, 2003) und TFS (aus
M. jannaschii) ergab in keinem Fall ein deutliches, verwertbares Signal.

Da die Interaktion der RNA-Polymerase mit den Transkriptionsfaktoren einer der wichtigsten
Schritte bei der Bildung eines Initiationskomplexes (im Rahmen der Initiation der Transkription)
darstellt, wurden weitere Untersuchungen beziiglich potentieller Wechselwirkungen von TBP und
TFB mit einzelnen RNAP-Untereinheiten unternommen:

a) TBP-Verdunnungsreihe b) TFB-Verdlnnungsreihe
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Abb.4-44: Far Western Dot Blotting-Experimente: TBP- und TFB-Verdiinnungsreihe

Es wurden jeweils 10 Verdinnungreihen fiir TBP und TFB auf separate Nitrocellulose-Membranen aufgetropft, so dass
diese mit allen bisher verfligbaren, radioaktiv markierbaren Proteine inkubiert werden konnten. Die Fotos der
resultierenden Autoradiographien wurden entsprechend der beobachteten Signalstarken absteigend sortiert. a) TBP-
VerdlUnnungsreihe: 1:1 (1,2ug) bis 1:38,4 (31ng), b) TFB-Verdiinnungsreihe: 1:1 (2ug) bis 1:38,4 (52ng). Jeweils links
neben den Autoradiographien Angabe des als Sonde verwendeten Proteins (D, E', F, H, K, L, N, P: Untereinheiten der
RNAP, sowie TBP und TFB). Menge eingesetzten Sondenproteins: TFB und rpoD: 1,2ug; TBP, rpoE1: 1ug, rpoF: 0,6ug;
rpoL, rpoH, rpoN, rpoK: ca. 0,5ug; rpoP: 0,2ug.

Die Entscheidung, fiir diesen technisch umfangreichen Versuch (mit insgesamt 20 separaten,
parallel durchgefiihrten Far Western Dot-Blotting-Experimenten) TBP und TFB an die
Nitrocellulose-Membran gekoppelt (und nicht als Sonde) zu verwenden, war die zu erwartende
hohere Reproduzierbarkeit der Ergebnisse (beide Proteine binden recht gut an die Membran, so dass
die Verdiinnungsreihen wirklich die angegebenen Proteinmengen enthalten; bei TBP entfallt
vermutlich teilweise das oben geschilderte Problem der Dimerisierung; bei TFB wird das Problem
einer unspezifischen Bindung an die Nitrocellulose-Membran umgangen und die
Wahrscheinlichkeit von (fiir Bindungsstudien ungiinstigen) intramolekularen Wechselwirkungen
verringert (siche Erlduterungen zu [Abb.4-46] im Text).
Die Sortierung der jeweiligen Ergebnisse nach Signalstirken ergab folgende, nach abnehmenden
Protein-Protein-Wechselwirkungen sortierte Reihen:

TBP: P, N, TFB, E', K, D, H, TBP, F, L

TFB: TFB, P, N, D, E', K, TBP, H, F, L
Obwohl die entsprechend [Abb.3-01, b)] durchgefiihrte Kontrolle der 10 verschiedenen
Markierungsreaktionen ergeben hatte, dass rpoL etwas schwicher als die meisten {ibrigen Proteine
markiert war, ergibt sich hier eindeutig eine minimale Affinitit sowohl zu TBP als auch zu TFB.
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Das Ergebnis palit gut zu den ibrigen Versuchen mit L als Sonde (siche [Abb.4-42]). Somit
scheidet rpoL (zumindest auf Basis der hier unternommenen Bindungsstudien) als Kandidat fiir
Wechselwirkungen mit TFB und TBP im Rahmen des weiter unten diskutieren "erweiterten
Interface der archaeellen RNAP" aus. rpoP (als weiterer Bestandteil des DLNP-Komplexes) nimmt
bei den Protein-Protein-Wechselwirkungen sowohl bei TBP als auch TFB eine herausragende
Position ein (die starke Bindung von TFB an sich selbst dagegen konnte die gleiche Ursache haben,
wie die — zumindest fiir TFIIB bei Eukarya nachgewiesene (siche oben und [Abb.4-46]) Neigung
zu intramolekularen Wechselwirkungen des N-Terminus mit dem C-Terminus, und ist deshalb in
diesem Zusammenhang nicht so interessant).

AnschlieBend folgt rpoN, welches auch zum DLNP-Komplex gehort, allerdings eigentlich
(entsprechend der eukaryotischen 3D-Struktur der RNAP) nicht mehr in direkter "Reichweite" von
TFB/TBP liegt. Zusammenfassend kann man sagen, dass Kontakte von rpoK und rpoEl mit
Komponenten des Priinitiationskomplexe aus der Literatur bekannt sind, beziehungsweise vermutet
werden, was die hier detektierten Signale plausibel erscheinen lassen wiirde. rpoF zeigt nur
schwache Bindungen, obwohl (aufgrund der hohen Beweglichkeit des "Keils" aus rpoE' und rpoF)
ein Kontakt durchaus denkbar wére; siche [Abb.4-50]).

rpoD schlieBlich zeigt geniigend starke Interaktionen sowohl mit TFB als auch mit TBP, dass seine
potentielle Beteiligung am archaeellen "RNAP-Interface" zusammen mit anderen Komponenten des
DLNP-Komplexes weiter unten diskutiert werden kann.

4.11.1.2 Far Western Blotting

Die Technik des Far Western Blottings ist in bezug auf Blockier-, Markierungs- und Waschschritte
identisch mit dem Far Western Dot Blotting. Allerdings sind die Zielproteine nach Auftrennung in
einem PA-Gradientengel mit 0,1% SDS bzw. nach dem Elektroblot schon vollstindig denaturiert,
wenn sie an die Membran binden. Dies ist kein Nachteil, weil wahrend der (in der Regel iiber Nacht
durchgefiihrten) Blockierung der Membran geniigend Zeit fiir die ndtige partielle Renaturierung ist.
Einerseits erhélt man gegeniiber einem Dot Blot eine zusdtzliche Information beziiglich Grofe und
eventuell vorhandene Nebenbanden. Die nativ gereinigte, hier in ihre Untereinheiten aufgetrennte
RNA-Polymerase zeigt in den meisten Féllen markierte Banden auf der gleichen Hohe, wie die
rekombinanten Untereinheiten, und dient auf diese Weise als Kontrolle. Andererseits besteht aber
auch das Problem, dass je nach Grof3e, Form, Ladung, Loslichkeit etc. unterschiedlich viel Protein
im Gel zuriickbleibt, so dass die spiter auf der Membran nachweisbaren Proteinmengen nicht
unbedingt exakt denen entsprechen, die auf das SDS-Gel aufgetragen wurden.
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TFB als Sonde: TBP als Sonde:
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Abb.4-45: Ergebnisse aus Far Western Blotting-Experimenten mit rpoD, rpoL, TFB u. TBP als Sonde
Std.: Molekulargewichtsstandard, RNA-Pol.: nativ gereinigte RNAP, B: aus einem 6%igen SDS-Gel extrahierte
Untereinheit B der nativen RNAP, A' — P: Untereinheiten der RNAP; denaturierendes PA-Gradientengel (PA 8-15%,
0,1% SDS).

Zu Einsatz kam bei den dargestellten Experimenten jeweils ein denaturierendes PA-Gradientengel,
aus dem die aufgetrennten Proteine auf eine Nitrocellulose-Membran per Elektroblotting transferiert
wurden.

Die beiden Filme der Far Western Blots mit Untereinheit D und L als Sonde bestitigen mit
kréaftigen Signalen die Ergebnisse der entsprechenden Dot Blotting-Experimente (Interaktionen
innerhalb des DLNP-Komplexes, der hauptsdchlich iiber die viertgrofite Untereinheit D an die
groBBten Untereinheit B bindet). Wahrend D (dhnlich wie auch bei einigen anderen Proteinen) trotz
seiner guten Loslichkeit Komplexe mit weiteren rpoD-Molekiilen bildet und deshalb an der
entsprechenden Position auf dem Film eine starke Schwirzung verursacht, scheint L kaum an
andere L-Untereinheiten sondern hauptséchlich an D zu binden. Dies palit recht gut zu den Nativ-
PAGE-Ergebnissen mit Untereinheit D und L, wo markiertes D eine diffuse ,,Wolke* bildet,
wihrend markiertes L eine scharfe Bande liefert (siche [Abb.4-53] , [Abb.4-54]).

Das Signalmuster auf den Filmen der Far Western Blots mit TFB und TBP als Sonde schien
zunichst etwas iiberraschend, weil eine starke Bindung an A’ und E’ in den Dot Blot-
Experimenten nicht so klar sichtbar war. Die weitere Analyse mit Hilfe der eukaryotischen 3D-
Struktur und den im Anhang gezeigten Alignments zeigte (neben entsprechenden Literaturangaben)
aber, dass eine Bindung an E’ durchaus plausibel wére. Zu dem starken Signal bei A’ ist zu sagen,
dass ein entsprechender Kontakt in einem korrekt zusammengesetzten Initiationskomplex nach
bisherigen Vorstellungen ziemlich unwahrscheinlich ist, weil sich A" gemeinsam mit rpoH auf der
gegeniiberligenden (bezogen auf die DNA stromabwirts gelegenen) Seite der RNAP befinden, also
deutlich auBlerhalb der Reichweite der "Interface-Seite" der RNAP, was auch Ergebnisse aus
aktuelle Crosslinking-Experimente zeigen, in denen der genaue Weg der DNA durch die RNAP aus
P furiosus untersucht wurde (Bartlett ef al., 2003). Dieses Ergebnis wird also erstmal zur Kenntnis
genommen, bis weitere Daten vorliegen.
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Abb.4-46: Far Western Blot mit rpoD und rpoK als Sonde gegeniiber teilweise deletiertem TFB
Ziffern 1-7 in a) — c): 1: Komplettes TFB, 2: TFBA2-39, 3: TFBA2-117, 4: TFBA2-162, 5: TFBA2-199, 6: TFBA201-300,
7:TFBA2-39/283-300. a) Sonde rpoD; b) Sonde rpoK; c) Schematische Darstellung der unterschiedlich umfangreich
deletierten Regionen. Schrag schraffiertes Rechteck: Fusionsanteil mit Hisg-Tag; obere Zeile mit Darstellung der Cystein-
und Histidin-Reste; N, C: N- und C-Terminus; Zn: Zinkfinger-Motiv; Pfeile: "direct repeats"; WT: Wildtyp von TFB

In den in [Abb.4-46] gezeigten Experimenten wurden sechs verschieden stark deletierte TFB-
Varianten (Goede, 1998) auf Protein-Protein-Wechselwirkungen mit rpoD und rpoK gepriift. rpoD
wurde aufgrund seiner aus anderen Far Western Blotting-Versuchen bekannten starken
Wechselwirkungen mit TFB ausgewihlt. Die Signale sind bei rpoD sehr kréftig (zum Vergleich:
beide Filme wurden iiber Nacht aufgelegt, a) 30s, b) 2min Entwicklungsdauer), bei rpoK dageben
deutlich schwicher. Es scheint keine spezielle Region zu geben, die allein fiir die rpoD-TFB-
Bindung verantwortlich ist. Eher scheint eine allgemeine Affinitét existieren, die vermutlich auch
durch die entgegengesetzten Proteinladungen (TFB +13, rpoD —14) mitverursacht wird.

rpoK wurde aufgrund von Literaturdaten eingesetzt, die auf einen Kontakt mit TFB hinweisen
(Magill et al., 2001). TFB scheint in Abwesenheit spezifischer Interaktionspartner (wie z.B. an die
TATA-Box gebundenes TBP oder auch Aktivatorproteine) eine  spezielle Konformation
anzunehmen, bei der es zu einer intramolekularen Anlagerung des N-Terminus an den zweiten
"direct repeat" am C-Terminus kommt. Auf diese Weise sind bestimmte Binderegionen z.B. fiir die
Pol 1T oder daran assoziiertes TFIIF blockiert. Erst die Wechselwirkung zum Beispiel mit einem
"sauren Aktivator", weiteren Komponenten des Préinitiationskomplexes oder aber durch kiinstliche
Deletion der fiir die intramolekulare Anlagerung von N- und C-Terminus verantwortlichen
Regionen ergibt sich eine andere Konformation von TFB und die Freilegung von Bindedoménen
(Roberts & Green, 1994). Dies konnte auch die Ursache fiir das oben gezeigte Ergebnis sein
[Abb.4-46, ¢)]: Das Entfernen des N-terminalen Zinkfinger-Motivs in Verbindung mit der Deletion
eines Teils des zweiten "direkt repeats" konnte die intramolekulare Anlagerung verhindern, so dass
sich eine stirke Bindung an dieses (relativ moderat) deletierte TFB als an den Wildtyp ergibt. Zwar
gibt es Hinweise, dass gerade der N-Terminus von TFB mit seinem Zinkfinger-Motiv entscheidend
fiir die Bindung von rpoK ist (Magill et al., 2001), jedoch konnte auch der direkt hinter dem
Zinkfinger liegende Bereich ausreichend fiir eine erhohte Affinitdt zu rpoK sein, was das im
Versuch stérkste Signal bei TFBA2-39/283-300 erkldren wiirde.



Ergebnisse und Diskussion 83

4.11.1.3 Zusammenfassung der Far Western Blotting-Ergebnisse und Diskussion

Zusammenfassung der in allen Far Western Blotting-Experimenten beobachteten Bindungsstéarken
Sondem™ | B A" | A" D E' F H K L N P | TBP | TFB | Pol
D (rpoD) | +++ ++ +++ + +++ ++ ++ +
E' (rpoE1) | (#) (+) | ++++ (+) (+) ++ ++ ++
F (rpoF) et CHECHECHEE
H (rpoH) +++ + +++

K (rpok) (+) I O A
L (rpol) [ (+) +t (*) (+) ++
N (rpoN) (+) ++ (+) (+) ++ ++ ++ +++
P (rpoP) ++ ++ + + ++ ++ +++
TBP ++* +* + + +
TFB +* ++* +* +* + (+) + ++ ++
*= Signale waren vor allem bei Transfer der Zielprotein aus einem PA-Gel erkennbar, deutlich schwéacher jedoch beim "Dot Blotting"

Abb.4-47: Tabellarische Ubersicht der beobachteten Bindungsstéirken beim Far Western Blotting

Spalten: Untereinheiten der RNAP, TBP, TFB und die native RNAP, die auf einer Nitrocellulose-Membran fixiert wurden.
Zeilen: Die mittelgroflen und kleinen Untereinheiten der RNAP, TBP und TFB, die (radioaktiv markiert) als Sonden
eingesetzt wurden. Dass Sonden in einigen Fallen auch an sich selbst binden, wurde in vielen Experimenten beobachtet.
Die Anzahl der Pluszeichen steht fiir die Starke der gemessenen Protein-Protein-Bindungen. Da jedes Experiment
leichte Abweichungen in der Verteilung der Signalstarken zeigt, handelt es sich hier um einen Durchschnittswert aus
jeweils mehreren Versuchen. Ein Pluszeichen in Klammern steht fiir ein sehr schwaches Signal, das sich aber zumindest
in einigen Versuchen von den Hintergrund-Signalen abgehoben hat. In die Bewertung wurden auch Ergebnisse aus
Versuchen einbezogen, die Oliver von Kampen mit Untereinheit P als Sonde durchgefiihrt hat (von Kampen, 2003).

Bei der Betrachtung der Daten in der oben gezeigten Tabelle fdllt zundchst auf, dass die Far
Western-Methode offensichtlich selektiv ist, und dass die als Sonde eingesetzten, radioaktiv
markierten Proteine jeweils ein gegeniiber den anderen eingesetzten Sondenproteinen individuelles
Muster an Protein-Protein-Wechselwirkungen zeigen.

Da die groBBen Untereinheiten B, A' und A" (noch) nicht in einer, per Proteinkinase A-markierbaren
Form vorliegen, konnten bisher nicht alle moglichen Kombinationen von Proteinen in beiden
Richtungen (das heif3t jeweils sowohl als Sonde, als auch als Zielprotein, fixiert auf einer Membran)
gepriift und bestétigt werden.

Weiter unten wird in einer ausfiihrlichen Besprechung auf jede Untereinheit und die iibrigen
untersuchten Proteine eingegangen. Trotzdem sei an dieser Stelle schon auf das Fehlen von
Signalen in der Spalte mit H (rpoH) hingewiesen, was einerseits dadurch bedingt ist, dass zwar H
gegeniiber A", nicht aber A" gegentiiber H als Sonde getestet wurde. Ein zusétzliches Problem stellte
die gute Loslichkeit und das (schon weiter oben erwéhnte) teilweise Abldsen des Proteins von der
Nitrocellulose-Membran wéhrend der Inkubationschritte dar.

Andererseits erschwert die Fiille von Signalen bei TBP und TFB zunichst die Interpretation (siche
aber auch die Erorterungen zu [Abb.4-44]. Auch wenn sich unter Einbeziehung der eukaryotischen
3D-Struktur der RNAP viele Signale erklédren lassen, scheint klar, dass die Bindung von TFB (und
TBP) an RNAP-Untereinheiten iiber multiple Kontakte an mehrere Untereinheiten und nicht iiber
den Kontakt zu einer einzigen Untereinheit erfolgt (was die in der Literatur beschriebenen
bevorzugten Bindungen an K (rpoK) und die "Docking"-Region von Rpbl (A'/ rpoAl) nicht
auschlief3t).

Einer der groflen Vorteile der Darstellung von 3D-Strukturen (z.B. des RNAP-Komplexes aus 12
Untereinheiten bei S.cerevisiae) direkt am PC mit Hilfe geeigneter Programme (z.B. Cn3D 4.1) ist
die mogliche Auswahl individueller Betrachtungswinkel, Darstellungsarten und Teilstrukturen. Fiir
die folgende Zusammenfassung und die Diskussion der jeweiligen Far Western-Versuchsdaten vor
dem Hintergrund der eukaryotische 3D-Struktur erwies es sich als sehr niitzlich, die beiden grofiten
Untereinheiten Rpbl und Rpb2 (und bei Bedarf noch weitere Untereinheiten) unsichtbar zu
schalten. Auf diese Weise wurden mit dem Programm Cn3D 4.1 folgenden Detail-Grafiken der
beiden Gruppen kleinerer Untereinheiten (ohne die Informationsfiille des restlichen RNA-Pol-
Komplexes) erstellt, wobei Rpb9 wegen seiner isolierten Position nicht mit enthalten ist:
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Gruppe 1:

Rpb3, Rpb10, Rpb11, Rpb12 als Entsprechung fiir den DLNP-Komplex bei Archaea

Abb.4-48: 3D-Struktur des Rpb3-Rpb10-Rpb11-Rpb12 Komplexes (homolog zum DLNP-Komplex)
Darstellung von Gruppe 1 der kleinerer Untereinheiten des eukaryotischen RNA-Pol-Komplexes. Blick von aufen in
Richtung Gesamtkomplex. Farbige Beschriftung: homologe Untereinheiten bei Archaea. Rpb8 besitzt kein Gegenstlick
im archaeellen RNAP-Komplex, befindet sich aber in raumlicher Nahe des gezeigten eukaryotischen Komplexes aus 4
Untereinheiten. a) 3D-Darstellung mit Symbolen fir a-Helix- und R-Faltblatt-Strukturen. b) 3D-Darstellung mit gelb
markierten Regionen mit starker Sequenz-Ahnlichkeit zu Archaea; blau mit geringer Ahnlichkeit.

Diese Gruppe von RNAP-Untereinheiten sitzt dem im wesentlichen durch die beiden groften
Untereinheiten Rpbl und Rpb2 (bzw. rpoB, rpoA' und rpoA" bei Pyrococcus) geformten
"katalytischen Kern" des Enzymkomplexes peripher auf.  Der Kontakt zum Rest des
Gesamtkomplexes wird hauptsidchlich iiber Rpb2 (rpoB bei Pyrococcus) hergestellt. Etwa das
rechte Drittel des in a) gezeigten Ausschnitts des 3D-Modells befindet sich in rdumlicher Néhe zur
grofiten Untereinheit Rpbl (rpoAl) , so dass sowohl Rpb3 (rpoD) als auch Rpbll (rpoL) fiir
Kontakte mit Rpb1 (rpoAl) in Frage kommen (die Bindung von Rpb8 findet ausschlieBlich iiber
Rpbl statt). Wihrend diese Interaktion flir die (bei Eukarya immerhin drittgrof3ten) Untereinheit
Rpb3 nur einen kleinen Teil der Bindungskapazitit ausmacht, legt das 3D-Modell fiir Rpb11 eine
intensive Bindung auch an Rpbl nahe. Somit bildet vor allem der eng verzahnte D-L-Anteil des
DLNP-Komplexes eine Art Briicke zwischen den beiden grolen Untereinheiten. Da die &hnliche
Bedeutung des DLNP-Komplexes als "Assembly platform" auch fiir Archaea bzw. M.jannaschii
(Rpb3/11/10/12-Komplex bei S.cerevisiae) in Rekonstitutionsexperimenten nachgewiesen wurde
(Eloranta et al, 1998; Werner & Weinzierl, 2002), wird vermutet, dass (neben der
Sequenzhomologie der Aminosduresequenz) auch die 3D-Struktur in vielen Details zwischen
Eukarya und Archaea dhnlich ist, so dass diese Daten im folgenden zur Diskussion der Ergebnisse
aus den Far Western—Experimenten herangezogen werden. So kann beispielsweise aus der 3D-
Struktur abgeleitet werden, dass fiir Rpb10 (rpoN) und Rpbl2 (rpoP) neben den Kontakten
innerhalb des Viererkomplexes nur weitere Kontakte zu Rpb2 (rpoB), nicht aber zu Rpbl (rpoAl)
in Frage kommen.
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Gruppe 2:

Rpb4, Rpb5, Rpb6, Rpb7 als Entsprechung fiir rpoH, rpoK und den rpoE’/F-Komplex

Abb.4-49: 3D-Struktur von Rpb5, Rpb6, Rpb7-Rpb4 (homolog zu rpoH, rpoK und rpoE1-rpoF)
Darstellung von Gruppe 2 der kleinerer Untereinheiten des eukaryotischen RNAP-Komplexes. Blick von ,vorn-links® in
Richtung Gesamtkomplex. Farbige Beschriftung: homologe Untereinheiten bei Archaea. a) 3D-Darstellung mit Symbolen
fur a-Helix- und B-Faltblatt-Strukturen. b) 3D-Darstellung mit gelb markierten Regionen mit starker Sequenz-Ahnlichkeit
zu Archaea; blau mit geringer Ahnlichkeit. Rote Linie: Grenze der bei Archaea viel kleineren Untereinheit rpoH.

Von der hier mit "Gruppe 2" bezeichnete Ansammlung von kleinen RNAP-Untereinheiten bilden
im engeren Sinn nur Rpb7 (rpoE1) und Rpb4 (rpoF) einen stabilen Subkomplex. Die Integration
dieser beiden Untereinheiten in eine Kristallstruktur mit der vollstindigen Anzahl aller 12
Untereinheiten fiir S.cerevisiae ist ein wichtiger Beitrag zur Erforschung der Transkription
(Armache et al., 2003). Dass fiir die Interpretation der Rontgenstruktur-Daten in bezug auf Rpb7
und Rpb4 auch ein intensiver Abgleich mit den 3D-Daten des schon frither fiir M.jannaschii
veroffentlichten E'-F-Komplexes (Todone ef al., 2001) vorgenommen wurde, ist ein gutes Beispiel
dafiir, wie sich archaeelle und eukaryotische Transkriptionsforschung positiv ergédnzen konnen.
Nach bisherigen Erkenntnissen bildet der Komplex aus Rpb7 und Rpo4 eine keilférmige Einheit,
die mit dem spitzen schmalen Ende iiber eine "Tasche" im Rest des RNAP-Komplexes ("Core")
verankert ist (siche [Abb.4-50]), wobei noch diskutiert wird, ob diese Bindung eher ein temporérer
Ubergangszustand oder dauerhafte Konfiguration in vivo darstellt (auf jeden Fall scheint die
Bindung von Rpb4 an Rpb7 die Bindung von Rpb7 an die "Core-Polymerase" zu stabilisieren).
Dass neben der, an der Verankerung dieses Zweierkomplexes hauptséchlich beteiligten Untereinheit
Rpbl in geringerem Mafe auch Rpb2 und Rpb6 beteiligt sind, findet seine Entsprechung in
besonders konservierten Proteinregionen, wie in [Abb.4-49, b)] gut an der gegeniiber Archaea sehr
dhnlichen Kontaktfldche zwischen Rpb6 (rpoK) und Rpb7 (rpoE1) erkennbar ist. Allerdings finden
iiber Rpb6 (rpoK) nach bisherigen Erkenntnissen entscheidende Wechselwirkungen mit den
Komponenten des Préinitiationskomplexes (vor allem TFIIB (TFB)) statt, was ein weiterer triftiger
Grund fiir die dargestellten, hochkonservierten Regionen darstellt.

Es ist offensichtlich, dass Wechselwirkungen zwischen Untereinheiten der "Gruppe 1" und "Gruppe
2" extrem unwahrscheinlich sind: Die 3D-Struktur zeigt einen grolen Abstand zwischen beiden
oben dargestellten Untergruppen, der durch die groen Untereinheiten Rpbl und Rpb2 ausgefiillt
wird. Vor diesem Hintergrund werden an dieser Stelle die in der obigen Tabelle [Abb.4-47]
gezeigten Ergebnisse stichwortartig kommentiert, um anschlieend zu einem Fazit beziiglich der
gemessenen Protein-Protein-Wechselwirkungen in Form einer Grafik zu kommen:



Ergebnisse und Diskussion 86

B (rpoB):

Wurde nur membrangebunden, nicht aber als Sonde eingesetzt. Stirkste Interaktion mit
rpoD und rpoP; mit rpoL und rpoN (als den iibrigen Komponten des DLNP-Komplexes)
viel geringer. Die Bindung an rpoE' ist sehr schwach aber nachweisbar, und betrifft die
Verankerung des rpoE'-F-Komplexes an dem Rest der RNAP.

A' (rpoA1):

Insgesamt sehr spérliche Signale. Der Kontakt mit TFB, der nicht in allen Experimenten
nachwiesen werden konnte, ist plausibel, weil rpoAl die "Dock"-Doméne enthélt, die aus
der Literatur als eine fiir die Interaktion der RNAP mit den Komponenten des
Préinitiationskomplexes (PIC) wichtige Region bekannt ist.

A" (rpoA2):

Sehr starke Interaktion mit rpoH, was in guter Ubereinstimmung mit dem 3D-Modell und
der Literatur ist. Recht kréftige Signale bei TBP und TFB beim Far Western Blotting
(Elektroblot aus dem denaturierenden PA-Gel): Diese Protein-Protein-Interaktionen
kommen nach bisherigen Kenntnissen in vivo nicht vor, weil A" gemeinsam mit rpoH "auf
der anderen Seite" des RNAP-Komplexes angeordnet ist. Moglicherweise liefern weitere
Experimente eine Erkldrung hierfiir.

D (rpoD):

Eine der Untereinheiten, fiir die die meisten Kontakte zu unterschiedlichen Proteinen
nachgewiesen wurden. Dies sind an erster Stelle die anderen Komponenten des DLNP-
Komplexes (und rpoD selbst, d.h. in Abwesenheit der iibrigen Untereinheiten und
insbesondere rpoL bildet rpoD irreguldre Komplexe mit sich selbst, siche auch [Abb.4-54]).
Das Signal bei TFB bei Transfer aus dem denaturierenden PA-Gel wiirde die hier
aufgestellte Theorie unterstiitzen, dass bei Archaea auch rpoD und rpoP (vielleicht sogar
rpoN?) eine wichtige Rolle bei Kontakten zu Komponenten des PIC besitzen.

E' (rpoE1):

Sehr starke und spezifische Bindung an rpoF, was gut zu Literaturdaten, z.B. zum E'-F-
Komplex bei M. jannaschii (Todone et al., 2001) pafit. Die Kontakte zu TBP und TFB
erscheinen (zumindest fiir TFB) aufgrund bekannter Daten plausibel (bei Eukarya Rpb7
(rpoE1) neben Rpb6 (rpoK) und der "Docking-Region" von Rpbl (rpoAl) als wichtige
"Interface-Regionen").

F (rpoF):

Sehr starke und ausschlieBliche Bindung an rpoEl, was gut zur Tatsache palt, dass rpoF
nur vermittelt iiber rpoE1 Kontakt zum Rest der RNAP aufnimmt.

H (rpoH):

Neben dem starken Signal gegeniiber rpoA2, wenn rpoH als Sonde eingesetzt wird keine
weitere Bindungen an eine RNAP-UE. Erscheint sehr plausibel, weil rpoH (Rpb5) im 3D-
Modell der eukaryotischen RNAP eindeutig nur iiber den zu rpoA2 homologen Abschnitt
von Rpbl an den Rest des Enzymes gebunden erscheint. Allerdings neigte rpoH zum
vorzeitigen Ablosen von der Nitrocellulose-Membran — was moglicherweise dazu gefiihrt
hat, dass einige weitere schwache Bindungen nicht detektiert werden konnten. Fiir das
Signal bei TBP siche Erlduterungen zu rpoA2.

K (rpoK):

Insgesamt sehr schwache Reaktionen. Wechselwirkungen mit TFB und TBP plausibel
(siche rpoE1).

L (rpolL):

Sehr starke und spezifische Reaktion mit rpoD (DL-Komplex). Die Bindung an rpoAl /
rpoB scheint aufgrund der im 3D-Modell sichtbaren Kontaktfliche und die vermutete
"Briickenfunktion" des DL-Komplexes zwischen rpoB und rpoAl zu schwach. Vielleicht
liefern die Experimente mit der inzwischen verfiigbaren rekombinanten Untereinheit B
(personliche Mitteilung, Naji, S.) eindeutigere Ergebnisse. Ahnlich wie bei N-P (sieche
unten) 146t die 3D-Struktur auch fiir L-P wenn iiberhaupt, dann nur sehr schwache
Wechselwirkungen vermuten (ein schwaches Signal bei Far Western Blotting ist jedenfalls
erkennbar).

N (rpoN):

Die Hauptbindung erfolgt hier an rpoD, was plausibel ist, wenn man den DLNP-Komplex
bedenkt. Prinzipiell gilt fiir eine potentielle N-P-Bindung das bei rpoL fiir den mdglichen L-
P-Komplex gesagte. Allerdings sind bei rpoN die Signale gegeniiber rpoP im Far Western
Blot stirker. Fiir die postulierten Kontakte innerhalb des DLNP-Komplexes (bzw.
Rpb3/11/10/12 bei Eukarya) miifite die 3D-Struktur genauer analysiert werden, als es mir
moglich war (vor allem miissen dann auch die Seitenketten und nicht nur das Grundgeriist
des 3D-Modells mit einbezogen werden; zweifelsfrei ist allerdings die zentrale Position von
Rpb3 (rpoD), an das Rpbll (rpoL), Rpbl0 (rpoN) und Rpbl2 (rpoP) angelagert
erscheinen). Die recht starken Signale fiir TBP und TFB werden notiert, wenngleich eine
tatsdchliche Interaktion in vivo bzw. an einem korrekt geformten Initiationskomplex
weniger wahrscheinlich als bei rpoP und rpoD erscheint, weil rpoN weiter abseits liegt.
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P (rpoP): rpoP zeigt starke Bindungen an rpoD und rpoB, sowie etwas schwéchere Bindungen an L
und N, was schon weiter oben diskutiert wurde. Gegeniiber TBP und TFB gab es ebenfalls
starke Signale, was sich auch in den TBP- und TFB-Verdiinnungsreihen zeigte.

TBP: Sowohl fiir TBP als auch TFB gilt, dass die Fiille an gemessenen Signalen in Far Western
Blotting-Experimenten (vor allem, wenn TBP beziehungweise TFB als Zielproteine
membrangebunden eingesetzt werden) das resultierende Bindungsmuster etwas
unspezifisch erscheinen 148t. Allerdings sind die meisten der detektierten Protein-Protein-
Wechselwirkungen bei ndherer Betrachtung durchaus erklérlich, auch wenn einige Fragen
offen bleiben (siche Erlduterungen zu mutmaBlichen Kontakten zu rpoA2 und rpoH). Bei
TBP und TFB handelt es schlieBlich um "hochkommunikative" Proteine, die auf die
Vermittlung von Wechselwirkungen zwischen verschiedenen Komponenten hin optimiert
sind. Verglichen mit TFB zeigt sich ein é&hnliches, aber in mancher Hinsicht
eingeschrinkteres Bindungsmuster, was ganz gut mit der geringeren Grofle von TBP und
mit der Reihenfolge korreliert, in der die Bindung an die Prototorelemente erfolgt (obwohl
es anscheinend auch direkte TBP-RNAP-Kontakte gibt, wird doch ein GroBteil der
Wechselwirkung indirekt durch TFB vermittelt, welches erst nach TBP bindet, bevor die
RNAP an den PIC rekrutiert werden kann.

TFB: Beziiglich der Vielzahl von Wechselwirkungen siche Kommentare zu TBP. Wie bei TBP
haben sich einige Protein-Protein-Kontakte vor allem beim "Far Western Blotting" mit
Transfer der Proteine aus einem denaturierenden PA-Gel auf die Membran und weniger
beim Dot Blotting gezeigt. Besonders fiir TFB scheint wahrscheinlich, dass Interaktionen
nicht nur mit der "Dock"-Region von rpoAl (Rpbl), rpoK und dem flexiblen rpoEl,
sondern auch mit in deren Richtung weisenden Abschnitten von Komponenten des DLNP-
Komplexes mdglich sind. Wéhrend rpoL auflen vor bleibt, sind vor allem rpoP und proD
Kandidaten fiir entsprechende Kontakte. Bei Eukarya besitzen sowohl rpoD als auch rpoP
ein Zinkfinger-Motiv an exponierter (und wahrscheinlich fiir Interaktionen verantwortlicher
Position). Von den untersuchten Archaea besitzen 9 Arten ebenfalls dieses Motiv, bei 2
Arten sind noch Teile erkennbar und bei den restlichen Arten (zu denen neben P.furiosus
auch M. jannaschii gehort) ist das Motiv iliberhaupt nicht mehr vorhanden (siche [8.1.3.4]).
Es ist zu diskutieren, ob dies die Wahrscheinlichkeit fiir einen Kontakt mit TFB im
Initiationskomplex verringert. rpoP dagegen besitzt bei allen untersuchten Arten ein
komplettes Zinkfinger-Motiv. Die ebenfalls deutlichen Interaktionen von rpoN mit TFB im
Far Western Blotting-Versuch sind auf der Basis der eukaryotischen 3D-Struktur nicht so
leicht zu erkldren — es es miifiten hierfiir weitergehende geometrische Abweichungen im
archaeellen RNAP-Komplex gegeniiber EFukarya postuliert werden (sieche Anmerkungen zu
rpoN weiter oben).

Abschlieflend noch eine grafische Darstellung der erdrterten Protein-Protein-Wechselwirkungen:
4P,
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Abb.4-50: Schematische Darstellung von Bindungsstarken zwischen den RNAP-Untereinheiten

a) Abbildung modifiziert nach (Cramer et al., 2001) und sinngemaf erganzt nach (Armache et al., 2003). Zahlen 1 -12:
Rpb1 — Rpb12 der Pol Il aus S.cerevisiae. Die Dicke der Balken zwischen den Untereinheiten deuten die Intensitat der
Protein-Protein-Wechselwirkungen zwischen den einzelnen RNAP-Untereinheiten auf der Basis des Umfangs der aus
der Kristallstruktur ermittelten Kontaktflachen zwischen den Molekilen an. Der Rpb4/7-Komplex und die Dicke der
hiermit verbundenen Balken wurde entsprechend den Angaben in (Armache et al, 2003) sinngemafd hinzugefiigt
(Verankerung des Rpb4/7-Komplexes hauptsachlich tber die Bindung von Rpb7 an Rpb1 mit zuséatzlichen, schwacheren
Kontakten zu Rpb6 und Rpb2). b) Entsprechende Darstellung fiir P.furiosus, in der die Dicke der Balken in etwa der
Intensitat der mit Far Western Blotting-Experimenten ermittelten Bindungsstarken entspricht. Wie man sieht, konnten
(abgesehen von den hier nicht eingezeichneten Wechselwirkungen mit TBP und TFB) mit dieser Technik hauptsachlich
die Wechselwirkungen innerhalb des DLNP-Komplexes und mit der gréten Untereinheit rpoB, die Bindung von H an A"
sowie der E'F-Komplex nachgewiesen werden. c) Abbildung aus (Armache et al., 2003): Die schematische Darstellung
zeigt, wie der keilférmige Rpb4/7-Komplex lber eine relativ kleinen Kontaktflache von Rpb7 Uber eine "Tasche" an dem
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Rest der RNAP ("Core") verankert ist. Zuséatzlich wird der geéffnete und geschlossene Zustand der "Klammer" (Clamp)
gezeigt, die nach erfolgreichem Start der Elongationsphase der Transkription die innerhalb der gro3en Spalte
verlaufende DNA beziehungweise das DNA-RNA-Hybrid einschliet und auf diese Weise den Komplex stabilisiert.

a) Rpb2 lobe b) - . I:Rpm.”
7 NP v & =

S
. &
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Abb.4-51: Befinden sich Rpb3/Rpb11/Rpb12 (rpoDlrpoLlrpoP) in Reichweite von TFIIB (TFB)? [1]

a) Abbildung aus (Cramer et al., 2001): Blick von oben hinein in die groRe Spalte mit dem katalytischen Zentrum (die
violette Kugel deutet das Mg *_lon an). Entscheidend fiir die Argumentation ist der durch die schwarz gestrichelten Linien
angedeutete Verlauf der DNA und die ungefahre Ausdehnung von TFIIB (TFB). Zur Orientierung dient die Angabe der
der "Wall" genannten Struktur, an der vorbei die DNA und die mRNA die RNAP wahrend der Transkription kontinuierlich
verlalt. b) Mit Cn3D 4.1 auf der Basis des aktuellen, 12 Untereinheiten umfassenden 3D-Modells der eukaryotischen
RNAP aus S.cerevisiae erstellte Grafik. Gleiche Orientierung wie in a), jedoch zusatzlich mit dem Rpb4/7-Komplex.
Verschiedene Regionen wurden nachtraglich farblich markiert und korrespondierend farbig beschriftet.

Abb.4-52: Befinden sich Rpb3/Rpb11/Rpb12 (rpoDIrpoLlrpoP) in Reichweite von TFIIB (TFB)? [2]
Bezeichnungen und Farben wie in [Abb.5-50], b). Ansicht "back", d.h. von der Stromaufwarts-Seite her betrachtet, wo
die Wechselwirkungen mit den Komponenten des Prainitiationskomplexes (also besonders TFIIB (TFB) und TFIID (TBP)
stattfinden).

Man darf nicht vergessen, dass es sich bei dem dargestellten Enzymkomplex (trotz der praktischen
Beschriftung mit den Namen der archaellen Homologen) um die eukaryotische Pol II handelt. Bis
die erste, aus Rontgenstruktur- oder NMR-Daten abgeleitete 3D-Struktur einer archaeellen RNA-
Polymerase verfligbar sein wird, darf (und mufl notgedrungen) auf der Basis aller verfiigbaren
Informationen und Indizien iiber den Grad deren Ahnlichkeit gegeniiber der 3D-Struktur bei
Eukarya spekuliert werden.

Aufgrund den GroBendifferenzen der Untereinheiten zwischen Eukarya und Archaea, sowie der
Abwesenheit einer Vielzahl von an die RNAP und besonders an TBP assoziierten Faktoren bei
Archaea, werden hier leichte Abweichungen in der gesamten "3D-Geometrie" postuliert, die dazu
fiihren, dass sich TFB und rpoD, rpoP (und vielleicht sogar rpoN) als Komponenten des DLNP-
Komplexes beim Binden der RNA-Polymerase an den Priinitiationskomplex noch etwas nédher
kommen, als in [Abb.4-51, a) und 4-52] fiir Eukarya angedeutet (auch hier scheinen Kontakte mit
TFIIB nicht ausgeschlossen oder sogar wahrscheinlich, selbst wenn der "Dock"-Doméne, Rpo6 und
Rpo7 hier eine groflere Bedeutung fiir die Wechselwirkungen zukommen mag). Die in dieser Arbeit
durchgefiihrten Far Western Blotting-Experimente zeigten eine starke allgemeine Affinitdt von
rpoD zu TFB (die vermutlich unter anderem auch auf der genau entgegengesetzten Nettoladung von
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+13 bei TFB und —14 bei rpoD beruht). Auch wenn bei diesen Experimenten bisher nicht die
genaue Binderegion identifiziert werden konnte, begiinstigen diese Ladungsdifferenzen auf jeden
Fall Protein-Protein-Bindungen, wie sich auch bei der Verankerung des stark positiv geladenen
"Schwanzes" von rpoP (sieche [Abb.4-25] und [Abb.4-15]) am negativ geladenen rpoD zeigt.

Auch die im folgenden noch kurz vorgestellten Ergebnisse aus Experimenten mit Native-PAGE und
Molekularsieb-Chromatographie =~ demonstrieren  das  Auftreten  von  Protein-Protein-
Wechselwirkungen und die Komplexbilung zwischen bestimmten Untereinheiten der RNAP aus
P.furiosus. Sie stellen einerseits die Bestitigung einiger Ergebnisse der Far Western Blotting-
Experimenten dar. Andererseits kann man die durchgefiihrten Versuche als Vorversuche fiir das
"Assembly" der P.furiosus-RNAP aus rekombinanten Untereinheiten betrachten, an dem bereits
jetzt in der Arbeitsgruppe von Prof.Dr.M.Thomm an der Universitit Regensburg intensiv gearbeitet
wird.

4.11.2 Bindungsstudien: Nativgel-Experimente

D und L bilden einen DL-Komplex.

DL* — I

L*— [ —

12 34567 8 910
a) Bildung ein Komplexes aus Untereinheit D und L der RNA-

Polymerase aus P. furiosus bei ansteigender Konzentration
von D. Autoradiographie eines 8-15% Nativgels. L wurde
mittels PKA radioaktiv markiert. Bei D N-terminaler Hiss-Tag,
jedoch ohne PKA-Markierungsregion. Inkubation erfolgte
120min bei 30°C in TEN(150mM) mit 10% Glycerin. Wegen
der begrenzten Loslichkeit von L wurde zusatzlich 0,5%
Tween20 hinzugefigt. Die Konzentration von L* betrug in
allen Ansatzen ca. 70ng. Spur 1 ohne D, Spur 2 mit 9ng D,
gleichmaRig ansteigend bis Spur 10 mit 48ng D, wo der stabile
recht gut I6sliche DL*-Komplex tiberwiegt.

E’+ F bilden den E’F-Komplex

E'F*— e - -

Frm d———

123045 6 78910
b) Bildung eines Komplexes aus Untereinheit E' und F der
RNAP aus Pyrococcus furiosus bei ansteigender
Konzentration von FE’. Autoradiographie eines 8-15%
Nativgels. F wurde mit Hilfe der PKA radioaktiv markiert. Bei E’
handelt es sich um eine Version mit N-terminalem Hise-Tag,
jedoch ohne PKA-Markierungsregion. Inkubation erfolgte
90min bei 37°C in TEN(150mM) mit 10% Glycerin. Die
Konzentration von F* betrug in allen Ansatzen konstant ca.
70ng. Spur 1 ohne E’, Spur 2 mit 62ng E’. In Spur 10 mit
560ng E’ ist die freie, markierte Untereinheit F* fast vollstandig
in den E'F*-Komplex integriert worden (Spuren dazwischen mit

linear ansteigender Konzentration von E').

Abb.4-53: Bildung eines DL- und E'F-Komplexes in Nativgel-Experimenten

123456

Abb.4-54: Bildung eine DL- und DN-Komplexes in Nativgel-Experimenten

Native-PAGE (8-15%). In dem gezeigten Experiment wurde rpoD statt rpoL (siehe [Abb.4-53, a)] radioaktiv markiert. Die
Inkubation erfolgte 180min bei 30°C im Thermocycler. Es zeigt sich, dass im Gegensatz zu rpoL markiertes rpoD im
Nativgel eine diffuse Bande bildet (1), was sehr wahrscheinlich dadurch verursacht wird, dass rpoD in Abwensenheit
rpoL irreguldre Komplexe mit weiteren rpoD-Molekilen bildet. Dies kann verhindert beziehungsweise rickgangig
gemacht werden durch Zugabe von rpoL (2 und 3),so dass der definierte, gut 16sliche DL-Komplex gebildet wird. Auch
die Zugabe von rpoN zur radioaktiv markiertem rpoD scheint einen dhnlichen Effekt zu haben, was auf die Bildung eines
DN-Komplexes schlieBen lalkt (4, 5), der die Bildung der erwahnten irregularen rpoD-Komplexe teilweise verhinert.
Allerdings ist der Effekt (und vermulich auch die Stabilitdt des resultierenden Komplexes) viel schwéacher als beim DL-
Komplex. Spur 6 zeigt zum Vergleich radioaktiv markiertes rpoN allein: Die Bande ist erkennbar diffuser als die DN-
Bande und lauft auch ungeféahr auf der selben Héhe (was in einem Nativgel durchaus mdglich ist).

Abgesehen von den gezeigten Experimenten wurde auch versucht, Komplexe mit DLN sowie P
und B zu bilden, was aber keine eindeutigen Ergebnisse lieferte. Der Einsatz eines Puffersystems
mit erhohtem pH nach (Ehlers ef al., 2002) brachte etwas klarere Ergebnisse, und wurde meist dem
Standard-Nativgel ("SDS-Gel ohne SDS") vorgezogen. Selbst mit einem Laufpuffer pH von 9,4 ist
rpoP aufgrund seines extremen pl immer noch positiv geladen, so dass die Gefahr besteht, dass das
Protein im elektrischen Feld in die entgegengesetzte Richtung wandert. Erhdhte Mengen von rpoP
bewirkten ein Ausfallen von Proteinkomplexen in den Geltaschen.
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4.11.3 Bindungsstudien: Experimente mit Molekularsieb-Chromatographie
a) . _ _ _ b)

e

i — — ———

2 3 4 8% 7T 59 10N 12193 12 345 678 910
1=subunitD  12=Imidazol 13 = buffer

n.000 DH{N)+(L) N+(D)
D+L L

1234 5 678 9 10
2345 6789101 12 13

- —

1 23845 6 78 910N

D+L L N

234 567 89101 12 13

Abb.4-55: Ein DL-Komplex und mutmaBlicher DLN-Komplex bei Molekularsieb-Chromatographie

a) — c): Drei verschiedene Experimente mit der analytischen Superdex 75 (HR 10/30 von Amersham
Biosciences). Das Ausschlufdvolumen der Chromatographiesaule wurde mit Blue Dextran bestimmt und die
Funktionsfahigkeit mit verschiedenen Testproteinen sichergestellt. Nach einer dhnlichen Inkubation wie unter
[4.11.2] beschrieben, erfogte (nach 0,2um Filtration) der Auftrag von a) D+L, b) D+N+(L), ¢) D+L+N. a)
demonstriert am klarsten die Ausbildung des gut I6slichen DL-Komplexes: 1: rpoD allein, 3: DL-Komplex, 10:
L allein. (Spur 1 ist die Kontrolle mit D; naturlich eluiert der DL-Komplex zuerst von der Saule, weil er das
grélte Molekulargewicht besitzt). In b) deutet sich ein DLN-Komplex beziehungsweise zumindest ein DN-
Komplex (2) an, nachdem rpolL teilweise auf der Saule ausgefallen war, und wahrend des Laufes von D+N
ruckléste (der Effekte der Komplexbildung "auf der Sdule" hatte sich auch bei der Kontrolle mit rpoD allein in
Form einer stdrenden Kontamination mit rpoL gezeigt: Obwohl die Saule vorher schon ausgiebig gesplilt
worden war, und kein Protein mehr eluierte, I0ste sich auf der Saule ausgefallenes oder unspezifisch an die
Matrix angelagertes rpoL in der Anwesenheit von rpoD, und bildete den besser I6slichen DL-Komplex . c)
zeigt ein Experiment, bei dem explizit D+L+N eingesetzt wurden, jedoch nur der DL-Komplex bildet. (1: D
allein, 4: DL-Komplex, 6: L allein, 10: N allein). Offensichtlich mufl noch optimiert werden — zum Beispiel in
Richtung einer Verminderung der rpolL-Konzentration und eines UberschuB an rpoN. Eine Hypothese,
warum sich die DNL- und DNLP-Komplexe in der Praxis nicht so leicht bilden, ist, dass sich gerade bei den
kleinen Untereinheiten der Fusionsanteil der rekombinanten Protein besonders stark bemerkbar macht (so
betragt der Fusionsanteil bei der kleinsten Untereinheit rpoP ohne Thrombin-Hydrolyse rund ein Drittel des
Molekulargewichtes).

4.12 Reinigung der nativen RNA-Polymerase nach modifiziertem Reinigungsschema

Die native RNA-Polymerase aus P.furiosus mit ihren 11-12 Untereinheiten stellt die Ausgangsbasis
fiir die Untersuchung von Protein-Protein-Wechselwirkungen in dieser Arbeit dar. In fast allen Far
Western Blotting-Experimenten diente eine gereinigte RNAP-Préparation als Referenz und
Kontrolle der Ergebnisse mit den rekombinant in E.coli erstellten Untereinheiten. Da die grofite
Untereinheit B auf P.furiosus erst kiirzlich erfolgreich kloniert und gereinigt wurde (personliche
Mitteilung, Naji,S.), also in den in dieser Arbeit geschilderten Experimenten noch nicht zur
Verfligung stand, wurde B (und teilweise auch A') durch Ausschneiden und Elution aus einem
6%igen SDS-Gel gewonnen.
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Weil das etablierte Reinigungsschema fiir die RNAP aus P.furiosus recht langwierig ist (Hausner &
Thomm, 1993; Hethke et al., 1996; Hethke et al., 1999), wurde versucht, durch ein verkiirztes
Schema mit weniger Schritten den Zeit- und Arbeitsaufwand zu verringern. Als Orientierung diente
hierbei die Reinigungsprozedur fiir Methanobacterium thermoautotrophicum (Darcy et al., 1999),
die dem Pyrococcus-Schema in der Abfolge von vier sdulenchromatographischen
Reinigungsschritten (DEAE-Cellulose, Heparin-Sepharose, Mono-Q, Superdex 200) recht stark
dhnelt, jedoch die beiden Féllungsschritte mit Polymin P und Ammonium-Sulfat und die
anschlieBend notige Dialyse wegldt. Dieses Schema war z.B. in der Arbeitsgruppe von PD
Dr.W.Hausner auch schon erfolgreich fiir Methanococcus eingesetzt worden (Schmeling, 2000).
Statt Dialyse reicht in der Regel die Verdiinnung der Proben zur Reduktion der Salzkonzentration
vor dem Auftrag auf die nichste Sdule, wozu am besten ein spezieller Verdiinnungspuffer
verwendet wird.

Vereinfachend wirkt sich aus, dass im Gegensatz zu Methanobacterium und Methanococcus bei
Pyrococcus furiosus keine Einhaltung anaerober Bedingungen wihrend der Reinigung notwendig
ist (bei den genannten methanogenen Archaea fithrt Sauerstoffzutritt zu einer Verringerung oder zu
einem kompletten Verlust der Enzymaktivitét).

Bei der Reinigung der RNAP bei Pyrococcus zeigte sich jedoch, dass die Reinheit der Priparation
nach dem letzten der vier sdulenchromatogrophischen Reinigungsschritte (ndmlich der
Molekularsiebchromatographie mit der "Superdex 200", Amersham Biosciences) noch nicht ganz
zufriedenstellend war. Es erfolgte deshalb eine erneute Konzentrierung auf der Mono-Q-Saule
(StoBelution), gefolgt von Dichtegradienten-Zentrifugation (Saccharose-Gradient) und einer
weiteren abschliefenden Konzentrierung auf der MonoQ (StoBelution), bevor die Priparation
portioniert und bei —70°C gelagert wurden.

Die letztgenannten drei Reinigungsschritte verlingern zwar das oben genannte Reinigungschema.
Jedoch ist der Zeitaufwand fiir die beiden StoBelutionen mit der Mono-Q-Saule sehr gering, und die
Dichtegradientenzentrifugation verlangt, sofern die Gradienten erst einmal gegossen und die Proben
aufgetragen sind keinen grofen Arbeitsaufwand (die Ultrazentrifuge lauft allerdings ca. 24
Stunden).

Fiir die Details bei Puffer-Losungen und Chromatographiesédulen sei auf die oben genannte Literatur
verwiesen (TMK-Puffer; DEAE-Cellulose DE52, Whatman; Heparin-Sepharose z.B. HiPrep 16/10
Heparin FF, Mono Q® HR 5/5 und HiLoad™ 16/60 Superdex™ 200, alle Amersham Biosciences;
zwischen den verschiedenen Saulen jeweils TCA-Test der Fraktionen auf RNA-Polymerase-
Aktivitt).

Der Saccharose-Gradient wurde mit einem gewohnlichen Zwei-Kammer-Gradientenmischer aus
leichter (5% Glycerin, 10% Saccharose, 400mM KCl, TE-Puffer) und schwerer Losung (10%
Glycerin, 30% Saccharose, 400mM KCI, TE-Puffer) "von unten" (also mit der leichteren Losung in
der vorderen Kammer) mittels einer in das Zentrifugenr6hrchen gestellten und gegen ungewollte
Verwirbelungen des Gradienten fixierten Kaniile gegosssen, die anschlieBend vorsichtig
herausgezogen wurde. Vor Auftrag der Probe muf} getestet werden, ob sie eine etwas geringere
Dichte als die leichteste, oberste Schicht des Saccharose-Gradienten besitzt. Das Probenvolumen
wiirde ansonsten gleich im Gradienten "versinken", was das angestrebte Trennprinzip zunichte
machen wiirde! Ultrazentrifugation erfolgte ca. 24h bei 40.000Upm in der Beckman L60
Ultrazentrifuge im Ausschwingrotor SW 40 Ti bei 4°C. Abgezogen wurde der Gradient mit der
aufgetrennten Probe wie beim Gie3en "von unten", indem eine Kaniile vorsichtig auf den Grund des
Rohrchens hinabgelassen wurde.

Als Fazit des vorgestellten, gednderten Reinigungsschemas fiir die RNA-Polymerase aus P.furiosus
ergibt sich, dass der Ablauf durch den Wegfall der Fallungs- und Dialyseschritte deutlich erleichtert
wird. Sofern alle Reinigungsschritte optimal verlaufen, ist die resultierende Préparation der nativen
RNAP recht sauber und aktiv (siche [Abb.4-39]). Allerdings war die Gesamtausbeute geringer als
erwartet, was daran liegen konnte, dass vor allem auf der DEAE-Cellulose-Sédule (und eventuell
auch auf der nachfolgenden Heparin-Sepharose-Sdule) Bindungskapazitit durch kontaminierende
Proteine verloren geht, wihrend bei dem "alten" Reinigungsschema ein Grofteil der unerwiinschten
Proteine schon bei den Fallungsschritten abgetrennt wird. Ein Kompromiss fiir zukiinftige
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Reinigungen konnte moglicherweise die Durchfithrung nur eines statt zwei Fallungsschritten, in
Verbindung mit einer weitgehenden Vermeidung von Dialyseschritten in Situationen sein, wo ein
Verdiinnen der Proben vo6llig ausreicht.

Folgendes Schema faf3t die durchgefiihrte RNAP-Reinigung zusammen:

| Reinigung der DNA-abhingigen RNA-Polymerase aus Pyroccus furiosus (4/2001)

ca. 20g bei —70°C gelagertes P.furious-
Zellmaterial, dass in einem groften Fermenter

gewonnen wurde
¢ Auftauen; Resuspendieren des Zellmaterials durch "Ultra-Turrax";
AufschluR mit "French Press"; Ultrazentrifugation bei 100.000xg

Uberstand nach Ultrazentrifugation bei 100.000xg
und 4°C: "S100"

i, Einriihren des S100 in das DEAE-S&aulenmaterial

DEAE-Cellulose-Saule
”ll" (Anionenaustauschchromatographie)
_l‘IJl)[J_I_ A1l |||“[Iu

[N

Fraktionen 17-39 vereinigt und mit TMKx(N)-Puffer von ca.
170mM KCI auf 90mM KCI verdiinnt; 1035ml mit peristaltischer
Pumpe auf die H.-S.-Saule aufgetragen

I Heparin-Sepharose-Saule

_ ” (Affinitdtschromatographie flir DNA-bindende Protein)

| Pool aus den Fraktionen 17-25 mit ca. 292mM KCI mit einem

| La__=n i I I Volumen "TMKy(0)" auf 146mM KCI verdiinnt; Filtration; Auftrag

der ca. 80ml Uber Superloop
Mono Q-Séaule
| (starker Anionenaustauscher)
_ = _ 0

AEEREN

T

| | | . \L Pool der Fraktionen 7-10 (insgesamt ca. 2ml)

m——— Superdex 200
I Molekularsiebchromatographie
=

Pool der Fraktionen 27-29 (insgesamt ca. 6ml); verdlinnt auf ca.
150mM KCI = 12ml)

Mono Q, StoRelution |
i, ca. 700ul, davon je ca. 200ul pro Saccharose-Gradient

T

Dichtegradienten-Zentrifugation

3 (Saccharose-Gradient)
I I I Pool A: Frkt. von S.-Grad.l: 5-7; S.-Grad.ll: 6-8; S.-Grad.lll: 6-8
== LN -,,,ﬁl- -

(insgesamt ca. 3,5ml)
Pool B: S.-Grad.I: 4,8,9; S.-Grad.ll: 5,9,10; S.-Grad.lll: 5,9,10
(insgesamt ca. 3,5ml)
Mono Q, StoRelution
Pool A: 1,6mg/ml; Pool B: 0,64mg/ml
Gesamt: ca. 2,5mg RNA-Polymerase

Abb.4-56: Ausfiihrliches Schema der RNAP-Reinigung
Bezeichungen der Chromatographie-Saulen wie oben beschrieben. Links neben einigen Reinigungsschritten wird die
mittels TCA-Test ermittelte enzymatische Aktivitdt der RNAP in den verschiedenen Fraktionen angedeutet.

Anmerkung: Wihrend der ersten Reinigungschritte, und besonders bei und direkt nach dem
ZellaufschluB3 durch "Ultra-Turrax" sollte (neben ziigigem Arbeiten) besonders auf gleichbleibend
niedrige Temperaturen geachtet werden: P.furiosus besitzt sehr aktive Proteasen, die auch bei
"normalen Temperaturen" eine Gefahr fiir die tibrigen P.furiosus-Proteine darstellen (Chang et al.,
2001). In der genannten Literatur wird zum Beispiel auch darauf hingewiesen, wie mit dem
Proteaseinhibitor AAF-CMK mit Protease I zumindest eine der prominentesten der ca. 11
identifizierten Endoproteinasen spezifisch gechemmt werden kann.

4.12.1 Nachweis von Untereinheit F im Western Blotting Experiment

Fir die groBe Untereinheit A" und die mittelgroen Untereinheiten D, E' und F wurde die
Herstellung von Antikérpern in Auftrag gegeben. Die Immunisierung wurde von der Firma
Eurogentec vorgenommen. Bei D, E' und F erfolgte die Immunisierung jeweils eines Kaninchens in
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mehreren, zeitlich voneinander getrennten Schritten mit jeweils ca. 100ug Protein in Losung. Bei
A" wurden, da die Préparation noch Nebenbanden zeigte entsprechende Proteinmengen in Form
ausgeschnittenen PA-Gel-Stiickchen verwendet.

Da die Zuordnung von A", D und E' zu den Banden der nativ gereinigten RNA-Polymerase
eindeutig ist, wurde die Verwendung der Antikdrper bis zum Auftreten geeigneter Fragestellungen
zurlickgestellt. In Bezug auf F herrschte hingegen Unsicherheit dariiber, ob diese Untereinheit
iiberhaupt permanenter Bestandteil der RNA-Polymerase bzw. der nativen RNAP-Préparation war.
Die durchgefiihrten Far Western Blotting-Experimente zeigten zwar auch ein Signal bei der RNAP,
jedoch fand sich in dem aufgrund des berechneten theoretischen Molekulargewicht erwarteten
Bereich auf den SDS-Gelen keine nennenswerte Proteinbande. Und ein &hnlich irreguléres
Laufverhalten wie bei der stark positiv geladenen Untereinheit P war bei einer Ladung von —8 nicht
zu erwarten. Einzig der isoelektrische Punkt ist mit 4,66 der niedrigste der untersuchten RNAP-
Untereinheiten. Allerdings besitzen auch D und L einen dhnlich niedrigen pl.

So war das folgende Ergebnis iiberraschend:

Ponceau S-Farbung Western Blot
@) s R1 R2 F bB) s R R2F

97,4 kDa —
67,0 kDa —

45,0 kDa —

29,0 kDa—

21,0 kDa—

12,5 kDa— [ SR
6,5 kDa —

Abb.4-57: Western Blot mit Antikorpern gegen Untereinheit F

Std: Molekulargewichtsstandard. R1: RNAP-Préparation (von Kampen, 2003); R2: RNAP-Préapartion, die in dieser Arbeit
vorgenommen wurde (siehe [4.11]). F: Untereinheit F (rpoF) mit zusatzlichem Fusionsanteil (N-terminaler Hiss-Tag,
Molekulargewichtsdifferenz ca. 2 kDa). Denaturierendes PA-Gradientengel (8 — 15% PA, 0,1% SDS); Aufgetragene
Proteinmenge bei R1 und R2 ca. 13ug, bei rpoF ca. 200ng. a) Ponceau S-Farbung als Vergleich und zur Identifizierung
der Banden des Western Blots.

Die Durchfiihrung der Western Blotting-Experimente erfolgte nach den {iiblichen Protokollen.
Durch mehrfache Wiederholung des Versuches wurden die optimalen Mengen fiir den priméren und
sekunddren Antikorper ermittelt. Der sekundire (Anti-Rabbit-) Antikorper war mit Peroxidase
gekoppelt (POD-Konjugat) und bewirkte in Verbindung mit "BM blue POD Substrat,
prézipitierend" (Roche) eine intensiv blaue Farbreaktion, iiber die die Bindung des sekundiren an
den primédren Antikorper und somit letztlich die Bindung des priméren Antikorpers an die Proteine
auf der Nitrocellulose-Membran nachgewiesen wurde.

Das Ergebnis dieses Experimentes ist, dass Untereinheit F in der RNAP-Prédparation enthalten ist,
jedoch tiberraschend weit unten im Gel lauft. Die beobachteten Unterschiede im Laufverhalten
gegeniiber dem rekombinanten Protein scheinen auch bei Einbeziehung der Molekulargewichts-
differenz aufgrund des 20 Aminosduren langen Hise-Tags recht groB3. Vielleicht spielen hier
posttranskriptionale Modifikation oder ein alternativer Translationsstart eine Rolle. Im Gegensatz
zu Untereinheit E", bei der die Anwesenheit im RNAP-Komplex weiterhin unsicher ist (siche [4.5]),
ist die Situation fiir rpoF somit geklart.

Ein interessanter Ansatz zur Erklarung der (deutlich schwécheren) Signale bzw. der Kreuzreaktion
mit der E'-Bande wére der, dass im Kaninchen nicht nur Antikdrper gegen rpoF, sondern (nach
einiger Zeit) auch Antikorper gegen die Antikdrper gebildet worden sind, und so weiter. Diese Idee
des "Idiotyischen Netzwerkes" ist nicht mehr ganz neu, und wurde teilweise kontrovers diskutiert.
Gut 148t sich mit dieser Theorie erkliren, wie die Mutter einen Teil ihrer erworbenen Immunitét mit
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der Muttermilch als Schutz auf das Kind iibertragen kann. Auflerdem scheint es einen
Zusammenhang mit Autoimmun-Prozessen zu geben (Shoenfeld, 2004).

Mit den in dieser Arbeit durchgefiihrten Experimenten wurde die starke und spezifische Bindung
zwischen rpoE' und rpoF nachgewiesen. Mdglicherweise ist die Kontaktfliche zwischen den beiden
RNAP-Untereinheiten so charakteristisch komplementir gestaltet, dass es zu der geschilderten
Antikdrperbildung gekommen ist.
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4.12.2 Untersuchungen mit MALDI-TOF-MS

MALDI-TOF-MS ("Matrix assisted laser desorption ionisation time-of-flight mass spectrometry")
ist heute eine Standardmethode zur Ermittlung des Molekulargewichts von Proteinen. Auch fiir
einzelne Untereinheiten der nativ gereinigten RNA-Polymerase aus Pyrococcus furiosus wurden
Messungen vorgenommen, die freundlicher Weise von Dr.K.Strupat (Institut fiir Medizinische
Physik und Biophysik, Miinster) unter der Leitung von Prof.Dr.F.Hillenkamp durchgefiihrt wurden.
Zur Technik: (Schleuder et al., 1999).

Hauptintention der Anwendung dieser Technik war das Bemiihen, eine eindeutige Zuordnung und
Identifizierung der "kleinen" Untereinheiten (also F, H, K, L, N, K und eventuell E") zu erlangen.
Bei den groBen und mittleren RNAP-Untereinheiten (B, A', A", D und E') war die Zuordnung
dagegen schon viel friither klar.

Std. Pol
21,0 kDa — i
."'“"' —6
12,5 kDa == s —— — §
s —
-3
6,5 kDa — —_2

Abb.4-58: Ausschnitt einer PVDF-Membran mit den "geblotteten" kleinen RNAP-Untereinheiten

Es wurden gezielt die Banden 1 — 5 mit MALDI-TOF-MS analysiert. Beginnend mit der am weitesten im denaturierenden
PA-Gradientengel gelaufenen Bande, ergaben sich folgende Messwerte: 1: 6225 Da; 2: 8040 Da; 3: 8980 Da; 4: 11230
Da; 5: 7150 Da bei einem Massenfehler von +/- 15 Da. Da bei der Elektrophorse ein Tricin-Puffer-System verwendet
wurde, weicht das Bandenmuster etwas von dem in [Abb.4-39] gezeigten ab. 6: wurde vorlaufig rpoF zugeordnet (siehe
hierzu auch das Western Blotting-Experiment mit Antikdrpern gegenuber rpoF im vorangehenden Abschnitt). Std.:
Banden des Molekulargewichtsstandards; Pol: kleine Untereinheiten der nativ aus P.furiosus gereinigten RNAP. Graue
Buchstaben: Hypothetische Zuordnung von Untereinheiten zu den Banden 1 — 5 aufgrund von MALDI-TOF-MS-Daten.

Es wurden zwei unterschiedliche Ansdtze verfolgt: Einerseits die Messung der Pridparation der
nativen RNAP mit ihrem Gemisch aus 11-12 Untereinheiten, was eine Vielzahl von Signalen
lieferte, die nicht alle einwandfrei zugeordnet werden konnten. Andererseits die gezielte Messung
der auf der Membran voneinander separierten Proteine.

Da zum jetzigen Zeitpunkt alle RNAP-Gene im Genom von P.furiosus identifiziert sind, und sich
die theoretischen Molekulargewichte leicht berechnen lassen, kann eine direkte Zuordnung zu den
gezeigten Banden beziehungsweise zu den gemessenen Molekulargewichten durchgefiihrt werden:

Kleine RNAP-Untereinheiten 5 Banden per MALDI-TOF-MS
rpoF: 14095 Da
rpoL: 11115 Da Bande 5: 7150 Da
rpoH: 9245 Da Bande 4: 11230 Da
rpoN: 8199 Da Bande 3: 8980 Da
rpoE2: 6953 Da -Bande 2: 8040 Da
rpoK: 6236 Da¢——— Bande 1: 6225 Da
rpoP: 5757 Da

Abb.4-59: Zuordnung von RNAP-Untereinheiten auf der Basis von MALDI-TOF-MS Daten

Wie aus den Daten zu erkennen ist, war rpoF den Erwartungen entsprechend nicht unter den
gemessenen Banden. Auch das bekanntermafBlen aufgrund der hohen positiven Ladung in SDS-
Gelen irregulédr langsam laufende rpoP wurde offensichtlich nicht detektiert (eigentlich soll sich mit
dem Tricin-Puffersystem gerade bei den kleinen Untereinheiten eine besonders gute Auftrennung
ergeben). Da das Vorhandensein von rpoP in der RNAP-Préparation an anderer Stelle eindeutig
nachgewiesen wurde, kommt eigentlich nur die Interpretation in Betracht, dass das Protein
gemeinsam mit einer anderen Untereinheit in einer der analysierten Banden enthalten ist. Wenn
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man entsprechend dieser Vermutung annimmt, dass eine zwei Proteine enthaltende Bande auch
optisch stirker hervortritt, kommen hierfiir besonders Bande 4 und 5 in Frage. Tatsédchlich findet
sich im "Schreiberprotokoll" der entsprechenden Messung flir Bande 4 neben dem Signal bei ca.
11230 Da ziemlich genau bei 5700 Da ein starkes Signal, welches als der H*" protonierte Zustand
interpretiert wurde (im Gegensatz zu H' fiir das 11230 Da-Signal). Falls tatsichlich auch rpoP (mit
einem MG von 5757Da, siehe oben) in der Bande enthalten wire, konnte das Signal bei ca. 5700 Da
also zusitzlich den einfach protonierten Zustand von rpoP enthalten.

Fir Bande 5 kommt eigentlich nur rpoE2 in Frage, was besonders interessant ist, weil das
Vorhandensein von rpoE2 in der RNAP-Priaparation von Pyrococcus furiosus noch nicht mit
Sicherheit nachgewiesen wurde.

Da allerdings die Abweichungen der theoretischen und praktische gemessenen Molekulargewichten
groBer als erwartet sind (rpoK/Bandel: -11 Da; rpoN/Bande2: -159 Da; rpoH/Bande3: -265 Da;
rpolL/Bande4: +115 Da; rpoE2/Bande5: +197 Da), werden die Daten zundchst vorsichtig
gehandhabt (nur der Messwert fiir rpoK/Bandel liegt innerhalb des angegebenen Fehlers von +/- 15
Da). Als Erkldrung fiir die beobachteten Abweichen kommen posttranslationale Modifikationen in
Betracht.

, . 15000
[ Da ] B 40000
120000 - i FE
110000 35000 - . 12000
Al
L]
100000 .
H -
30000 - 11000 1 2]
Q0000 EREE
80000 H
25000 9000 L
70000 . N
E' L
60000 E"
20000 7000 4.
- K :
50000 T . P[:]
[ ¢]
40000 15000 5000

Abb.4-60: Auswertung der MALDI-TOF-MS-Daten von einem Gemisch aus RNAP-Untereinheiten
Korrelation von theoretischem Molekulargewicht der (bekannten) RNAP-Untereinheiten und den Signalen, die mittels
MALDI-TOF-MS aus einer Praparation der nativen RNAP (samt allen darin enthaltenen Untereinheiten) gemessen
wurden. Das Molekulargewichtsspektrum (Einheit Dalton) wurde in 3 fortlaufende, jedoch fiir jeden Aufldsungsbereich
passend skalierte Abschnitte aufgeteilt. Den 12 Untereinheiten stehen 29 Messwerte gegeniiber, von den 3 als "winzig"
eingestuft wurden. Diese Punkte wurden grau eingefarbt. Eines dieser schwachen Signale pafl’t am besten zu rpoN.
Ansonsten 14t sich allen Untereinheiten bis auf E" (rpoE2) ein Molekil dhnlicher GroRte zuordnen. Dass sich hier kein
Signal fur E" findet, steht im Widerspruch zu den oben gezeigten MALDI-TOF-MS-Messungen und verlangt weitere
Untersuchungen.
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5 Zusammenfassung

Pyrococcus  furiosus gehort zur Doméne der Archaea (Euryarchaeota), friher auch
"Archaebacteria", und ist ein hyperthermophiler Mikroorganismus, dessen DNA-abhingige RNA-
Polymerase sich aus 11-12 Untereinheiten zusammensetzt (B, A', A", D, E', E", F, H, K, L, N, P).
Die Gene dieser Untereinheiten wurden identifiziert und bis auf die grofte Untereinheit B alle
kloniert, tiberexprimiert und gereinigt, wobei vor allem die groen Untereinheiten schlecht 16slich
sind. Die Untereinheit A' wurde unter denaturierenden Bedingungen aus EinschluBkorpern
gereinigt. Bei den kleineren Untereinheiten (D, E', F, H, K, L, N, P) sowie den
Transkriptionsfaktoren TBP und TFB erfolgte die Klonierung zusétzlich in den Vektor pET-33b(+)
(Novagen, Inc.), der iber die im Fusionsanteil des resultierenden Proteins enthaltende
Erkennungssequenz ~ Arg-Arg-Ala-Ser-Val eine spezifische, radioaktive Markierung mit
Proteinkinase A ermdglicht.

Anschliefend konnten diese rekombinanten Proteine als Sonden bei "Far Western Blotting"-
Experimenten eingesetzt werden, bei denen im Gegensatz zum Western Blot statt eines Antikorpers
direkt das markierte Protein zum Nachweis von spezifischen Protein-Protein-Wechselwirkungen
verwendet wird.

Spezifische Interaktionen der Untereinheit D mit L, N, P und der groen Untereinheit B konnten
gezeigt werden. Besonders starke Interaktionen zeigten sich fir E+F, A"+H, D+L , D+P, D+B. Die
Wechselwirkungen der Untereinheit K mit TFB war schwécher als entsprechend der Literatur zu
erwarten gewesen wire. Ein Versuch mit teildeletierten TFB-Varianten lieferte einen Hinweis auf
eine stirkere Bindung von Untereinheit K an eine N- und C-terminal leicht deletierte TFB-Form.
Bei Polyacrylamid-Gelelektrophorese unter nativen Bedingungen konnte die Bildung eines D-L-,
D-N- und E'-F-Komplexes nachgewiesen werden.

SchlieBlich konnte mittels Molekularsiebchromatographie ein gut 16slicher D+L-Komplex und ein
mutmalBlicher D-L-N-Komplex gezeigt werden. Die letztgenannten Experimente konnen als
Vorversuche fiir das "Assembly" der RNA-Polymerase aus rekombinanten Untereinheiten
verstanden werden. In der Arbeitsgruppe von Prof.Dr.M.Thomm werden gegenwirtig an der
Universitdt Regensburg im Rahmen der Weiterfilhrung des von mir bearbeiteten Themas bereits
weitere Experimente in dieser Richtung unternommen.

Neben den praktischen Experimenten, erfolgte eine intensive Analyse der Gene der RNA-
Polymerase-Untereinheiten mit bioinformatischen Methoden, wobei auch ein selbstgeschriebenes
Programm zur Extraktion von Daten aus Genom-Dateien, zur Protein-Analyse und zum Erstellen
von Diagrammen zum Einsatz kam. Schwerpunkt war eine Bestandsaufnahme aller RNA-Pol-Gene
aus den gegenwirtig 17 komplett sequenzierten Archaea. Resultierende Alignments dienten als
Grundlage zur Visualisierung von gegeniiber Archaea konservierten Regionen in dem seit kurzem
verfiigbaren 3D-Modell der eukaryotischen, aus 12 Untereinheiten bestehenden RNA-Polymerase
von Saccharomyces cerevisiae. Es wurde eine detaillierte Gegeniiberstellung der bei Archaea bzw.
Pyrococcus furiosus gegeniiber S.cerevisiae dhnlichen und abweichenden Regionen innerhalb der
einzelnen RNA-Pol-Gene erarbeitet.

Eine Untersuchung der Verteilungshaufigkeit bestimmter Aminosduren in RNA-Polymerase-Genen
sowie in allen Proteingenen der untersuchten Organismen lieferte interessante Details zum Thema
"Thermoadaptation".
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6 Summary

Pyrococcus furiosus belongs to the domaine Archaea (Euryarchaeota), formerly known as
Archaebacteria and is a hyperthermophilic microorganism with an optimal growth temperature of
100°C. It contains of a DNA dependent RNA polymerase (RNAP) out of 11-12 different subunits
(B, A, A", D, E', E", F, H, K, L, N, P). All RNAP genes except for the largest subunit B were
cloned in E.coli, overexpressed and purified. Above all, the large subunits showed limited
solubility. Subunit A' was purified from inclusion bodies under denaturing conditions.

Medium sized and small subunits (D, E', F, H, K, L, N, P) and the general transcription factors TFB
and TBP were subjected to additional cloning into the vector pET-33b(+) (Novagen Inc.). The
rekombinant proteins can be specifically labled with radioactivity via Protein kinase A catalytic
subunit from heart muscle (HMK) because of the included 5-amino acid HMK recognition site
ArgArgAlaSerVal.

Subsequently all *2

P-labled proteins were used as probes in Far western blotting analysis to detect
direct protein—protein contacts without additional need of antibodies.

Specific interaction of subunit D with the small subunits L, N, P and the largest subunit B were
shown. Particularly strong interactions became visible between subunits E'-F, A"-H, D-L, D-P and
D-B. Binding of subunit K to TFB was less intense as expected from literature. A slightly both N-
and C-terminal truncated form of TFB showed increased affinity to subunit K compared with the
wild type TFB.

Finally, a readily soluble D-L complex and a putative D-L-N complex were detected in size
exclusion chromatography experiments. The last-mentioned approach can act as a preliminary
experiment for the reconstitution of the P.furiosus RNA polymerase from recombinant subunits.
Allready now further experiments with additional subunits are carried out in the workgroup of
Prof.Dr.M. Thomm at the University of Regensburg, Germany.

Apart from practical experiments a detailed analysis of all RNAP subunit genes by bioinformatic
means was done. A computer program was written to facilitate the extraction and the analysis of the
genes from the available microbial genomes, to calculate certain informations about proteins and to
generate space-saving diagrams. The main focus was a stock-taking of all RNAP subunit genes in
the currently accessable 17 completed archaeal genomes.

An archaeal consensus sequence was calculated for each subunit via extensive alignments and
visualized in the 12 subunit 3D model of the eukaryotic RNAP of S.cerevisiae. A detailed
comparision of sequence similarities of the RNAP subunits in Archaea / P furiosus and
S.cerevisiae was worked out and diskussed.

The analysis of amino acid frequencies within the RNAP genes and all protein genes in the
genomes of different microorganisms provides data about amino acid replacement  and its

importance to thermoadaptation of proteins.
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8 Anhang

8.1 Multiple Alignments

8.1.1 Vorbemerkung und Zusatzinformationen zu den Multiplen Alignments

Die hier gezeigten Alignments wurden zum Zweck groBerer Ubersichtlichkeit vom Ergebnisteil in
den Anhang verlagert. Vor allem die ,,groen* Alignments mit 17-18 Archaea und S.cerevisiae
ziehen sich {iber viele Seiten hin. Um bestimmte Aspekte und Resultate aus diesen
Sequenzvergleichen intuitiv erfassen und betonen zu konnen, werden im Ergebnisteil stattdessen
(mit Borland Delphi 5) selbst programmierte Grafiken gezeigt. Die Details dieser Grafiken wéren
ohne die komletten Alignments nicht nachvollziehbar.

Obwohl die drei Pyrococcus-Arten natiirlich auch in den kompletten Alignments enthalten sind,
wird hier zusitzlich der ,kleine® Vergleich innerhalb der Gattung Pyrococcus gezeigt, weil sich
damit einige Details diskutieren lassen, die im grofen Alignment nur schwer erkennbar wiren.
Durchgéngig wurden konservierte Regionen hell, dhnliche Bereiche grau, und stark abweichende
Aminosédure-Positionen schwarz hinterlegt mit weiler Schrift dargestellt. Die Berechnung der
Alignments erfolgte mit ,,Malign“ in Verbinung mit Malign2Msf (beides ,,Biounit™ des dkfz-
Heidelberg; ,,HUSAR* [3.8]). Fiir die Erzeugung der Konsensus-Sequenz und grafische Darstellung
wurde das Programm ,,Bioedit 5.0.9% (siche auch [3.8]) verwendet. Nach Export als RTF-Datei
wurden letzte manuelle Anderungen in Word vorgenommen (z.B. wurden durch iiberstehende, nicht
homologe Enden verursachte ,,massive schwarze Flichen* sowie schwarze Liicken entfernt).

8.1.2 Alignments der drei Pyrococcus-Arten untereinander

8.1.2.1 Untereinheit B (rpoB)
P.furiosus PF1564, P.abyssi rpoB/PAB0423, P.horikoshii PH1546

Pfu rpoB MRGPTVVDVTPDDLWIVMESYWQEKGLVRQHLDSYNAFIERGLQEVVNEFGGIKPDIPDFEVKFGKIRVGEPEFQEPHGQ 80
Pab_rpoB MRGPTVVEVTPDDLWIVMESYWQEKGLVRQHLDSYNAFIDRGLQEVVDEFGGIKPDIPDFEVKFGKIRVGEPEFQEPHGQ 80
Pho _rpoB MRGPTVVEVTPDDLWIVMESYWEEKGLVRQHLDSYNAFIERGLQEVVDEFGGIKPDIPDFEVKFGKIRVGEPEFQEPHGQ 80

Pab _rpoB RKPLYPMDARIRNLTYSAPLYLEMIPVIRGIEQEPVEVRIGELPIMLKSKVYCRLYGLSDDELIOQLGEDPKDPGGYFIING 160

Pfu rpoB RKPLYPMDARIRNLTYAAPLYLEMIPVIKGVEQDPVEVRIGELPIMLKS Y CRLYGLSDEELMKLGEDPKDPGGYFIING 160
Pho rpoB RKPLYPMDARIRNLTYSAPLYLEMIPVIRGIEQDPVEVRIGELPIMLKSKIICRLYGLSDEELHMKLGEDPKDPGGYFIING 160

Pfu rpoB SERVIVSIEDIAPNRTLVEKDERQEKYIAKVFSYRHGYRALVIWERRKDGIL IPNVPKPVKFVYVMRALGLERDKDI 240
Pab_rpoB SERVIVSIEDIAPNRTLVEKDERQEKYIAKVFSYRHGYRAL RKKDGIL IPNVPKPVKFVYVMRALGLERDKDI 240
Pho _rpoB SERVIVSIEDIAPNRTLVEKDERQEKYIAKVFSYRHGYRAL RKKDGIL IPNVPRPVKFVYVMRALGLERDKDI 240
Pfu rpoB VEAVGNDPEVQQIMFDNLEDASDITTQQEALEFIGKLVAPGQAREYRLKRAEYVIDNNLLPHMGVSPEDRIKKAYYLGMM 320
Pab _rpoB VDAVGNDPEVQQILFDNLEDASDITTQQEALEYIGKLVAPGQAREYRLKRAEYVIDNNLLPHIGVSPEDRIRKAYYLGMM 320
Pho _rpoB VDAVGNDPEVQQILFDNLEDASDITTQQEALEYIGKLVAPGQAREYRLKRAEYVIDNNLLPHMGVTPEDRIRKAYYLGMM 320

Pfu rpoB ALKVIELSLG! EDDKDHYANKRLRLAGDLLKDLFRVAFSQLVKDIQYQMTKTYQRKGDKYE IHRFIRNSIRPDVL 400
Pab _rpoB ALKVIELSLGKRMEDDKDHYANKRLRLAGDLLKDLFRVAFSQLVKDIQYQMTKTYQRRGEKY] IHRFIRNSIRPDVL 400
Pho _rpoB ALKVIELSLGKRYEDDKDHYANKRLRLAGDLLKDLFRVAFSQLIKDIQYOMTKTYQRRGEKY\Y IHRFIRNSIRPDVL 400
Pfu rpoB TERIEHALATGAWPGGRTGVSQLLDRTNYMSTLSHLRRVTSPLDREQPHFEARDLHGTHWGRICPTETPEGPNCGLVKNL 480
Pab _rpoB TERIEHALATGAWPGGRTGVSQLLDRTNYVSTLSHLRRVTSPLDREQPHFEARDLHGTHWGRICPTETPEGPNCGLVKNL 480
Pho _rpoB TERIEHALATGAWPGGRTGVSQLLDRTNYVSTLSHLRRVTSPLDREQPHFEARDLHGTHWGRICPTETPEGPNCGLVKNL 480

Pfu rpoB ALMAQITTAVPEEEIREYLMSLGIVPIEVRRPBPUILWRVYLNGVLIGTIEDGKALVQRIRQDRRSGKISDVINVAYYEDV 560
Pab _rpoB ALMAQITTAVPEEEVKEYLMSLGIVPIEVRRPEPIXLWRVYLNGVIIGTIEDGKALVERIKKDRRSGKISDIINVAYYEDV 560
Pho_rpoB ALMAQITTAVPEEEVREYLMSLGIVPIEVRRPEPIXLWRVYLNGVLIGTVEDGKALVERIKKDRRSGKISDIINVAYYEDV 560
Pfu rpoB KEVYVNSDDGRVRRPLIIVEN Y PKLTKEHVQAVKEGRLKWSDLIKMGIIEYLDAEEEENAYVAMWPWEVTEEHTHLELM 640
Pab_rpoB REVYVNSDDGRVRRPLIIVENEEPKLTKEHVQAIKEGRLKWSDLVRMGVIEYLDAEEEENAYVAMWPWEVTEEHTHLELM 640
Pho_rpoB KEVYVNSDDGRVRRPLIIVENGYPKLTKEHVQAIKEGRLKWSDLVRMGVIEYLDAEEEENAYVAMWPWEVTKEHTHLELM 640

Pfu rpoB PAAILGLPASLVPYPEHNAAPRNTYGAGMAKQSLGLGWANFRIRVDTRGHLLHYPQIPLVNSRIMKAVGYEDRPAGQNFV 720
Pab _rpoB PAAILGLPASLIPYPEHNAAPRNTYGAGMAKQSLGLGWANFRIRVDTRGHLLHYPQIPLVNSRIMKAVGYEDRPAGQNFV 720
Pho _rpoB PAAILGLPASLIPYPEHNAAPRNTYGAGMAKQSLGLGWANFRIRVDTRGHLLHYPQIPLVNSRIMKAVGYEDRPAGQNFV 720

Pab _rpoB VAVLAYEIGYNMEDAIIINKASIERGLARSTFFRTYEAEEKKYLGGQTDKFEIPEPTVRGYRGEKYYRHLDEDGLIFPESK 800

Pfu rpoB VAVLA GYNMEDAIIINKASIERGLARSTFFRTYEAEEKKYLGGQTDKFEIPEPTVRGYRGEKYYRNLDEDGLIFPESK 800
Pho_rpoB VAVLAY[IGYNMEDAIIINKASIERGLARSTFFRTYEAEEKKYLGGQTDRFEIPLPTVRGYRGEKYYRHLDEDGLIFPESK 800
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Pfu rpoB VEGKDVLVGRTSPPRFLEERGLgEzSLQERRETSVAVRPSEKGVVDKVIITETGDGTKLVKVTVRDLRIPELGDKFASRH 880
Pab rpoB VEGKDVLIGRTSPPRFLEERGLGLVSLQERRETSVAVRPSERGVVDKVIITETGDGTKLVKVTVRDLRIPEIGDKFASRH 880
Pho_rpoB VEGKDVLIGRTSPPRFLEERGLGLWVSLQOERRETSVAVRPSEKGIVDKVIITETGDGTKLVKVTVRDLRIPEIGDKFASRH 880

Pfu rpoB GQKGVIGLIVPQEDMPWTESGIVPDLIVNPHGIPSRMTVGQLIEAIGGKVASLKGRRVDGTAFIGEPEEKLRKELEELGF 960
Pab rpoB GQKGVIGLIVPQEDMPWTESGIVPDLIVNPHGIPSRMTVGQLLEAIGGKVAALKGRRVDGTAFIGEPEEKLRKELEELGF 960
Pho_rpoB GQKGVIGLIVPQEDMPWTESGIVPDLIVNPHGIPSRMTVGQLLEAIGGKVAALKGRRVDGTAFIGEPEEKLRKELEELGF 960

Pfu rpoB KHTGREIMYDGITGKREEADIFIGVIYYQRLHHMVADKIHARSRGPVQVLTKQPTEGRAREGGLRFGEMERDVLVGHGAA 1040
Pab rpoB KHTGREIMYDGITGKRHEADIFVGVIYYQRLHHMVADKIHARSRGPVQVLTKQPTEGRAREGGLRFGEMERDVLVGHGAA 1040
Pho_rpoB KHTGREIMYDGITG! EADIFIGIIYYQRLHHMVADKIHARSRGPVQVLTKQPTEGRAREGGLRFGEMERDVLVGHGAA 1040

Pfu rpoB MLLIERLLEESDKTEVWVCENCGHIALED JRVYCPVCGEEERISKVEMSYAFKLLLDELKAMVIRPKLNLSERV 1117
Pab _rpoB MLLIERLLEESDKTEVWVCENCGHIALEDK KVYCPVCGEEERISKVEMSYAFKLLLDELKAMVIRPKLNLTERV 1117
Pho rpoB MLLIERLLEESDKTEVWVCENCGHIATIEDKI KVYCPVCGEEERISKVEMSYAFKLLLDELKAMVIRPKLNLTERV 1117

( Positionen mit Aminosaureaustausch: 66, hiervon 51 ahnlich und 15 stark abweichend ).

8.1.2.2 Untereinheit A’ (rpoA1)
P.furiosus PF1563, P.abyssi rpoA1/PABO0424, P.horikoshii PH1545

Bei P.furiosus wurde der Startpunkt drei Aminosaure-Positionen friher als in PF1563 annotiert angesetzt.

Die Daten stimmen auf diese Weise u.a. besser mit der Position der ribosomalen Bindestelle tiberein.

Pfu rpoAl SMKKVIGSIEFGILSPQEIRKMSAVEVTVPDTYDDDGYPIEGGVMDKRMGVIDPGLRCETCGERAGECPGHFGHIELA 77
Pab_rpoAl SVKKVIGSIEFGILSPQEIRKMSAVEVTVPDTYDDDGYPIEGGVMDKRMGVIDPGLRCETCGIKAGECPGHFGHIELA 80
Pho_rpoAl SVKKVIGSIEFGILSPQEIRKMSAVEVTVPDTYDDDGYPIEGGVMDKRMGVIDPGLRCETCG/JKAGECPGHFGHIELA 80

Pab rpoAl RPVIHVGFAKTIHRILESTCRECGRIKLTDEEIEEYMKKLELAKNRRSEYNKILKEIHKKARERMVCPHCGAPQYPIKFE 160

Pfu rpoAl RPVIHVGFAKTIYRILESTCRECGRIKLTDEEIEEYMKKIELARNRRSEE%EIIKEIHKKAKERMVCPHCGAPQYPIKFE 157
Pho_rpoAl RPVIHVGFAKTIHRILESTCRECGRIKLTDEEIEEYMKKLELAKNRRSENKILKEIHKKARERMVCPHCGAPQYPIKFE 160

Pfu rpoAl KPTIYWEIRKDEQGNEYRHRLMPTEVRDLEKIPDKDLPLLGLSPEKSRPEWMVLTVLPVPPVTIARPSITLETGIRAEDD 237
Pab rpoAl KPTIYWELRKDEQGNEYKHRMMPTEIRDRLEKIPDKDLPLLGLEPEKSRPEWMVLTVLPVPPVTIARPSITLETGIRAEDD 240
Pho _rpoAl KPTIYWELRKDEQGNEYKHRMMPTEIRDJLEKIPDKDLPLLGL PEKSRPEWMVLTVLPVPPVTERPSITLETGIRAEDD 240
Pfu rpoAl LTHKLVDIIRINNRLKONIEAGAPQLIIEDLWDLLQYHVTTYINNE!N:GVPPAKHKSGRPLKTLAQRLKGKEGRFRGNLS 317
Pab _rpoAl LTHKLVDIIRINNRLKONIEAGAPQLIIEDLWDLLQYHVTTYINNERGVPPAKHKSGRPLKTLAQRLKGKEGRFRGNLS 320
Pho _rpoAl LTHKLVDIIRINNRLRONIEAGAPQLIIEDLWDLLQYHVTTYINNE{{SGVPPAKHKSGRPLKTLAQRLKGKEGRFRGNLS 320

Pfu rpoAl GKRVNFSARTVISPDPMISINEVGVPVEVAMELTVPEKVTEFNIERLRKMVLNGPDKYPGANYVIDPEGRRRBRIMDSNKE 397
Pab rpoAl GKRVNFSARTVISPDPMISINEVGVPIQIAMELTVPEKVTEFNIEKLRKMVLNGPDKYPGANYVIDPEG! RIMESNRE 400
Pho _rpoAl GKRVNFSARTVISPDPMISINEVGVPIQIAMELTVPEKVTEFNIEKLRKMVLNGPDKYPGANYVIDPEG! RIMESNKE 400

Pfu rpoAl E LDIGWTVERHLMDGDIVLFNRQPSLHRMSIMAHRVRVMPYRTFRLNLAVCPPYNADFDGDEMNLHVPQTEEAQAE 477
Pab_rpoAl H WIDIGWTVERHLLDGDIVLFNRQPSLHRMSIMAHRVRVMPYRTFRLNLAVCPPYNADFDGDEMNLHVPQTEEAQAE 480
Pho _rpoAl RLARIDIGWTVERHLVDGDIVLFNRQPSLHRMSIMAHRVRVMPYKTFRLNLAVCPPYNADFDGDEMNLHVPQTEEAQAE 480

Pab _rpoAl ARILMEVONHIISPRYGGPIIGGIQDHISGGYLLTREGAYFTREEVEQMLMFAGVDINELPEPDK SPLWSGKTIF 559

Pfu rpoAl ARILMEVONHIISPRYGGPIIGGIQDHISGGYLLTREGAYFTRDEVEQMLMFAGVDINELPEPDKYNEN NPLWSGKTIF 557
Pho _rpoAl AKILMEVONHIISPRYGGPIIGGIQDHISGGYLLTREGAYFTREEVEQMLMFAGVDIELPEPDK SPLWSGKTIF 559

EN
EN

Pfu rpoAl SLLLPEDLTVWYRNKLCDEIRERCEALEKLIEEKLMPDPEEVRKLAYDGFVYIQNGKLLSGAIDKKAYGREDGIILDLIVR 637
Pab _rpoAl SLLLPDDLTVWYRNKLCDEIERCEALEKLIEEKLMPDPEEVRKLAYDGFVYIQNGKLLSGAIDKKAYGREDGIILDLIVR 639
Pho _rpoAl SLLLPDDLTVWYRNKLCDEEKCEALEKLIEEKLIPDPEEVRKLAYDGFVYIQNGKLLSGAIDKKAYGREDGIILDLIVR 639

Pfu rpoAl EYGVERARQFLDQVTKLTIWVITHKGFTTGIDDEDLPEEARDRIREITREAEERVNKLIEAYKRGELEPLPGKSLEDTLE 717
Pab _rpoAl EYGVERARQFLDQVTKLTIWVITHKGFTTGIDDEDLPEEARDRIKEITREAEERVEKLIEAYKRGELEPLPGKTLEETLE 719
Pho_rpoAl EYGVERARQFLDQVTKLTIWVITHKGFTTGIDDEDLPEEARDRIREITREAEERVGRLIEAYKRGELEPLPGKSLEETLE 719

Pak;rpoAl SINIMAVLAEARDNAGSIAEKYLGMDN IMAKTGARGKILNITQMAALLGQQSIRGKRLYRGFRGRVLSHFKPGDLGAR 799

Pfu rpoAl S IMAVLAEARDNAGAVAEKYLGMDNiEEIMAKTGARGKILNITQMAALLGQQSIRGKRLYRGFRGRVLSHFKPGDLGAR 797
Pho _rpoAl S|§IMAVLAEARDNAGSVAEKYLGMNNHLWIMAKTGARGKILNITQMAALLGQQSIRGRRLYRGFKGRVLSHFKPGDLGAR 799

Pab _rpoAl AKGFVVNSYKSGLSPQEYFFHAMGGREGLVDTAVRTAQSGYMQRRLINALQDLKVDYDG PIGVIVQFRYGEDGVDP 879
Pho _rpoAl AKGFVVNSYKSGLSPQEYFFHAMGGREGLVDTAVRTAQSGYMORRLINALQDLKVDYDG! PI\GVIVQFRYGEDGVDP 879

Pfu rpoAl MKSWRGKTVDVDRIIVRTLL! A 910 (korrigiert)
Pab _rpoAl MKSWEeGKTVDVDRVIMRTLI 907
Pho_rpoAl MKSWEGKTVDVDRVIVRTLI 907

( Positionen mit Aminosaureaustausch: 72, hiervon 43 &hnlich und 29 stark abweichend ).

Pfu rpoAl AKGFVVNSYKSGLTPQEYFFHAMGGREGLVDTAVRTAQSGYMQRRLINALQDLKVEYDG§§EEPEGIIVQFKYGEDGVDP 877

8.1.2.3 Untereinheit A” (rpoA2)
P.furiosus PF1562, P.abyssi rpoA2/PAB0425, P.horikoshii PH1544

Pfu rpoA2 MVSHSTIKSLIEKKGENLPE ELYEKLIZKYNEKYKLT ‘EIEHIIDDVVKEYERALVEPGEEXGTVAAQSIGEPSTQ 80
Pab_rpoA2 MVSESTIKSLIEKKGRDLPESVKEELYEKLUKYNEKYKLT ‘EV'EIIDEVV'KEYERALV’EPGE;‘ GTVAAQSIGEPSTQ 80
Pho_rpoA2 MVSESTIKSLIEKKGIDLPESVKSELYEKLIKYNEKYKLTKYEVEIIDEVIKEYEKALIEPGERVGTVARQSIGEPSTQ 80
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Pfu rpoA2
Pab_rpoA2
Pho_rpoA2

Pfu rpoA2
Pab_rpoA2
Pho_rpoA2

Pfu rpoA2
Pab_rpoA2
Pho_rpoA2

Pfu rpoA2
Pab_rpoA2

MTLNTFHYAGVAEINVTLGLPRIIEIVDARKNPSTPMMTVYLDEEHRYDR/ KAEEVARRIEGTTLENLARSTTLDLIII:EE 160
WE 160
MTLNTFHYAGVAEINVTLGLPRIIEIVDARKNPSTPMMTVYLDEEHRYDRIZKAEEVARRIEGTTLENLARTTTLDLINGE 160

MTLNTFHYAGVAEINVTLGLPRIIEIVDARKNPSTPMMTVYLDEEHRYDR¥KAEEVARRIEGTTLENLARTTTLDLI

FIVEIDPERLERSGLTMEKVVKKLESSFKSAEFEYDGYTLIVRPKKEDKISDL KIKKHRLKGLSGVGKTIVRKEG 240
FIVEIDPERLEKSGLTMEKVLKKLQSSFKSAEFEVEGYTLIVRPKKIJEKISDL KVKKHRLKGLSGVGKTIVRKEG 240
FIVEVDPERLEKSGLTMEKILKKLOSSFKSAEFELDGYTLIVRP [EKISDL SEKVKKHRLKGLSGVGKTIIRKEG 240

DEYVIYTEGSNFKQVLKVPGVDPTRTRTNNIHEIAEVLGIEAARNAIIDEIVSTMOEQGLEVDIRHIMLVADMMTLDGIV 320
DEYVIYTEGSNFKQVLKVPGVDPTRTKTNNIHEIAEVLGIEAARNAIIEEIMNTMIEQGLEVDIRHIMLVADIMTLDGVV 320
DEYVIYTEGSNFKQVLKVPGVDPTRTRTNNIHEIAEVLGIEAARNAIIEEIINTM;[EQGLEVDIRHIMLVADIMTLDGVV 320

RPIGRHGVVGEKSSVLARAAFEITVQHLFEAAEKGEVDNLNGVIENVLIGQPVPVGTGMVKLTMKLPLRPQKEKEEV 397
RPIGRHGVVGEKASVLARAAFEITVQHLFEAAERGEVDNLSGVIENVLIGQPVPVGTGMVKLTMKLPLRPQKEKEEV 397

Pho rpoA2 RPIGRHGVVGEKASVLARAAFEITVQHLFEAAERGEVDNLSGVIENVLIGQPVPVGTGMVKLTMKLPLKPQKEKEEV 397

( Positionen mit Aminosaureaustausch: 41, hiervon 28 ahnlich und 13 stark abweichend ).

8.1.2.4 Untereinheit D (rpoD)
P.furiosus PF1647, P.abyssi rpoD/PAB2410, P.horikoshii PH1637

Pfu rpoD WHETIEVOILEKINEDSIINFVLKG SFANALRRTILGEVPTFAVDEVEFYENDSALFDEIIAHRLAMI PLWTPYDRFELD
Pab_rpoD IKILKKIWDDSIWFILE AFANALRRTILGEVPTFAVDEVEFYENDSALFDEITIAHRLAMIPLINTP\YDRFELD
Pho_rpoD [ IKILKKINEDSIWFILE AFANALRRTILGEVPTFAVDEVEFYENDSALFDEITIAHRLAMIPL) ‘TPEDRFELD
Pfu rpoD ALELDDYTVTLSLEAEGPGIVYSGDLKSDDPDVKPGYPNIPIVKLAEGQRLVFNAYAKLGRGKDHAKWQPGEY Y YKYYT]

Pab_rpoD ALELDDYTVTLSLEAEGPGIVYSGDLKSDDPDVKPEWPDIPIVKLAKGQRLVFNAFAKLGRGKDHAKWQPGFIYYKYFTIX
Pho_rpoD ALELDDYTVTLSLEAEGPGIVYSGDLKSDDPDV'KPHPDIPIVKLAKGQRLVFNAYAKLGRGKDHAKWQPG YYKYFTI3

Pfu rpoD VHISKEI L KLAKKRGLPTEEEE EVLVETIKPFYIPKDFEEYEGKIIWEEIVPNTYT TNGELPVEEIVEI
Pab_rpoD IHISKSI KLSKLAKKRGLP\YKENENEVIVIXTIKPFYIPKEFEEYEGKEIWEEIVPNTYV! TNGELPVEEIVISI
Pho_rpoD VHISKZI KL&KLAKKRGLPEKENEH

Pfu rpoD ALKILMRKADRFISELQRLEE 261
Pab_rpoD ALKILMRKADRFINELQEL/Xe 259
Pho_rpoD ALRILMRKADRFINELQRI:NE 261
( Positionen mit Aminosaureaustausch: 49, hiervon 23 dhnlich und 26 stark abweichend ).

EVIVIXTIKPFYIPKEFEEYEGKXIWEEIVPDTYV! TNGELPVEEIV)I

8.1.2.5 Untereinheit E’ (rpoE1)
P.furiosus PF0256, P.abyssi rpoE1/PAB1105, P.horikoshii PH1908

Pfu rpoEl MYKIVTVKDVVRIPPISMFTMDPK! SIILRETYEGIWYDKDEGVILSILEVKDIINDGIIIPGDGATYHEVVFDVLVWEPK

80
78
80

160
158
160

240
238
240

80
Pab_rpoEl MYKIVTVKDVVRIPPEMFTMDPK LVLRETYEGIJYDKDEGVILSIVEVKEVEDGI IVPGDGATYHEVVFDVLVWEPK 80
Pho_rpoEl MYKIVTVKDVVRIPPMFTMDPKEAAULVLRDTYEGHYDRDEGVILSIVEVKEVEDGI IVPGDGATYHEVVFDVLVWEPK 80
Pfu rpoEl [EEVVE ‘DR:PFGAFIRIGPIDGLVHISQLMDDYVVYDERNKQFVGKEKKYLLKIGDm:IIVISHKSKVIRENR 160
Pab_rpoEl |eEVVE DI W PFGAFVRIGPMDGLVHEI SQLMDDYVVYDERNKQFVGKEKKYLLKIGDH 110vSKSRITRENR 160
Pho_rpoEl [EVVE D] PFGAFIRIGPMDGLVHISQLMDDYVVYDERNKQFVGKEKKYLLKIGDEVRARII SEKSRVIRENR 160
Pfu rpoEl IGLTMRQPGLGKFEWIEKEKKKEKEEFGKK 189
Pab_rpoEl IGLTMRQPGLGKFEWIEKEKRKEKENGKK 188
Pho_rpoEl IGLTMRQPGLGKFEWIEKEKRKEKEJNGKK 188
( Positionen mit Aminosaureaustausch: 28, hiervon 15 ahnlich und 13 stark abweichend ).
8.1.2.6 Untereinheit E” (rpoE2)
P.furiosus PF0255, P.abyssi rpoE2/PAB7428, P.horikoshii PH1908a
( trotz Uberlappung mit dem C-terminalen Anteil von E’ héchstwahrscheinlich korrekt translatiert )
Pfu rpoE2 [JSEKACRHCHYITSEDRCPVCGSRDLSEEWFDLVIIVDVENSEIAKKIGAKVPGKYAIRVR 61
Pab_rpoE2 HTEKACRNCHYI TTEDQCPVCGSRDLSEEWFDLVIIIDVENSEIAKKIGAKVPGKYAVRVR 60
Pho_rpoE2 [UTEKACRNCHYITTEDQCPVCGSRDLSEEWFDLVIIIDVENSEIAKRIGAKVPGKYAIRVR 61
( Positionen mit Aminosaureaustausch: 8, hiervon 7 ahnlich und 1 stark abweichend ).
8.1.2.7 Untereinheit F (rpoF)
P.furiosus PF1036, P.abyssi PAB0732, P.horikoshii PH1127
Pfu rpoF MIGREKLGEKYITIAEAKELLLKREEENKAGIEEPLYYEARLALEHAERFAKLEADKAKEAVEELMNIXFEWMSDRIAGK 80
Pab_rpoF MIGRIKLGEKYITIAEAKEILLKKMEE®IKAGIEEPLFYEARLALEHAEKFAKL KAREAVEELTS JFDWMNDRIAGK 50
Pho_rpoF MIGRJKLGERYITISEAKEILLKKMEEEGIKAGIEEPLFYEARLALEHAEKFAKL KARKAIEELMSEFEWMNERI K 80

Pfu rpoF IVDIMPEDSMDLRVIFAKEEYQPTOEEMKQILDILDKYREY 120
Pab_rpoF IVDIMPEDNLDLRVIFAKEEYQPTOEEMKKILEILDKYREW 121
Pho_rpoF LVDIMPEDNLDLRVIFAKEEHQPT|JEEMKKILEILDKYRER 121

( Positionen mit Aminosaureaustausch: 30, hiervon 21 ahnlich und 9 stark abweichend ).
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8.1.2.8 Untereinheit H (rpoH)
P.furiosus PF1565, P.abyssi rpoH/PAB7151, P.horikoshii PHS044

Pab_rpoH EFNIFIWHVLVPEHRILSEEEKKALLEKYRIT|ZAQLPQIKASDPAVKALGAKPGDIIEIKRKSPTAGVYYYYRVVV 80

Pfu rpoH MAGKSEFSIFBHVLVPEHRVLSEEEKKALLEKYKITIPAQLPQIKASDPAVKALGAKPGDVIEIKRKSPTAGVYYYYRVVV 80
MAG
Pho_rpoH MSGKEFNIFHVLVPEHRILSEEEKKALLEKYKIT|ZAQLPQTRASDPAVKALGAKPGDITIEIKRRSPTAGVYYYYRVVV 80

Pfu rpoH ED 82
Pab _rpoH ED 82
Pho _rpoH ED 82

( Positionen mit Aminosdureaustausch: 10, hiervon 7 ahnlich und 3 stark abweichend ).

8.1.2.9 Untereinheit K (rpoK)
P.furiosus PF1642, P.abyssi rpoK/PAB7132, P.horikoshii PH1631a

Pab rpoK MFKYTRFEKARIIGARALQIAMGAPVLIDVPRGITPLEAAIMEFEKGVIPITVIRPS 57
Pho _rpoK MFKYTRFEKARIIGARALQIAMGAPVLIDVPGITPLEAAIMEFEKGVIPITVIRPS 57

( Positionen mit Aminosaureaustausch: 3, hiervon 2 dhnlich und 1 stark abweichend ).

Pfu rpoK MFKYTRFEKARIIGARALQI SMGAPVLIDVPgGI TPLEAAILEFEKGVIPITVIRPS 57

8.1.2.10 Untereinheit L (rpolL)
P.furiosus PF0050, P.abyssi rpoL /PAB2316, P.horikoshii PH0041a

Pfu rpoL MKIEVIKKEENLLEFYLEGEDHTFANLLiELRENPHVK YTIEHPI%%PRFRWTDGEITPEEALEEAAKKI% 80

Pab _rpolL MKIEVIKKEQDLLEFYLEGEDHTFANLLUEWLRENPHVK YTIEHPI PRFRVVTDGKITPEKALEEAAKKI 80
Pho _rpoL MKIEVIKKEEDMLEFYLEGEDHTFANLLIE\YTL.REDPHVK YTIEHPI PRFRVVTDGKVTPEKALEEAARKI 80
Pfu rpol. RAKEVLEAWE 95
Pab_rpoL RAKEVLDAWE 95
Pho_rpoL RAKEVLDAWE 95

( Positionen mit Aminosdureaustausch: 17, hiervon 10 ahnlich und 7 stark abweichend ).

8.1.2.11 Untereinheit N (rpoN)
P.furiosus PF1643, P.abyssi rpoN/PAB7131, P.horikoshii PH1632

Pfu_rpoN Y5V IVPVRCFTCGKVIGDKYYEFKRRVE 31
Pab_rpoN MIVPVRCFTCGKVIGDKYYEFKRRVE 26
3. YRS Y M T EQCWSEIQEEQS PTSQIGQLRVQGLRDKRVIVEY I PLILKTFLLSKTSGVGPiMSaay leiquleleiiarade)n):eadnyeizyy o)

Pfu rpoN AGEDPEKVLDDLGLERYCCRRMLLSHVELIDDIMHYRVY 70
Pab rpoN AGEDPEKVLDDLGLERYCCRRMLLSHVELIDDIMHYRVY 65
Pho rpoN AGEDPEKVLDDLGLERYCCRRMLLSHVELIDDIMHYKVY 119

( Positionen mit Aminos&ureaustausch: 57, hiervon 3 ahnlich und 54 stark abweichend , s.u.).

Untereinheit N mit korrigiertem Start von Pho_rpoN:

Pfu rpoN WIVPVRCFTCGKVI GDKYYEFKRRVEAGEDPEKVLDDLGLERYCCRRMLLSHVELIDDIMHYRVY 70
Pab _rpoN ~~~~~MIVPVRCFTCGKVIGDKYYEFKRRVEAGEDPEKVLDDLGLERYCCRRMLLSHVELIDDIMHYRVY 65
Pho_rpoN ~~@LI IPVRCFTCGKVIGDKYYEFKRRVEAGEDPEKVLDDLGLERYCCRRMLLSHVELIDDIMHYKVY 68

( Positionen mit Aminosaureaustausch: 8, hiervon 3 ahnlich und 5 stark abweichend ).

8.1.2.12 Untereinheit P (rpoP)
P.furiosus PF2009, P.abyssi PAB3072, P.horikoshii PHS056

Pfu rpoP ~~~mnnna~MYEAVYRCIIKCGREVKLDLSHMTRDLRCPYCGSKILYKPRPKVPRRVKATI 49
Pab_rpoP MYEAIYRCIKCGREVKIDLSYTRDLRCPYCGSKILYKPRPKVPRRVKAI 49
2 TR 51} EMGOYLRVVLISQSLRPVRLLEELWSDVE! EAVYRCEKCGREVKLDLSHTRDLRCPYCGSKILYKPRPKIPRRVKAI 77

Untereinheit P mit korrigiertem Start von Pho_rpoP:

Pfu rpoP ﬁEAVYRC KCGREVKLDLSHMTRDLRCPYCGSKILYKPRPKVPRRVKAI 49

Pab_rpoP EAIYRCEKCGREVKIDLS\YTRDLRCPYCGSKILYKPRPKVPRRVKAI 49
Pho_rpoP EAVYRCEKCGREVKLDLSHTRDLRCPYCGSKILYKPRPKIPRRVKAI 49

( Positionen mit Aminosaureaustausch: 6, hiervon 3 dhnlich und 3 stark abweichend ).
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8.1.3 Alignments mit Archaea und Eukarya

8.1.3.1 Untereinheit B und B’ / B” (rpoB, rpoB1, rpoB2)

U.a. bei vielen methanogenen Archaea ist die groe B-Untereinheit in zwei Teile (B’ und B’’)
geteilt. Es mufite die Entscheidung getroffen werden, ob zwei separate Alignments mit B + B’
einerseits und B + B”” andererseits gezeigt werden sollte, oder aber eine Gesamtiibersicht mit B +
B’ + B’’. Ich habe mich fiir Letzteres entschieden, weil sich an dem kombinierten Sequenzvergleich
einige Details im Ubergangsbereich vom C-Terminus von B’’ zum N-Terminus von B’ zeigen
lassen. Dass auf diese Weise fiir ca. die Hélfte der untersuchten Organismen jeweils zwei
Aminosdure-Sequenzen im Alignment enthalten sind, wirkt sich ziemlich negativ auf den
Konsensus aus. Da dieses Alignment vor allem dazu gedacht ist, die Struktur der RNA-Polymerase
bei P.furiosus besser zu verstehen, und das Auffinden von konservierten Regionen hauptsédchlich
iiber den Vergleich mit einem aussagekriftigen Konsensus geschied, wurde der ,,bessere* Konsens
aus den o.g. beiden einzelnen Alignments in Form einer kombinierten Konsensus-Zeile hinzugefiigt
(Consensus). In vielen Féllen wiren die Alignments ohne die Gene von S.cerevisiae homogener
gewesen. Da aber eine der Hauptaussagen dieser Darstellungen in dem Bezug von archaeellen
Mustern auf die Verhéltnisse bei Eukarya liegt, mu3 die teilweise unvorteilhafte Verteilung
hingenommen werden.

Das Zinkfinger-Motiv wurde rot hinterlegt. Die Segmentgrenzen wurden rot unterstrichen.

Ape = Aeropyrum pernix, Tac = Thermoplasma acidophilum, Tvo = Thermoplasma volcanium, Mka = Methanopyrus kandleri
AV19, Mja Methanocaldococcus jannaschii, Mth Methanothermobacter thermautotrophicus, Mac Methanosarcina
acetivorans C2A, Mma = Methanosarcina mazei Goe1, Pfu = Pyrococcus furiosus DSM 3638, Pab = Pyrococcus abyssi, Pho =
Pyrococcus horikoshii, Afu = Archaeoglobus fulgidus, Hsp = Halobacterium sp. NRC-1, Sac = Sulfolobus acidocaldarius, Sso

= Sulfolobus solfataricus, Sto = Sulfolobus tokodaii, Pae = Pyrobaculum aerophilum, Neq = Nanoarchaeum equitans Kin4-M.,
Sce = Saccharomyces cerevisiae (rpb2 als homologes Gen bei Eukarya).
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Mja_rpoB2 KHAMATGEWVGG. ... .. KTGVSQLLDRTSYLA;ES@LRRIVSP. .. .LSRSQPHFEARELHGTEWGKICPSETPEGPNCGL
Sso_rpoB2 RHALATGNWVGG...... RTGVSQLLDRTNWLSJLSHLRRVISE. . . . QPNFEARDLHGTQWGRMCPEETPEGPNEGLVKNLA
Sce_rpb2, KYALATGNWEIOSRINIRRAGVSQVLNRIEIYESTLSHLRREYTP. . . . RELHYT CPIETPEGCGLVKNLSLMS®IS
Ape_rpoB, IATGNWESD. . . . . . RTGISQELDRTNWISPLSHLRRVISP. . .. O HFEARD LHGS{WGR{C PI3E T PEGUNCGLVKNLA:
Pae_rpoB, KTGVSQILDRTNYLSTLSYLRRVVSE. . . . QPHFEARDLHFTQWGRLCI\YETPEGON[GLVKNLALLAET
Pfu_rpoB, RTGVSQLLDRTNYMSTLSHLRRVWSP. . . . OPHFEARDLHGTEWGRICPUETPEGPNCGLVKNLALMAQT
Pab_rpoB, RTGVSQLLDRTNYVSTLSHLRRVWSP. . . . OPHFEARDLHGTi;WGRICPUETPEGPNCGLVKNLALMAQT
Pho_rpoB, RTGVSQLLDRTNYVSTLSHLRRVWSP. . . . OPHFEARDLHGTWGRICPUETPEGPNCGLVKNLALMAQT
Sac_rpoB, RTGVSQLLDRTNWLSYLSHLRRVVSE. . . . OPNFEARDLHGTQWGRMCPIET PEGPNSGLVKNLALLAQVS
Sto_rpoB, RTGVSQLLDRTNWLSWLSHLRRVVSY. . . . OPNFEARDLHGTQWGRMCP|JET PEGPNSGLVKNLALLAQVS
Tac_rpoB, RTGVSQLLDRYSYLSTISHLRRIISP. . . . QPHFEARDLHETOWGRICPNETPEGENCGLVKNAALL
Tvo zngn RTGVSQLLDRYSNLSTISHLRRIISP. . .. QPHFEARDLHJZTOWGRICPNETPEGENCGL
Sso_rp

Consensus HA ATGNWVGG...... RTGVSQLLDRT Y STLSHLRRV SP L R QPHFEARDLH TQWGR CP ETPEGPNCGLVKNLAL
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IDPALILG SIIPYPEHNssml:ETIHSAMAKQSL gsﬁx 2DTRGHLLHYPQVPLVRTRVMEN48: YDERPAGQNFVVAVLS YEGYNIQDALVINKAAIDRG:
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STFFRTYEAEEKK DKFEIL .VRGYRGEKYYRHLDEDGLIQPESKVEGNDVLIGRTSPPRFLEE . e . JGVVDAVIITETED 855
STFFRTYEAEEKK DRFEIPiNai . VRGYRGEKYYRHLDEDGLI)JPESKVEGIDVLIGRTSPPRFLEE . jjle . L& NRZSEKGIVDAVIITETED 855
STFFRAYEREEY KYPGGQED Y& . VKGYKGKDYY LEDNGVVSPETEVK DVLIGKESPPRFLQE KE . . TGIVDWVLITETHE 855
STFFRIYSMEEMKY PGGOEDKIUSPEJZE . KGYK EYY LEDNGIVSPE DVLIGKYSPPRFLOEKE . .. :erYGIVDIFVLVTESSE 855
STFFRTYSAEERRYPGGQEDKFEI AEEYYKNLDDEGII DVLIGKTSPPRFLEEEE. . LTSI 931
STFFRTYSAEERRYPGGQEDKFETI GH JEEYYKNLDESGII) DVLIGKTSPPRFLEEEE. .. LTS 931
STFFRIY] EEMKYPGGQED@EﬁMPE' .VRGYKGKEYYR!LEDNGVVSPEMEVK DVLIGKSPPRFLOE] ... 2 (EEYGIVDIVLITETE 382

EGHIDQVILTE 347

EGIVDSVLVTE] 342
EGIVDSVIITETED 368
T

SSFFRSYEALERRYPGGQEDRFEI PEIYe . VRGYRSER YRHLDEDGI INPERE DVLIGKTSPPRFLEE] A KGIVDLWLLTETYE 342
s FFRTYEEEERRYPGGQEDRFEI D . VRGERGEDRAYRHLDDDGLVYPETKVINISVLLGKTS PPRFLEE] LSIEOKRRETS BGVVDIVELYE 346
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Consensus s FFRTY EE YPGGQED FEIP v GYRG Y LD DG PE V G DVLIGKTSPPRFLEE RR SV R EGVDV TE

N10: Hybrid bindingjie
Sce rpb2, GEKGVKVRVREKIPQIGDKFASRHGOKGIIGIER4RREDMPFTEGIVPDLI INPHAI PSRMTVEGILIESLIMSKVAALEGEEEDAS PFT N . i
rergfn. i

Ape rpoB, [FNKLVKVRVRNLRIPEIGDKFASRHGQKGVIGMI[GPRMDMPYTEEGIEPDVILNPHAIPSRMTVGQLLERING IKG!

Pae rpoB, GNKLVKVRLRELRVPELGDKFASRHGOKGVVGMLLZOEDMPFTERGIVPDIIVNPHALPSRMTVEQLLE IRG GQ IDHTP
Pfu rpoB, GIKL LRIPELGDKFASRHGQKGVIGLIVPQEDMPWTESGIVPDLIVNPHEI PSRMTVGQLIER IGGKVASLKGRRVDGTR
Pab_rpoB, GIKL LRIPEIGDKFASRHGQKGVIGLIVPQEDMPWTESGIVPDLIVNPHEI PSRMTVGQLLENIGGKVAALKGRRVDGT
Pho_rpoB, GIKL LRIPEIGDKFASRHGQKGVIGLIVPQEDMPWTEEGIVPDLIVNP IPSRMTVGQLLERIGGKVAALKGRRVDGTH
Sac_rpoB, GNKLVKVRVRDLRIPEIGDKFATRHGQKGVVGILI] Q~DMPYT‘<GIVPDIILNPHALPSRMTIGQIMERIGG =/DTE
Sto_rpoB, GNKLVKVRVRDLRIPEIGDKFATRHGQKGVIGMLIBQDMPYT| <GVVPDIILNPHALPSRMTIGQIMERLHG P HTP

Tac_rpoB, ?SRVVKImRIPELGDKFASRHGQKGVVGLVVPQEDMPFTE GIIPDLIE:PHSIPSRMTV ILEMIGGKIAS) G IDGT FSGEPE. . .

WSRVVKI RIPELGDKFASRHGQKGVIGLVVPQEDMPFTEEGIIPDLI]
IGDKFSSRHGQKGVIGLIV: DMPFT/; GIVPDLIENPHELPSRMTIGQIIEL GKVASLIGKIVDGTP)

KLVKVRIRDI RVPELGDKFSSRHGQKGVIGMIVPEEDMPFTE| GIEPDLILNPHALPSRETMEILE LHG A GKRIDGSHFT P!

GNRLVKV'KVRDLRIPELGDKFASRHGQKGVMGIEVPQEDLPFTE GIVPDIIINPHAIPSRMTVGQLLEMLGG LEGRRIDGTHUFSGEISE|

GSKLH

GT: FSGENE
= GTRLHKVKVRDI RIPDIGDKFASRHGQKGVIG JDMPFTERG
Consensus G KLVKV VRD RIPE GDKFASRHGQKGVIGL VPQEDMPFTE GIVPDLI NPHAIPSRMTVGQ LE IGGK LGRVDTF GE E.

KVKVRDERIPDIGDKFASRHGQKGVIG:EXgEDMPFTE G:EPDLMINPHAIPSRMTV EMIGGKV[eSMEGRRVNAT
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Sce_rpb2, EgFEVMYN TGKKLYAQT GEEYYQRLEHMVEDKIHARARGPMQVLTRQPuEGRSRDGGLRFGEMERD IHGAARRLKERLMI
Ape_rpoB, REVMYDGITGONIEAF TINIGVLY YORLYHMVADK I HARARGRVELLTROPTEGKARQGGLRFGEMERD(SLVGHGASMLLRDRMLDISDY
Pae_rpoB, GKEVMYEGITGERLNADIFIGIVYYQKLHHMVADKIHARARGPVQILTRQPTEGRSREGGLREGEMERDVLIHHGASHLL ERLVERSD
Pfu rpoB, TGREIMYDGITGKRLEADIFIGVIYYQRLHHMVADKIHARSRGPVQVLTKQPTEGRAREGGLRFGEMERDVLVGHGAAMLLMERLLEESD!
Pab_rpoB, TGREIMYDGITGKREGEADIFVGVIYYQRLHHMVADKIHARSRGPVQVLTKQPTEGRAREGGLRFGEMERDVLVGHGAAMLLMERLLEESD!
Pho_rpoB, TGREIMYDGITGKREADIFIGIIYYQRLHHMVADKIHARSRGPVQVLTKQPTEGRAREGGLRFGEMERDVLVGHGAAMLIMERLLEESD!

Sac_rpoB, PBEYEVVYD TGOKLKSEIIR3GIVY YQKLHHMVADKMHARARGPVQILTRQPTEGRAREGGLRFGEMERDSL I IKDRLLD SEK‘ (VYT
DE EVVYDGITGOKLKEITINIGIVYYOKLHHMVADKMHARARGPVQILTROQPTEGRAREGGLRFGEMERD®L I IKDRLLD SDKLWYT
HGAAMVIKDRLLDQSDesRYL

B EVMYDGI TGRREKADIFVGVIYYQKLHHMV, SRGPVQILTRQPTEGRSROGGLRFGEMERDIL IR
SGUEVMYDGITG IFVGVIYYQRLHHMV. SRGPVQILTRQPTEGRSRQGGLRFGEMERDUL I HGAAMVIKDRLLDQSD{eiYL,
VL EVVYDGRTGOKIKST YjGVVY YOKLHHMVADKLHARARGPVQILTROPTEGRAREGGLRFGEMERD(SL I G GIAMLLKDRLLDYSD
INGRERMYDE T TGEENKK I FVGVMW YK LI L ANKLHARARGPMAI LTROPTEGKSREGGLRFGEMEIDVIIEHGAATBLTER] . .
TGKEVMYDGRTGOKLEAEVFIGVSIYRKLYHMVEZDKEHARSRGPVQVLTRQPTEGRAREGGLRFGEMERDLVL] GASLIJLKERLLDESD

SGKEVMY[JGVSGEKIEAE I FVGHIFY[IKLYHMVSNKLHARSKGPVQVLTRQPTEGRAREGGLRGEMERD}V I GHGAAMVLKERLLDFSD!

TGKEVMYDGITG! IFVGVIYYQKLYHMVSEKIHARSRGPVQVLTRQPTEGRARKGGLRFGEMERDVLIGHGAALLLKDRLLEESD:
TGKEI YDGHTGR‘\I SADVFVGVIYQKLH KMHARSRGPVQVLTRQPTEGRAREGGLRFGEMERDVLVGHG. LKERLLDESD
TGKE YDGRTGR I)XADVFVGVIIYQKLH] KMHARSRGPVQVLTRQPTEGRAREGGLRFGEMERDVLVGHG. LKERLLDESD

Consensus G EVMYDG TG A IF GV YYQKLHHMVA K HARSRGPVQ LTRQPTEGRAREGGLRFGEMERD LIGHGAAM LKERLLD SD

Sce_rpb2, 1224
Ape_rpoB, 1169
Pae_ rpoB, 1127
Pfu rpoB, 1117
Pab_rpoB, 1117
Pho_rpoB, 1117
Sac_rpoB, SYAFKLLI] Lw 'SM nmnnmnmnnmnnnn 1126
SYAFKLL: L\ ISM| (mmmmmmmmmmmmanns 1126
IENSYAFKLMIDELMS 1195
IE{\SYAFKLMIDELNS 1195

SYAFKLLIGELYS! 1#SGG} 649

MSYAFKLLDEL{\S D 603

MSYAFKILLDELKS|JeMb)-AYT)X REEGEE E g etatetatatateteteedii T 10
VEI 3YAFKLLLDELKS R KVEL ENEDFEEFVEKLEKEKVKQKONGEIS

Mth_rpdEfl 'K Y I .EDSEFP. . .. . . VEVSYAFKLLLDELKS EPK 603
Hsp_rpojz}| EEE D ...... IEMSYAFKLLLDE 608

Afu_rpoi:l II DDE! 604
Mac_rpoi:l DIYP 604
Mma_rpoj:jl DIYP 604

Consensus CP CcG I

PHSIPSRMTVGj;ILEMIGGKIASIUG IDGT FSGEPE. . .
GNKLVKVRVRDL REPEIGDKFASRHGQKGVIGMLIPQTDMPYTﬁGVVPDIILNPHALPSRMTLGQIMEEIHG A P _F .
E Pﬁg EPRY,. . .

GSRLEKIRVRE[) ‘RMPELGDKFASRHGQKGWGLI QEDMPFTE] GIVPDLIVNPHAIPSRMSVGQVLEMLEG GRRVDGTPFTGEDRE . . .
ERIPELGDKFASRHGQKGWGE S POEDMPFTQEGVVPDLVLNPHALPSRMTV EMLGG! SLEGREV'DGTPFTGE E...
GSKLHKVRVRDLRIPELGDKFASRHGQKGWGLLVPEEDMPFTE GIVPDLIINPHAIPSRMTV EMIGG! SLEGRRVDGSEFEGE E...

PDLMINPHAIPSRMTV( EMIGG! SDEGRRVNHTHFSGEI JE. ..

(GKEVMYDGTGKKREFETYIGIY YOKLHHLVAEKIHARSRGPVQVLTROPTEGRAREGGLRFGEMERDVLI GHGAAMLLKERLMDESDN IS
G ERLYNGITGERIEAEIFIGV,Y YQKLH] DKVYARSRGPVQVLTRQPTEGRAREGGLRFGEMERDELIRHGAALALKERLLDESDKMENS

EEIEKELHEHGYQQ 1066
.D[ELR 1003
971
962
962
962
2 963

2 963

~KH Ry 1038
KYCFRY 1038

ELOJAT 2 489
EDL"QLE GFRiz 449
SEIGFEly 478

G 454
GFEfy 449
G 453
G 449
Gzl 449
GFLY 449
G

1174
1111
i 1079
1070
1070
1070
1071
1071
GHIATYDR 1148
GHIAIYDR 1148
GYIERYDK 597
GRAIAT 555
L .y 585
561

AVYDK 557
@ V. EN 560
YD¥{ 557

\1 YDK 557
IVARYDK 557

Q0

(D(D



Anhang 115

8.1.3.2 Untereinheit A’ (rpoA1)
Die beiden A-Untereinheiten enthalten bei M.jannaschii jeweils ein Intein. Diese Proteine sind
offensichtlich duch einen autokatalytischen Mechanismus in der Lage, sich korrekt aus dem
,»Wirtsprotein® herauszuschneiden, wobei dessen verbleibenden Teile so zusammengefiigt werden,
dass trotzdem ein funktionsfihiges Protein entsteht (quasi eine extreme posttranslationale
Modifikation). Bei rpoAl ist das Intein 451 Aminosduren lang. Bemerkenswert ist seine (im
Alignment rot markierte) Position im hochkonservierten sensiblen Bereich direkt vor dem
katalytischen Zentrum der A’-Untereinheit (ab Position 461). Auch die Zinkfinger-Motive wurden rot

markiert.
Saccharomyces cerevisiae (Sce_Rpb1)

E, GO0 00 - 000 SO0 000 1100 1300 1300 1400 1500 AE00 AT00
1 2 [ 3 a[ 5] 6 7 il 8 9] 10 B ;I N N < N 7Y | 16 ]
Pyrococcus furlosus (Pfu rpoA1) ) _ -
I S - 1S el 7 L8 1910

Mka_rpoAl 2 PDKIRKMSZVEVIIS PETYDEDGYPIE . GGVMDRMGVIDPGLR

Neq_rpoAl . PEJIRKLSVVEVIXI PEFYD] PIE.N PRMGVIDPGLR

Pae_rpoAl .KVIISIKFGVLSPEYIRKSVMEVIATSEVYDEEGIPVY . GGIDIRLGVEEPGER P

Sso_rpoAl .KYIEIKFGILSPDEIRKMSVTRI ITPDVYDEDGUPIE . GEVMDPRLGVIEPGQK] P

Sac_rpoAl . FGVLSPNEIRQMSVTAI ITSEVYDEDGWPIE . GGVMDPKLGVIEPGEK] P

Sto_rpoAl .KIIeTKFGILSPDEIRKMSVTI ITSEVYDEDGUPIE . GGVMDPRLGVIEPGQK P

Ape_rpoAl . BNIA /D <IEFGVLSPEEIRQLAhVKV’1vﬂvv@DLYEED PVE. GGLIDPHEGIEPGER P

Tac_rpoAl .KRIESIKMALLSPDEIRKLSSVKVITADTYDDDGYPIE . HGLMDHMGVIEPGLR P

Tvo_rpoAl .KRISIKFRLLSPDEIRKLS ITADTYDDDGYPIE . HGLMDMHMGVIEPGLR P

Mth_rpoAl .K.KIOINFGLMSPEDIRKMSVTQIVTPDTYDEDGYPIE.NGLMDPRLGVIDPEL PGHFGEINLARPVIHVGFADMTHKILR
Afu_rpoAl .KRIEATKFEVLSPQEIRRMSVVKIITPETYDDDGFPID . GGLMDERLGVIDPGLR P TRLLY
Mac_rpoAl 2 .KRISIKFGLMSPKEIRKMSATE I ITADTYDDDGEFPID . MGLMDWKLGVIDPGLR PGHFGHIELVIAPVVHVG TRKLLR
Mma_rpoAl 2 . SIKFGLMSPKETRKMSSTIIITADTYDDDGEPID . MGLMDHKLGVIDEGLR P FGHIELVRPVVHVG IRKLLR
Mja_rpoAl ~~~~~~~~~UIANEHIP . 1Y FGLLSPDIIROMSVINKIVTPDTYDEDGYPID . GGLMDWRLGVIDPGL pHFGHTELAKPVIHIGFAKST YKTLK
Pab_rpoAl ~w~~~mnmmannMOS PDTYDDDGYPIE . GEVMDERMGVIDEGLR PGHFGHIELARPVIHVGFAKUWTHRILE
Pho_rpoAl ~~~~~nn~nn~MIGVK. PDTYDDDGYPIE . GEVMDERMGVIDEGLR PGHFGHIELARPVIHVGFAKUWTHRILE
Pfu rpoAl ~~~~~nmmnmmn~~MK. PDTYDDDGYPIE . GGVMDLRMGVIDPGLR PGHFGHIELARPVIHVGFAKNIYRILE
Hsp rpoAl ~~~~~n~~~TEFXSRP. PEE] SIITKVITADTYDDDGEPID . MGLMDPRLGVIDPGLE FGHIELARPVIHVGFSKI#IRRLLR
Sce_rpbl, ~~~~~~ LEEPEE S\iIEKII PETYDENITKIGGLYD PRLGEIDRYLK FGHIDLAKPVHVGF IR TKKVEE

Consensus ~~~~~~~sw . I FG LSP EIRKMS T DTYD DG PI .GG MD R GVIDPGLRC TCG GECPGHFGHIELA PV HVGF K I
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. Clamp head
Mka_rpoAl

EDEIEFYLIVWREERIK . . .. ... ... VN E VIR ATKRESEPH RIEITY{0):4=54 T TM J1o/D 1
Neq_rpoAl o)A LKI)PATK TN1>Y INE DLSNFIQST THK T ER R KT @Y BNAE S AE TKFEKEFY TKGRKEES . . ... oo
Pae_rpoAl GRIMLZDEEIERYEVRNINKLK . . [JRUBAY. . | IANLEEK TIRKKAIERMUEPH V.
Sso_rpoAl CRVKTSEDETEKYE STPIIK. . ...k -L Y \KHQ PHENEKQYKIKIREKPYAFYEE . Rlevi). . .. ....................
Sac_rpoAl GRIKIEEQDLER KRIY| AR . :E PHEGEKQFKIKIFEKPYAVFIVEE . RYESTIV. . ... ...
Sto_rpoAl GRLKIZEEDLORYSIMRELITK . . .. y &E PHEGEKQFKIKIMEKPYAFYEE . R@AeVI. ... ....................
Ape_rpoAl GRIQLIFEEKTKE(YIWMRIRRLY . . [eK| KTFATMM KEA PHEGKFOYKVVYHRPIEFYER KIZAEV . . ... ..o
Tac rpoAl . . PRLIKKaYIIFASOR PHEGAQORKITIDKPTHVFIEE@MRNY . . . . .. ... ... ...t
Tvo_rpoAl BNE 1. TIRFVD L Q PHEGAQOEKI TIDKPTHVFREEGIMN . . . . . ..o ooooeneeee ...
Mth_rpoAl . . WETTKETYINEARROK . @PHEOEEQOE TKIDKPIEIRYEEN . . . . ... ..o
Afu rpoAl . . |XEVVKEV|3RIGKEVKIE PHEGAEQWEVKFDKPTIIFYL®IX . . . .. .. ...ttt eeie e
Mac_rpoAl . .DLINEVYKEASKYKIEPYENEEQWETKFEKPSIOVIFEIE . . . . ... ... ... ...,
Mma_rpoAl . . .BDLINEVYKEASKWYKE@PYENEEQUETKFEKPSIVIREIE . . . .. ... ... ..o, ..
Mja_rpoAl . FDGGNKN VEEEVYKEASMI PHEGERKYDIKFEKPTIYYRMIE . . . ... ... ... ...............
Pab_rpoAl GRIKLTDEEIEEYM. . . JKNAASNNY . . . NKILKETHKKARERMVEPHEGAIZOYETKFEKPTMYWEIRSK . . . .. ... ..o .
Pho_rpoAl ST GRIKLTDEEIEEYM. . . JRNAIASNY . . . NKILKETHKKARERMVEPHEGAIZOY);TKFEKPTMYWEIBSK . . . .. ... ....oonnnen. .,
Pfu_rpoAl ST GRIKLTDEEIEEYM. . . KKIEMIRNANAG . . . . NETTKETHKKAKERMVEPHEGAIZOY);TKFEKPTIYWERSIK . . . . . ... ..o
Hsp_rpoAl ASLLLTEEE 1DE E"LDI' REAAZOMY . . . . (5D REARKKIG PH| Ti443VOeVLASDYSERTAASMQPDEDEDDAGVSPQEL
Sce rpbl, GKLLL . . DE KK . .. ........ ARfT ErMVE. . . .. QLVSRGGCGNTQPTIRKDGLKLVGSWKKDRATGDADE
Consensus TC CGR L e A CPHCG Q IK EKP E e e e

| ERB Cla.mp corefisd

Mka ZPOAL ...t WD IRMWLEKI PDEDVEILGFHPEJARPERRVLTVLPVPPVTMRPST ILETGERAEDDLTHKLY
Neq IPOAL .t e WLTSEDVRQWLEKIPDEDHKLFGI RPEWLVLTVIEVPPVTHRPSIILETGERSEDDLTHKIA
Pae IPOAL ...t KL P LRERLEKVPEEDLELLGINP) PEWRILZVLPVPPFHVRPSI[ELETGIRSEDDLTHKLV
SSO_TPOAL ... KLTPSDIRERLEKIPDEDVEILGYDPSRPEWMI LTVLPVPPITIRPS IMIESGIRAEDDLTHKLY
88C FPOAL ... KLSPSEIRDRLERIPDSDVELLGYDPKESRPEWMILTVLPVPPITIRPS ITIESGIRAEDDLTHKLY
SO FPOAL ... RLTPSDIRERLERIPDSDIELLGYDPKYMSRPEWMI LTVLPVPPITIRPS ITIESGIRAEDDLTHKLY
Ape IPOAL .. KLTPSEIRERLEKH . ESETETLGVHPERSRPERMVATVLEVPPLAVRPSITLETGLRSEDDLTHRLA
TAC ZPOAL .ottt KITPEEIRERLERIPDDDLIBIFGENP! PEWMVLTVLPVPPINVRPSITLETGERSEDDLTHKLV
TVO_ZPOAL .ottt KIT%EIRERLERIPDDD FGENP PEWMILTVLPVPPINVRPSITLETGERSEDDLTHKLV
Mth TPOAL ..ottt FiKLTPSEVRERLERIFDDDNILGVNPEYARPERMVLTVLPVPPVTVRPSITLETGERSEDDLTHKLY
AFU ZPOAL ittt TPEDVREWLEKI PDDDLIZFGINPKINTRPEWFVLTVLPVPPVTVRPS I ILETGQRSEDDLTHKLY
Mac_IPOAL ... El LTPTEIRDRFEEVPDEDI' IGMDPIG*ARPEWMILTVLPVPPVTVRPSITLESGQRSEDDLTHKLV
Mma_TPOAL ... I3KLTPTEIRDRFEYIPDEDI] GWPWPEWILTWPVPPVTWPSITLESGQRSEDDLTHKLV
Mja_rpoAl ... NEE..... ILTPSDVREHLEKI PDEDSMLLGLNPEARPERMVLTVLPVPPVTVRPSITLETGERSEDDLTHKLY

Pab rpoAl ... .. DEQGNEYKLERMUPTEIRDRLEKI PDKDLIZLLGLHPE! SRPEWMVLTVLPVPPVTERPSITLETGIRAEDDLTHKLV

Pho_rpoAl PTEIRDRLEKI PDKDL)ZL.LGLHPESSRPERMVLTVLPVPPVTVRPSITLETGIRAEDDLTHKLY
Pfu_rpoAl PTEVRDWLEKI PDKDL)ZL.LGLDPEISSRPERMVLTVLPVPPVTIRPSITLETGIRAEDDLTHKLY
Hsp rpoAl [ 2 2 JSRPEWMILTVLPVPPVTLRPSITLDNGQRSEDDLTHKLV
Sce_rpbl, SRPEWMILTELPVPPZEVRPSISFUISOREEDDLTHFKLA

CONSENSUS ...ttt it ittt it ittt ettt L P IRRLE IPD D G P RPEWM LTVLPVPP T RPSITLETG R EDDLTHKLV



Anhang 116
lll4: Active sitejied |
Mka_rpoAl DIVRVNWRLKESLEAGAPEEIIEDS LLQYHVTTYIDNEI GVPEARHREGKPLKGITQRLKGKEGRFREgLAGKRVNFSARSVITPDPI LD} LGVPERIAKELTV
Neq rpoAl DIVRI RIEEEL GAPE ILEENWEMLQYHVATYFDNEL PKARHR . SGRPLKGLIQRIKGKEGRLRINLAGKRVNFSAREVI SDPLTDIDEVGVPEQVAKELT(
Pae_rpoAl DIIRMNEKLKEAI NLWELLQYHVATYFDNELPGIPJAKHR . EGRPLKGIAQRLKGKEGRFRGSLSGKRVNFSARTVISPDPHISINEVGVPINIAKELTV
Sso_rpoAl DIVRINERLKESIDAGAPQLIIEDLWDLLQYHVATYFDNEIPGLPPSKHR. SGRPLRTLAQRLKGKEGRFRGNLSGKRVDFSSRTVISPDPNISIDEVGVPE I:%LTV
Sac_rpoAl DIIRLNERLKESIEAGAPQLIIEDLWDLLQYHVATYFDNEIPGLPPAKHR.SGRPLRTLAQRLKGKEGRFRGNLSGKRVDFSARTVISPDPNLSIDEVGIPFIARILTV
Sto_rpoAl DIIRINERLKESIDAGAPQLIIEDLWDLLQYHVSTYFDNEIPGIPPAKHR.SGRPLRTLAQRLKGKEGRFRGNLSGKRVDFSARTVISPDPNISIDEVGVEZIIAKMLTV
Ape_rpoAl EIVRENEKLRYI PERLIEENWIVLOEYVARY IDNELPGEGRIFGHR . LKTLAQRLKGKDGRIRGNLSGKRV'NYSARTVISPDP"'ISINEVGVPEEI LTI
Tac_rpoAl DIIRISQRLRESEDNGSPQLIIEDLWDLLQFHVTTYFDNOWPGIPPARHR.SGRALKTLEORLKGKEGRFRSNLSGKRVSFSSRTVISPEPMLSVNEVGVPEIARELTV
Tvo_rpoAl DIIRISQRLRESFDNGSPQLIIEDLWDLLQFHVTTYFDNQWPGIPPARHR .SGRLKTLORLKGKEGRFRSNLSGKRVNFSSRTVISPEPYLSVNEVGVPEKJARELTV
Mth rpoAl DILRINQRLKENMEAGAPQLIVEDLWELLQYHVTTYFDNELSGVPPARHR.SGRPLKTLAQRLKGKEGRFRSNLSGKRVNFSARTVISPDPNISINEVGVPEHIAREVTV
Afu rpoAl DIIRINQRFYENKEAGAPQEILEDLWELLQYHVTTYIDNEVSGIPPARHR.SGRPLKTLAQRLKGKEGRFRGSLSGKRVNFSARTVISPDPELSINEVGVPREIAEELTV
Mac_rpoAl DIIRINQRFQENZEAGAPQLIIEDLWELLQYHVTTFFDNZVSGIPPARHR.SGRPLKTLSQRLKGKEGRFRGSLSGKRVNFSARTVISPDPNLSINEVGVP LTI
Mma_rpoAl DIIRINQRFQENFEAGAPQLIIEDLWELLQYHVTTFFDNSVSGIPPARHR.SGRPLKTLSQRLKGKEGRFRGSLSGKRVNFSARTVISPDPNLSINEVGVP LTM
Mja_rpoAl DIIRINJRLEENIEEGAPSLIIEDLWNLLQYHVJTYFDNERPGIPPAKHR . SGRPLKTLAQRLKGKEGRFRINLAGKRVNFSSRTVISPDPSLSINEVGVPEVAKELTV
Pab_rpoAl DIIRINNRLKONIEAGAPQLIIEDLWDLLQYHVTTYINNEWSGVPPAKHK.SGRPLKTLAQRLKGKEGRFRGNLSGKRVNFSARTVISPDPUISINEVGV! TYELTV
Pho_rpoAl DIIRINNRLRONIEAGAPQLIIEDLWDLLQYHVTTYINNEWSGVPPAKHK . SGRPLKTLAQRLKGKEGRFRGNLSGKRVNFSARTVISPDPYISINEVGVPMOTIAYELTV
Pfu rpoAl DIIRINJRLKONIEAGAPQLIIEDLWDLLQYHVTTYINNELPGVPPAKHK.SGRPLKTLAQRLKGKEGRFRGNLSGKRVNFSARTVISPDPYISINEVGVRYEV: \ELTV
Hsp rpoAl DIIRINQRFYVENEEAGAPQLITIEDLWELLOQYHVTTFMDNEISGHPPARHR.SGRPLKTLSQRLKGKEGRFRGSLSGKRVNFSARTVISPDPULSLNEVGVPDR
Sce rpbl, DILKINIGLE GAPEER EE[NSSL.L.OFHVAT YMDNDIAGSPOAIISK . SGRPVKS IFIRLKGKEGRIRGNLY GKRVDFSARTVI S[EDPNLELDQVGVPKEL
Consensus DIIRIN RL E EAGAPQLIIEDLW LLQYHV TY DNE G PPA HR.SGRPLKTL QRLKGKEGRFRGNLSGKRVNFSARTVISPDP SINEVGVP IA LTV
> [Jll6: Active site (Metal A)[ied
Mka_rpoAl PERVTEWNIDRLRKLVLNGENKH....... PGANYVVER. ....... BEERIRITDENKEQLAERNLE PGDVVERHLMDGD|ZVMFNRQPT L Hife SIAL.GIgRVRVMPGKTFRL
Neq_rpoAl PEIVTEWNLDuLKQEVLNGPEE‘:' ...... LBGANYVIN. .. .PNGR....R KIMEENKEELAERLEPGWVVERHIINGD‘LFNRQPSLHKMSMM ﬁILPGKTFRL
Pae_rpoAl PERVTWNVDJLREYVIRGPEGW....... PGAN ....PEGRR.. RIA| LAERLHPGWIVERHLIDGDIVLFNRQPSLHRVSMMG PGRTFRL
Sso_rpoAl PERITZWNIEKLRQFVINGPDKW....... PGANYVIR. .. .PDGRR. . KE . GYIIERHLIDGDIVLFNRQPSLHRISMMAHRVRVLEGETFRL
Sac_rpoAl PERVTUENIERIRQYIINGPDKW....... PGANYVIK. .. .PDGRR. . SKE . GYVV'ERHLVDGDVVLFNRQPSLHRISMMAHKVRVLPGRTFRL
Sto rpoAl PERVTKLNIERMROYVINGPEKW....... PGANYVIR. .. .PDGRR. . SKE . PGYIVERHLIDGDIVLFNRQPSLHRISMMGHKVKVLPGRTFRL
Ape_rpoAl mRVT JYNLEERRRYVLNGPDKW. . . . . .. PGARFVYK. . . . AERK. JoL EK . LAE LEPGDVVERHLINGDIVLFNRQPSLHRMSIMG VMPGKTFRL
Tac_rpoAl P‘IVNQFNIDEMRELIKR FIMEERVEGVNYVIR. . . . PDGR. . . . AR GWTVERQLMEGDIVLFNRQPSLHRMSMMG ILPGQTF
Tvo_rpoAl P“IVNQFNIDEMREFIKRGV'NYVIR. ...PDGR... .RIKITDQNHEEMRIE GWTVERQLMEGD IVLFNRQPSLHRMSMMG VLPGQTF§E
Mth rpoAl EWNIDRMREYIENGPDMH ....... PGANYVIR. .. .PDGR. . . .KIRIFNERKEFVREYLKPGY IVERHLIDGD IVLFNRQPS LHRMSMMAHQVRVLPYKTFRL
Afu_rpoAl le IDJRREFVIREE. .H....... PZANYIVR. .. .PDGR. .. .RIRVIEENKEELAEKLEPGWIVERQLMDGDIVLFNRQPSLHRMST VLPYKTFRL
Mac_rpoaAl IEQL WYVRNGEDHH. . . .. .. PGANYVER. . ..SDGR. .. .RI NKDDLAEKLEGGWTVERQLIDGDIVLFNRQPSLHKMS T TFRL
Mma_rpoAl IEQLKuYVRNGED ....... PGANYVER. . . .SDGR. . . .RIKVTN#NKEDLAEKLE GWTVERQLIIDGDIVLFNRQPSLHKMS T TFRL
Mja_rpoAl PEKVTKYNIERIRQLLRNGEEKH ....... PGVNWIR@DGMKVKITE NKD@AE GDIVERHLMDGDIVLYNRQPSLHRMSIMAHRVRVLPYRTFR]
Pab_rpoAl PEKVTEFNIEKLRKMVLNGPDKY....... PGANYVI. .. .DPEGR. . ..RIRIME NRE GWTVERHLLDGDIVLFNRQPSLHRMSIMAHRVRVMPYRTFRL
Pho_rpoAl PEKVTEFNIEKLRKMVLNGPDKY....... PGANYVI. .. .DPEGR. . ..RIRIME NKE GWTVERHLVDGD IVLFNRQPSLHRMSIMAHRVRVMPYKTFRL
Pfu rpoAl PEKVTEENIERLRKMVLNGPDKY....... PGANYVI. .. .DPEGR. .. .RERIMD NKEELANQL GWTVERHLMDGD IVLFNRQPSLHRMSIMAHRVRVMPYRTFRL
Hsp _rpoAl [UVVNESNLERDRRYVRNGPEEH....... PGANYVER. . . PDGR . RVRVTER[SEELAERVE PGWEVORHLIDGDI IIFNRQPSLHRMS IMAHEVJVMPYKTFRL
Sce _rpbl, PEVVTZYNID LVRNGPNEH. . .. ... PGAQYVIR. ..... LRuS i. . .oLofiG RHIMDIDEVLFNROPSLHKMSMMAHRVKVIPYFTFRL
Consensus P VI NI R V NGP  ....... PGANYVI .... KE LA L GW VERHL DGDIVLFNRQPSLHRMS MAH VRVLP TFRL
(RQP (TS) LH-Motiv)
ll7: Pore 1j4
Mka_rpoAl FNADFDGDEMNLHVPQSEEARAE
Neq_rpoAl . W TPYNADFDGDEMNEHLVONSEERTET .
Pae_rpoAl HLAVC. . . PPYNADFDGDEMNLHVPQTEEARAEARK .HIITPRYGGRII. . Ah
Sso_rpoAl NLE@C...PPYNADFDGDEMNLHVPQSEE -NIITPRYGGPII. .G QDYISGAYLLT .................
Sac_rpoAl NLIC...PPYNADFDGDEMNLHVPQSEE .NIITPRYGGPII.. EEQDYISGAYLLS .................
Sto_rpoAl NLIWNC...PPYNADFDGDEMNLHVPQSEE .NIITPRYGGPIM. .GGJODYISGAYLLT|/. . . ... .evonnnnn..
Ape _rpoAl NLWVC...PPYNADFDGDEMNLHVPRIFEEAQAE .HILTPRYGGPII. .G GHQDYVSGAYLLT .................
Tac_rpoAl NLAVC...TPYNADFDGDEMNLHVIQMEEARAEARIIMKVOQE .S IMSPRFGGPII. . GGIHDHVIQEFLLTY . ..o\ so
Tvo_rpoAl NLAVC...TPYNADFDGDEMNLHVIQEEARAEARIIMKVQE .®TIMSPRFGRPII. . GGIHDHVTEMFLLT .................
Mth _rpoAl NLEVC...PPYNADFDGDEMNMHVQTEESRAEAKWLMIVOE . HILSPRFGGPII. .GGIHDHISGAYLLTR. ................
Afu rpoAl NPAVC...PPYNADFDGDEMNLHVPQSPEAQAEAKILMWQE .HILSPRFGGPII. .GGIHDHISGLYLLTR. ................
Mac_rpoAl NPAVC...PPYNADFDGDEMNMHALQTEESRAEAKILMQVOE .NILSPRFGGPII. .GGIHDHISGLFLLTR. ................
Mma_rpoAl NPAVC...PPYNADFDGDEMNMHALQTEESRAEAKILMQVOE .NILSPRFGGPII. .GGIHDHISGLFLLTR. ................
Mja_rpoAl NLEvcPPYNADFDGDEWLHVPQSEEARAEAEELMEVEK .HILSPRFGGPII..GAIHDJISGAYLLTR.................
Pab_rpoAl NLAVC...PPYNADFDGDEMNLHVPQTEEAQAEARILMEVOY.HIISPRYGGPII..GGIQDHISGEYLLTR.................
Pho_rpoAl NLAVC...PPYNADFDGDEMNLHVPQTEEAQAEAKILMEVONY.HIISPRYGGPII. .GGIQDHISGEYLLTR. ................
Pfa £p6Al NLAVC...PPYNADFDGDEMNLHVPQTEEAQAEARILMEVQY.HITSPRYGGEII..GGIQDHISGEYILTR. ................
Hsp rpoAl NEYVC...PPYNADFDGDEMNMHALONEEARAEAR! OF . [§ILSPRFG] II. .GATQDHISGUYLLTY.................
Sce_rpbl, NLSV...lSPYNADFDGDEMNLHVPQSEETRAELESLS, ©IVSPQ) . . GEVODRLEGIS 'LTE .................
Consensus NL VC...PPYNADFDGDEMNLHVPQ EEA AEA LM V . I SPR GGPII. .GGI D ISG YLLT .................
(katalytisches Zentrum)

Mka_rpoAl @EIHEGEPLMTGRQLLSVELPDWLD-’VEEENHVCMEEK ......................... WIEEGRIVEGELDEKTVMEEVM
Neq_rpoAl L@E IBGREYPTGKEVFSRALLPDDLD . [3 EV. IKN LLKGVIDKEEVGEEKG
Pae_rpoAl TLHEELWTGKQI I SEIRLPKDLN . TIVENGYLVKGVLDKKS IGAEQED
Sso_rpoAl REYYTGKQVISL\LPKDFN . A RIA . PHDSYVVIKNGULLEGVJDKKATGYQQPE!
Sac_rpoAl KPYYTGKQVISLIJLPKDFN. ] . PHDSFIVIKNGLLEGV)DKKAT
Sto_rpoAl REYYTGKQIVSLIJLPKDFN . ] . PHDSYIVIKNGULLEGVLDKKAIGNQQPE!
Ape_rpoaAl EPLWTGKQLESI|3L.PEDLS . AGIIRY . HDSYIVIENGKLLEGVLDKKAIGAEE
Tac_rpoAl |3 N TENGEZY YHGRY I FSRILPKELN . D) 1YDGKMI] IDEAA
Tvo_rpoAl | ] qyyscﬁms ILP@LN. EzzEIuDGKLI IDEAAI
Mth _rpoAl R...@&LeDEle:. .. ... WTGKEIFSMVLPDDLN. DAYVVIENGQLIEGVIDE
Afu rpoAl ....JPDIEEMAMWER. . ... TGKEIFSRILPD. I 2 YDAYVIIENGKLLK IDEKAVGAFKGE
Mac_rpoAl [..RMNLPEPNe:NEDGKPFWTGKQIFSOILPERLN . MEFS . PNDAYVVIRNGELI IDEAAIGAFKGK.
Mma_rpoAl 5. . BN ELPER] EIGKPYWTGKQIFSQILPE LN .3 . PNDAYVVIRDGKLI EAAIGAFKGK.
Mja_rpoAl M..K.DELJEPDA.VENGEPLYSGKKIFS¥ILPKELN YDAYVVIKDGELIKGVID
Pab_rpoAl N IKELPEPD;$7 . ENGKPLWSGKIIFSLLLPDD TONGKLLEGRID
Pho_rpoAl W IKELPEPD:®Y . ENGKPLWSGKiWIFSLLLPDD roncrLIEGD
Pfu rpoAl |y. IEELPEPDEN "prsc IFSLLLPED ] ronckLIEG D
Hsp rpoAl . .RIDELPINN¥XeiwED IQIFS LLPDDLS . LEFilehgieity WIEDGQLLEGEIHDDI Ny
Sce rpbl, §....... 2 'KPLWSGKQILS IPNEIHEFI- ......................... RS D EML THDGOT IHGVVEKKTVGSELG . ELI
Consensus .. TGK IFS LP . L C D VINGL G DKAG G I

447
452
455
445
445
449
457
453
453
440
437
444
444
455
450
450
447
516
470
282

556
536
539
529
529
533
541
537
537
522
518
526
526
538
534
534
531
598
557
336

641

615
625
638
638
636
673
634
360
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Mka_ rpoAl
Neq rpoAl
Pae_rpoAl
Sso_rpoAl
Sac_rpoAl
Sto_rpoAl
Ape rpoAl
Tac rpoAl
Tvo_rpoAl
Mth rpoAl
Afu rpoAl
Mac rpoAl
Mma_ rpoAl
Mja_rpoAl
Pab_rpoAl
Pho_rpoAl
Pfu rpoAl
Hsp rpoAl
Sce rpbl,
Consensus

Mka_rpoAl
Neq_rpoAl
Pae_rpoAl
Sso_rpoAl
Sac_rpoAl
Sto_rpoAl
Ape rpoAl
Tac_rpoAl
Tvo_rpoAl
Mth rpoAl
Afu rpoAl
Mac_rpoAl
Mma_ rpoAl
Mja_rpoAl
Pab_rpoAl
Pho_rpoAl
Pfu rpoAl
Hsp rpoAl
Sce rpbl,
Consensus

Mka rpoAl
Neq rpoAl
Pae_rpoAl
Sso_rpoAl
Sac_rpoAl
Sto_rpoAl
Ape rpoAl
Tac _rpoAl
Tvo_rpoAl
Mth rpoAl
Afu rpoAl
Mac rpoAl
Mma rpoAl
Mja_rpoAl
Pab_rpoAl
Pho_rpoAl
Pfu rpoAl
Hsp rpoAl
Sce rpbl,
Consensus

Hsp rpoAl
Sce rpbl,
Sce rpbl,
Sce rpbl,
Sce rpbl,
Sce rpbl,
Sce rpbl,
Sce rpbl,
Sce rpbl,

(s : Funnelfied

REJZNR g AR I RAMDK I[ER LELRFV TN {GF TLG I DEIE ) ¢tV W1 SDEARKKEKE T TEEERRLOELDE RIDNGEY LEQNIESEVMIL
RY.......... GPEIIKWLEDVTRLSVE YL NG LTISE0MD . . . ... ... ... IPREGKEQIRKI IERAKKEVDYLIERYKKGE IKPLPGRTIEETLEIEILKVL

RDY.......... IEEE REIDNI IKRSPEKVDKLIDSFRSGELEAMPGTVEETHE EIL
.......... 1 DDS‘HIG(EI IDAKYEVDYILIQKYKYGELEPI PGRTLEESLENMILERIL
IPDEAQNE Ij¥iTKE] QVD#EIRK GQLEPIPGRTIEESLESNMILIML

I KEIDESIEFANMKKVEELIKQ LELIPGRTQEESLERNTLENL

LPDJAKQETEELIRENKERVIEII IEEYRKGLEPIPGRSLEESLEIKIMEVL
IPESAZRIEELVIAOAEDRINKL I EFRRGELQPRPGRSVEDTLEME I LSER
I g NS YKRGELQPEPGRSVEDTLEIEILS 2
IPEEARERIE[NLRYAERVDQLIEAYEJGELEPLPGRSLEETLEMKIMQVL

AEQIEEVLKEAENEVNRLIEAYRRGDLEPMPGRSIEETLEMRIMQVL

. 2 IPEEA)
AGA IPKEARMQINEVL] DHVQELIKSY VIELEPLPGRTLDETIE
AGA A IPKEARMOINEVL EAEDEVQNLIKS ELDPLPGRTLDETIE

.......... NERKFLDSETKMAIREW 4 LPEE IEKVLBEAEEKVKEIIEKYERGELELLPGEINLEESRENT
REY.......... Gi ARQFLDQVTK Iu‘ITHKGFTTGIDDED ............ LPEEARDRIKEIIREAEERVQKLIEAYKRGELEPLPGKTLEETLESKI
REY.......... G~E ARQFLDQVTK Iu‘ITHKGFTTGIDDED ............ LPEEARDRIEEIIREAEERVQRLIEAYKRGELEPLPGKSLEETLESKI
REY.......... ARQFLDQVTKLYIGNWI THKGFTTGIDDED. . . ... ... ... LPEEARDRIKEI IREAEERVNKLIEAYKRGELEPLPGKSLEDTLESHIM;
KGH. .. ..... .. 2 1YHGGFSIGIDDER. . .. ........ ARERIDERI DRVQELIEE%E‘GDLESLPGRTVDETLEMKIM L
RE.......... 2 GFSTGIEDERINY. . .......... REIRE IgEAKKKVEDvEKE‘QjHjELEA@GETLﬁEsﬁEu L
RE .......... GE D LI GFT GI D ............ PEA IEI A V LIEY G LEP PGR EETLE I L

|

NOERJENSRLLKKHIDL . FIMZESGARGSIGNT YEYEDRVEPHFEKSP I GIKEHEGFVRSEFFEGLY
NKARDEGEVIEKHVD . TLAKSGARGKLLNLIOVIGLVGQOSIEG Y. .KDRVLPHFKKGD[X . SAKARGFVEHEFWGLYPWEFFF
SKVREDALNJVVEKYID . iNSIXeML.MAKTGARGS IVNIO! F. .RERTLPHFIYGDI . GAISEG! FREGLTP|EYFF
DKL GDIABKYLD . |Z3NIaANVMARTGARGSVLN I TOMAAMLGQOSVRGERIKRG Y. .JuRTLPHFKENDI . SEEARGFI}{SSFRTGLIPTERFF
DKLRK‘AGEI KYLD IR MARTGARGS[ZLNI TOMTALLGQQSVRGERIRRG Y..EERTLSEF GDI . AlzEARGFVRNSFIGLSPHELFF
DQL GDIAWKYLD . |23NAR(TMAYTGARGSIZLNI TOMTAMLGOQSVRGERIKRG Y. .JMRTLPHFKPGDI . SizDARGFVENSFidGLT PMELFF
DELRKAOEV; LD. ARTGARGS|JVNISQMAAMLGOOAVRGRRIRRG. . . . ... ...... . .RNRVLAHFKENDI . [BzEAJGFVRSSFRKGLPTE\YFF
ESGKL LGLY . [45SVIMARSGARRTMLNI SEVAGIVGQQSVR RLERG ............. YH..NRTLPHFKRGDI.GADARGFVRSSYETGLSPTEYFF
ESGKL LGLY. 'SVIMARSGARETMLNISEVAGIVGQQSVR RINRG. . ........... Y}{. . NRTLPHFKRGDI . GADARGFVKSSYWYTGLTPTEYFF
GEARDKSGEIAEEYEDMDE&EAVI TGARGSMLNLTQITACVGQQOSVRGERIERG. . . .......... Y® . . NRTLPHFKKGEL . GAKSRGFVEISSYKEGLEPREFFF
GRARDZAGKTAQRHLGMDNE . AVIMAY/SGARGSMLNLTQMAACTIGQQSVRGERIERG . . . . ... ...... Y TLSHFKPGDL . GAEARGFVRSSYKKGLSPEFFF
GKARDE] GEIAD GLENS . AVIMARSGARGS ILNLTQMAACVGQQAVRGERIRRG. . . . ... ...... v, ERTLPHFQEGDL . GSDAZGFVKASYKSGLNPTEYFF
GKARD! TADSHMGLENS . AVIMARSGARGS ILNLTQMAACVGQQAVRGERIRRG. . . . ... ...... yg.. RTLPHFIEGDL . GSDAZGFVKASYKSGLNPTEYFF
EEARDKA ATAERYLGLDNH . AVIMATGARGNI LNLTQMAACLGQQSVRGKRIBRG. . . . .. ... .... Y. .RERVLPHFEKGDL . GARSGFVRSSYKKGLSPTEFFF
EARDYAGSTAEKYLGMDNH . iV IMAKTGARGKILNI TQMAALLGQQSIRGKRIMRG . . . ... ... .... F RVLSHFKPGDL.GARAKGFVEESYKSGLSPEEYFF
REARDHA AEKYLGMNNH . AVIMAKTGARGKILNITQMAALLGQQSIRGRRIMRG . . . . ... ... ... F RVLSHFKPGDL.GARAKGFV‘NSYKSGLSPQEYFF
EEARDI ) )WVAEKYLGMDNH . iV IMAKTGARGKI LNI TQMAALLGQQSIRGKRIMRG . . . .. ... ..... F. .RERVLSHFKPGDL . GARAKGFV|NSYKSGLIPSEYEF
GKARDZAGDVAEEN[D . EDNE N SGARGSMLNLTQMAGCVGQQAVRGERIJRG. . . ... ....... Y3 . DRTLSHFRAPNDL . SSEAGFVENSYRSGLTPNEFFF
NEARDRAGZLAEFNLY . Di¥ 0 GSKGSINIAQMSACVGQOSVEGKRI. . . ... ......... 2y FﬁDRTLPHFEKDDE.sEESKGFVENSY JGLIPCEFFF
RD G A L IMA GARGS LNITQMAA GQQSVRG RI RG............. Y . RTLPHFK GD .G A GFV SY GL P E FF

9: Cleftiied :
HAMSGREGLIDXSIRTANSGY! REGRVRD| ..MVIQL YGEDGVDPR
HAASGKDRLMDTHLRTEKSGY VS)YLRD NDRTVRDWF . . GAIFIOF] GEDGI@K
HAAAGRDGLIDTAVRTAQSGYMORRLINALQDWVMVEIYDGTVR. . GVDYS
P!

HAAGGREGLVDTAVRTSQSGYMQORRLINALSDLREEYDGTVRS R 'AVe) St

HAAGGREGLVDTAVKTSQSGYMQRRLINALSDLRIEYDGTVRS .. IVQ ’YGDDHVHP Sm
S|
“%

HAAGGREGLVDTAVKTSQSGYMORRLINALEDLRVEYDGTVRS ..VIEL‘YGEDEVHP [&NT
HAAAGREGLVDTAVKTSQSGYMORRLINALODIfVEYDGTVRD . . LIQLKYGEDGVDPMKT}$:(G
HSIGGREGLVDTAVRTSRSGYMQRRLINABEDLKVDDEREVKDH . \f . GSLIQIRYGEDGID
HSIGGREGLVDTAVRTSRSGYMQRRLINARZEDLKVDEERQVKDH . |jj . GSLIQIKYGEDGID
HAMGGREGLVDTAIRTAQSGYMQRRLVNALQDLEIVDENGRVIDY . . BGVIIQYRFGEDGVD
HAAGGREGLVDTAVRTSQSGYLQRRMINALQDLKVEYDGTVREY . [SGINL.VQFRYGEDGVDPMRS
HAIGGREGLVDTAVRTSQSGYLQRRLVNALQDLEVQYDETVRD..

HAIGGREGLVDTAVRTSQSGYLORRLVNALODLEVQYDMTVRD. .
HAMGGREGLVD[SAVRTAQSGYMORRLINALODLKIEEDGTVRD
HAMGGREGLVDTAVRTAQSGYMORRLINALODLKVDYDGTVRDY .
HAMGGREGLVDTAVRTAQSGYMQORRLINALQODLKVDYDGTVRDY .
HAMGGREGLVDTAVRTAQSGYMORRLINALQDLKVEYDGTVRS)3 .
HAMGGREGLVDTAVRTSKSGYLQORRLINALEELERQYDGTVRD. .
HAMGGREGLIDTAVKTAETGYIQRRLVFALEDINVEYDYT

HA GGREGLVDTAVRT QSGYMQRRLINAL DL V YDGTVRD

Q YGEDG DP GK VD

GAAWEVESDD

953
870
884
880
880
884
895
885
886
870
867
880
880
890
907
907
907
961
915
506

971

GS. .EILGDLKLQVLLDEEYKQLVKDRKFLREVFVDGEANWPLPVNIRRIIQNAQQTFHIDHTKPSDLTIKDIVLGVKDLQENLLVLRGKNEIIQNAQRDAVTLFCCLLR 1023
SRLATRRVLQEYRLTKQAFDWVLSNIEAQFLRSVVHPGEMVGVLAAQSIGEPATQMTLNTFHFAGVASKKVTSGVPRLKEILNVAKNMKTPSLTVYLEPGHAADQEQAKL 1133
IRSAIEHTTLKSVTIASEIYYDPDPRSTVIPEDEEIIQLHFSLLDEEAEQSFDQQSPWLLRLELDRAAMNDKDLTMGQVGERIKQTFKNDLFVIWSEDNDEKLIIRCRVV 1243
RPKSLDAETEAEEDHMLKKIENTMLENITLRGVENIERVVMMKYDRKVPSPTGEYVKEPEWVLETDGVNLSEVMTVPGIDPTRIYTNSFIDIMEVLGIEAGRAALYKEVY 1353
NVIASDGSYVNYRHMALLVDVMTTQGGLTSVTRHGFNRSNTGALMRCSFEETVEILFEAGASAELDDCRGVSENVILGOMAPIGTGAFDVMIDEESLVKYMPEQKITEIE 1463
DGQDGGVTPYSNESGLVNADLDVKDELMFSPLVDSGSNDAMAGGFTAYGGADYGEATSPFGAYGEAPTSPGFGVSSPGFSPTSPTYSPTSPAYSPTSPSYSPTSPSYSPT 1573
SPSYSPTSPSYSPTSPSYSPTSPSYSPTSPSYSPTSPSYSPTSPSYSPTSPSYSPTSPSYSPTSPSYSPTSPSYSPTSPSYSPTSPAYSPTSPSYSPTSPSYSPTSPSYS 1683

PTSPSYSPTSPNYSPTSPSYSPTSPGYSPGSPAYSPKQDEQKHNENENSR 1733
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8.1.3.3 Untereinheit A” (rpoA2)

rpoA2 aus M.jannaschii enthélt ebenso wie rpoAl ein Intein (in diesem Fall 471 Aminosduren
lang). Interessanter Weise ist auch hier eine ansonsten hochkonservierte Region Ziel der Insertion
(ab Position 76).

Saccharomyces cerevisiae ( Sce_Rpb1 ):
1 100 200 00 400 00 GO0 00 00 S0 000 1100 1200 1300 1400 1500 AE00 AT00
11 2z [ 3 __4‘|” ST & [ 7 i 8 [ 9 | 10 [ [ 12 [ 13 [1a] 15 16

1278 395 1436 1535 (EEE]

I_10 11

Sce rpbl, MVGQQYSSAPLRTVKEVQFGLFSPEEVRAISVAKIRFPETMDETQTRAKIGGLNDPRLGSIDRNLKCQTCQEGMNECPGHFGHIDLAKPVFHVGFIAKIKKVCECVCMHC 110
Sce rpbl, GKLLLDEHNELMRQALAIKDSKKRFAAIWTLCKTKMVCETDVPSEDDPTQLVSRGGCGNTQPTIRKDGLKLVGSWKKDRATGDADEPELRVLSTEEILNIFKHISVKDFT 220
Sce rpbl, SLGFNEVFSRPEWMILTCLPVPPPPVRPSISFNESQRGEDDLTFKLADILKANISLETLEHNGAPHHAIEEAESLLQFHVATYMDNDIAGQPQALQKSGRPVKSIRARLK 330
Sce rpbl, GKEGRIRGNLMGKRVDFSARTVISGDPNLELDQVGVPKSIAKTLTYPEVVTPYNIDRLTQLVRNGPNEHPGAKYVIRDSGDRIDLRYSKRAGDIQLQYGWKVERHIMDND 440
Sce rpbl, PVLFNRQPSLHKMSMMAHRVKVIPYSTFRLNLSVTSPYNADFDGDEMNLHVPQSEETRAELSQLCAVPLQIVSPQSNKPCMGIVODTLCGIRKLTLRDTFIELDQVLNML 550
Sce rpbl, YWVPDWDGVIPTPAIIKPKPLWSGKQILSVAIPNGIHLQRFDEGTTLLSPKDNGMLIIDGQIIFGVVEKKTVGSSNGGLIHVVTREKGPQVCAKLFGNIQKVVNFWLLHN 660
Sce rpbl, GFSTGIGDTIADGPTMREITETIAEAKKKVLDVTKEAQANLLTAKHGMTLRESFEDNVVRFLNEARDKAGRLAEVNLKDLNNVKOMVMAGSKGSFINIAQMSACVGQQSV 770
Sce rpbl, EGKRIAFGFVDRTLPHFSKDDYSPESKGFVENSYLRGLTPQEFFFHAMGGREGLIDTAVKTAETGYIQRRLVKALEDIMVHYDNTTRNSLGNVIQFIYGEDGMDAAHIEK 880

Sce rpbl, .. RRMIQNAQQT)H
Tac_rpoA2

Tvo_rpoA2

Mth rpoA2

Sto_rpoA2

Mka_ rpoA2

Neq _rpoA2

Pae_rpoA2

Ape rpoA2

Hsp rpoA2

Afu rpoA2

Mac rpoA2

Mma_ rpoA2

Mja rpoA2

Pab_rpoA2

Pho rpoA2

Pfu_rpoA2

Sso_rpoA2

Sac_rpoA2

Consensus

Sce rpbl, [IDLGSIIIM....... 0 RIFITRR VI DEVLEY TEEPRLRS]

Tac_rpoA2 . .IAYAER. KYGEENLSEDVQ 2 IBLPESVIEEIA. . ....... EK, ILKRIEEEMENILIDPYEAVGIIAA
Tvo_rpoA2 AT 13K YIY EKKVSEQVLD 2 MYIPESVIEEIW. ... ... .. KIYECEKKMIE I LKRIE] ELIDPYEAVGIIAA 193
Mth_rpoA2 KLKEPELQEMVRLFSRI‘ QGLDDDLLDAVEDDYQRIL 2K TUKKE. . ... .. DELIFRVERAYRRARVEGEAVGTVAA 137
Sto_rpoA2 YAMMVS . M4IKSYIER . FAAIRDKLPD! A I 78
Mka_rpoA2 MYVEE LT Ye KD\ ELPDS VR 3GDAVG 71
Neq_rpoA2 YL PEKI LOEFIE PEPIGIITA 53
Pae_rpoA2 ISREDILLS SLIDPGEAIGIVTA 62
Ape rpoA2 AR .LPES@‘ SPGEAVGTVAA 71
Hsp rpoA2 FDVTDGVHDVIESTINAZRRIANR A ANE IF SVDPEDPVGTVEA 68
Afu_rpoA2 . KD|JPF' 2 PGEAAGIVAA 64
Mac_rpoA2 A .KDLPFPSNILI SEIEPEDAAGVVAA 64
Mma_rpoA2 MSISE‘ .KDLPLPSNILI EYjQUS®TEP®DAAGVVAA 67
Mja_rpoA2 . .GLDIP[SLKDELIFEKLEK. . . BFS). . . LTEEY EIIDE NAYREALVEPYEAVGIVAA 65
Pab_rpoA2 MVSBSTIKSLIEK . KGKDLPESVKQELYEKLIK. - YNEKYKLT IIDEVVKEYERALVEPGEAVGTVAA 71
Pho_rpoA2 NSSTIKSLIEK.KGKDLPESVKQELYEKLIK. . . YNEKYKLT! VE IIDEVIKEYEJALIEPGEAVGTVAA 71
Pfu_rpoA2 ‘NSSTIKSLIEK KGWLPENVKEELYEKLKK . . . YNEKYKLTKIEIEL) IIDE;V‘KEYERALVEPGEPVGTVAA 71
Sso_rpoA2 YLE LPOKIVEDLKIRSRYIESS . VTRWE IDKIFDL LIPGEAIGIVAA 75
Sac_rpoA2 EKL R N <DKIPDK 3 RARIMD INGVIHBNAAN R IIDL IREYQ._SLIEPGEAIGVVTA 73
Consensus L PGEAVG VAA 13

Sce rpbl, QSIGEPATQMTLNTFHFAGVARNIVTEGHPRLZEILYZY. KNYSTPSRETVYLEPEHR. . . . IDSERARI I IE TT

IWPDPRE] VEDEE IQEE 1174
B

Tac rpoA2 QSIGEPGTQMTMRTFHFAGVREMNVTLGLPRLIEIVDAR. RIPSTPSMTIYLEPE . YETNSEGOYDVVKRLE .DIGEWTVTVEPDPRKEK. . . 290
Tvo_rpoA2 QSIGEPGTQMTMRTFHFAGVREMNVTLGLPRLIEIVDAR.RIPSTPSMTIYLKPE. DVVKRLE] .. pIcEdrITvi PDPN L..292
Mth rpoA2 QSVGEPGTQMTMRTFHYAGVAELNVTLGLPRLIEIVDAR.KZEIST IYEE D! KIGETLID .. MSVEELDEEKIQ. .. 237
Sto_rpoA2 QSIGEPGTQMTLRTFHFAGIRELNVTLGLPRLIEIVDAR.KTPST IYLTDE. . . . YKYDJ 1EKALEIARKIEYTKIE ssxsv. .DIENMSITIQLDEEMLK... 178

Mka_rpoA2 QSYEEPATQMTMRTFHBAGVAEIDHT] G!PHL@LMP P JLKE YREDREKAEEVARKIE . .XREMMEIELDEERIE. .. 172
Neq_rpoA2 QSJGEPATQMILNAFHFAGVEELSARGLPRLIEILJAK . KiP PSMTIYLE ....... D ELW K KLSDIAKSISI. . 150
Pae_rpoA2 QSIGEPGTQ LREFHYA REQSINIGLPRLIEVDAR . RTPST, 162
Ape rpoA2 QSIGEPGTQMTLRTFHYAGIYE] VTLGLPRLIEIVDAK.@TP IYLKDE . YAKD@EKAZE] IEYTTLE 1 DNIE 171
Hsp rpoA2 QSIGEPGTQMTMNTFHYAGVAEMDVTEGLPRLIEEVDAR.KTPET LEDE. ...Y EVVWKIEATK I D IST. .S 167
Afu rpoA2 QSIGEPGTQMTMRTFHYAGVAEINVTLGLPRLIEILDJR.KNPSTPMMTIG PE YAKDREKAREVANRIEA SDVAD . IEV. . 163
Mac_rpoA2 QSIGEPGTQMTMRTFHYAGVAEINVTLGLPRLIEIVDAR.KIPSTPMMTIV 5DYAYDREKGRILAWE TEATKISEIAD . VTT . . 167
Mma_rpoA2 QSIGEPGTQMTMRTFHYAGVAEINVTLGLPRLIEIVDAR.KIPSTPMMTIH DYAYDREKWRALAWETEATKIGTAD . VTT . . DLSOMS4IID 170

Mja_rpoA2 QSIGEPGTQMTMRTFHYAGVAEINVTLGLPR@IEIVDAR.KEPSTPEMTIYLKEE . . YKENREKAEEIAKEIEFIITLESIAFSIST . . LDEJRLE. .. 165
Pab_rpoA2 QSIGEPSTQMTLNTFHYAGVAEINVTLGLPRIIEIVDAR.KNPSTPMMTVYLDEE. . ..HRYDREKAEEVARRIEGTTLEN TTL..DLINMEFIVEIDPERLE... 171
Pho_rpoA2 QSIGEPSTQMTLNTFHYAGVAEINVTLGLPRIIEIVDAR.KNPSTPMMTVYLDEE. . ..HRYDREKAEEVARRIEGTTLEN TTL. . DLINMEFIVEEDPERLE ... 17

Pfu rpoA2 QSIGEPSTQMTLNTFHYAGVAEINVTLGLPRIIEIVDAR.KNPSTPMMTVYLDEE. .. .HRYDRLOKAEEVARRIEGITLENLARSTTL. . FIVEIDPERLE... 171
Sso_rpoA2 QSVGEPGTQMTLRTFHFAGIRELNVTLGLPRLIEIVDAK. KEPSTPN.W.[TIYLTDE e YKED KALEVARKLEYTKIE SSTSI.. SII LDmEMLK ... 175
Sac_rpoA2 QSVGEPGTQMTLRTFHFAGIRELNVTLGLPRLIEIVDAR.K\yPSTPMMTIYLTDE. .. .YKTD| DKALDIARRIEYTEVE SSVSV.. DISNMSIT DQEMLK ... 173

Consensus QSIGEPGTQMT RTFH AGV E NVTLGLPRLIEIVDAR.K PSTP MTIYL E....Y DREKA A IET .. ..o 71
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Sce rpbl,
Tac_rpoA2
Tvo_rpoA2
Mth rpoA2
Sto_rpoA2
Mka rpoA2

Sce rpbl,
Tac_rpoA2
Tvo_rpoA2
Mth rpoA2
Sto_rpoA2
Mka rpoA2
Neq_rpoA2
Pae rpoA2
Ape rpoA2
Hsp rpoA2
Afu rpoA2
Mac rpoA2
Mma rpoA2
Mja_rpoA2
Pab_rpoA2
Pho _rpoA2
Pfu_rpoA2
Sso_rpoA2
Sac_rpoA2
Consensus

Sce rpbl,
Tac_rpoA2
Tvo_rpoA2
Mth _rpoA2
Sto_rpoA2
Mka_rpoA2
Neq_rpoA2
Pae rpoA2
Ape rpoA2
Hsp rpoA2
Afu rpoA2
Mac_rpoA2
Mma_rpoA2
Mja_rpoA2
Pab_rpoA2
Pho_rpoA2
Pfu rpoA2
Sso_rpoA2
Sac_rpoA2
Consensus

Sce rpbl,
Sce rpbl,
Sce rpbl,

l >
mLKWL?EITLEQVENII RVVY 1284

BE. ...QIKELTIKGISGIKRAIY 353

. .QIKQLEIRGISGIKRATIY 355

. .KVRKLOIBGVKYIGKVVI 299

.. .KLLNTKIKGIKGIRRAIV 245

.. GIEG 236

..KIKD IKGVKGI I 212

. .KILEIKIFGIKG 227

. .KLRNTH{IKGIKGI 253

. .QLRDI GIE RVVI 237

...KLKDTVI\ \GL IKRVII 226

.. TTLKGIEGIKRVVV 233

.. TLKGIEGIKRVVV 236

.. A .. .KIKNIQLKGIEGIERVEV 228

..................... .....KLJSSFKSAEF. . . . .KVKKHRLKGLSGVGKTIV 236
..................... .....KL®SSFKSAEF. . . . .KVKKHRLKGLSGVGKTII 236
..................... .....KL¥SSFKSAEF. EVDGYTLIVRP 2 . .KIKKHRLKGLSGVGKTIV 236
..................... S K.....KRQ1 'LKLGIEFMIEE IDSIMANUINIZAN] .. .KILNTKIKGIKGIKRAIV 242
..................... DK...GVEIEEI.K.....KIITKLKLGEIJIEDDEYSRIYFEKIDS. . ... ....IJALFKJRE. . . .KIL. IQNKGRIOGHKRAIV 239

..................... .....K R A ....K KG GI 78
M 134T/ [KE PEWVLETDGVNIASI PGEDPTRIYT@ VYWY TASDER REVALERD 1373
R‘. . IYTQGSN. . ..ottt LKDVL EVDPTRTYTNDI‘E %TLQEQG .VDVRHLMLVAD 431
RY. - IYTQGSN. . ..ottt LKDVLIVDEVDPTRTYTNDIWET TLQEQGLY . VDVRHLMLVAD 433
RK.. CEDPEWVIEITEGSN. ......... ...l LEVLKEEGVDKERTTTND IHEIEWVLGIEAARNAT IEEAKRTMEEQGLT . VDIRHIMLVAD 375
oK. . GDEYVIITDGSN ..................... LEGVIEIKGVDIUKISTNNIHEI GIEAAREAIFREIKKVLEEQGLD . VDURHILLVAD 321
. cso GLDEVDATRZATND L. GTEAERNAT TERFEEVIEEOGH . VORAGMLIED 340
R.. GSN .......................... LKEVL 'KGEDKTRTTTNDIHEI GI] AIIEEL EEQGLE . IDVR&LIAD 288
.. .BN. KEDEWNIUTEGEN. .. ... LEHVLQLEEVDPTRT ND HEVEEVLGIEAER BEIKRVLEEQGLD . VDIRHIELVAD 305
RR.. ) LIMEGSN .......................... LREVLJLPEVD GIE IIEEIKRVLEREGLD . VDIRHLMLIAD 333
RR.. YTEGSA. .. vvvvvvinnnnns FKZALKIEGVDTRTS| NNIHE LGIEAAREAT INERVITLEEQGLDEVJTRHLMLVAD 318
RK...E....EDEYVLYTEGSN.........00uuuuunnnnnnnnn. L GVDETRTTTNNI IYEVLGIEAARNAIIREAIDTLEEQGLE . VDVRHIMLVAD 302
RK...E.... GEEYELYTEGSA..................oooi. LRDVLOBEGVDKTRTSTNNINEIYEVLGIEAARNATI IKEAWDTLREQGLT . VDIRHIMLVAD 309
RK...E....GEEYHLYTEGSA. . ......0uuururnnnnnnnnnns LREVLQIJEGVDRTRTSTNNINEIYEVLGIEAARNATI IKEAWDTLREQGLT . VDIRHIMLVAD 312
BK...E....GEEYVLYTQGSN. . ...covuuunneeennnnnnennn LREV[JKIDGVDUTRTHTNNIME ISEVLGIEAARNAT INEYENTLESQGLE . VDIRHLMLVAD 304
RK...E....GDEYVIYTEGSN. ........0uuuuuununnnnnnnn FKQVLKVPGVDPTRTI<TNNIHEIAEVLGIEAARNAIIEEI TMREQGLE . VDIRHIMLVAD 312
RK...E....GDEYVIYTEGSN. ........0uuuuuunununnnnnn FKQVLKVPGVDPTRT*TNNIHEIAEVLGIEAARNAIIEEI TMEZEQGLE . VDIRHIMLVAD 312
RK...E....GDEYVIYTEGSN. ........0uuuuuununnnnnnnn FKQVLKVPGVDPTRT‘TNNIHEIAEVLGIEAARNAIIEEI TMQEQGLE . VDIRHIMLVAD 312
OK...K....GDEYHIRTDGSN. .. .....ccouuunnneennnnn.. LEGVLEVKGVD, TNNIQEIEEV§GIEAARERIIRET JAEQGLD . VDIRHILLIAD 318
OK...K....GDEYVIITDGSN. . ......0uuuuuuunnnunnnnnn LEG] GVDMIK I TNNIHEVEEVLGYEAARENMIEREIKKVLEEQGLD . VDIRHIFLVED 315
K...E EYVI T GSN......oouuuununnnnnnnnnnnn L VL GVD TRT TN I EI VLGIEAAR AII E L EQGL .VD RH MLVAD 128

[B15: Linke

VMTHSGE . . . I SVERHLH EEDDERGzﬁENVIE VAPHIGTGAlRD SYMPEQKITEIEDGQDGGVTPYSNEEEL
MMTFSGS. . . VRE GISGRKSSVLARAAFEI KHLLRAGII GEVDKLAGVIENI IVGQPILGTGAVDMI 511
MMTFSGS. . . G GISGRKSSVLARAAFEI KHLLRAGII&GEVDKLAGVHENIIVGQPI LGTGAVDMI 513
MMTADGS . . . VKSIGRHGISGEKASVLARARFEE KHLLRAEIRGEVDF‘LEGE‘ IENIIIGQPIPLGTGEVE K 451
IMTRTGV. . . VRQIGRHGVTGEKSSVLARAAFEVTVKHLLDAAARGEYEEFKGVVENIIIGQPIRLGTGIVELTMRLEYYR 398
GEEVRSV S PLIVIAAFE] LEE GDVEELRG! ENIIVGKPVPVGT EDE] 429

GE 2SPLIORANFE LD GEZDDL P“PMGTGl' 3 374
sl . . SPLARAAFEVT‘I:EHLEE GE EEFKGVVE 11 PHGTGI 379
. . . VRQIGR#GVVGEK)ZSPLARAAFEVTVKSLMEAAVT GE] EEFAGVTENII PERVGT 410

IMTIDGH . . . B3SIGRHGISGIKNSVLARAAFEVTVNHLLDAAIGESDDLY SGVIENVIVGKPVRLGTGDVD 397
VMTADGE . . . LROIGRHGVIGEKSSIILARAAFEYTVNYLLDAAVRGE] DELRGETENIIVGQPIELGTGDVEL 380
EZIEDGE. . . VKQIGRHGISGEKAS FEVTVNHLLDAGMRGDVDELEGVTENIIVGQPIRMGTGDVHLI .Hmmwwwwww 397
DGE . . . VKQIGRHGISGEKAS FEVTVNHLLDAGYRGHVDELEGVTENI IVGQPTRMGTGDV LI} KAE‘ E v~nmnnnnnnnn 407
IMTADGE. . .VKPIGRHGVEGEKESVLARAAFEETVKHLEAAERGDVDKLKGVIENVIVGKPIELGTGEVELTD EE 388
IMTLDGV. . . VRPIGRHGVVGEKASVLARAAFEITVQHLFEAAERGEVDNLEGVIENVLIGQPVPVGTGMVKLTMKLPLRPQKEKEEV: 397
IMTLDGV. . . VRPIGRHGVVGEKASVLARAAFEITVQHLFEAAERGEVDNLEGVIENVLIGQPVPVGTGMVKLTMKLPLKPQKEKEEV 397
MMTLDGH . . . VRPIGRHGVVGEKSSVLARAAFEITVQHLFEAAEZGEVDNLYGVIENVLIGQPVPVGTGMVKLTMKLPLRPQKEKEEV: 397
VMTRTGH . . . VRQIGRHGVTGEKYSVLARAAFEVTVKHLLDAAARGDVEEFKGVVENI I IGEPIJLGTGMVELT LR: 395
IMTRTGY. . . BROIGRHGVTGEKSSVLARAAFEVTVKHLLDAAARGEREEFKGVIENI I IGQPTRLGTGIVELT R 392
MT G ...VR IGRHG GEK SVLARAAFE TV HL AA GE D L GV ENII GQP GTG V L 174

! >

SGLVNADLDVKDELMFSPLVDSGSNDAMAGGFTAYGGADYGEATSPFGAYGEAPTSPGEGVSSPGFSPTSPTYSPTSPAYSPTSPSYSPTSPSYSPTSPSYSPTSPSYSP 1586
TSPSYSPTSPSYSPTSPSYSPTSPSYSPTSPSYSPTSPSYSPTSPSYSPTSPSYSPTSPSYSPTSPSYSPTSPAYSPTSPSYSPTSPSYSPTSPSYSPTSPSYSPTSPNY 1696

SPTSPSYSPTSPGYSPGSPAYSPKQDEQKHNENENSR 1733
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8.1.3.4 Untereinheit D (rpoD)

Saccharomyces cerevisiae ( Sce_Rpb3 ):

200 3ED

T2 4 61718 I

76 96 171 181 226

Pyrococcus furiosus ( Pfu_rpoD ):

IOO -UO

|1|2|3[ 45 6 171~s1

38

T4 B8 149 158

Das kaﬁnger-Moth wurde rot markiert. Bei S.cerevisiae und 9 Archaea findet sich ein komplettes

Motiv,

Neq_rpoD,
Mja rpoD,
Tac_rpoD,
Tvo_rpoD,
Pae_rpoD,
Pfu rpoD,
Pab_rpoD,
Pho_rpoD,
Hsp rpoD,
Mka rpoD,
Sac_rpoD,
Sto_rpoD,
Sso_rpoD,
Mth_rpoD,
Afu_rpoD,
Mma_ rpoD,
Ape rpoD,
Sce rpb3,
Consensus

Neq_rpoD,
Mja_rpoD,
Tac_rpoD,
Tvo_rpoD,
Pae rpoD,
Pfu rpoD,
Pab_rpoD,
Pho_rpoD,
Hsp rpoD,
Mka_rpoD,
Sac_rpoD,
Sto_rpoD,
Sso_rpoD,
Mth rpoD,
Afu rpoD,
Mma_rpoD,
Ape_ rpoD,
Sce_rpb3,
Consensus

Neq_rpoD,
Mja rpoD,
Tac_rpoD,
Tvo_rpoD,
Pae_rpoD,
Pfu rpoD,
Pab_rpoD,
Pho_rpoD,
Hsp rpoD,
Mka rpoD,
Sac_rpoD,
Sto_rpoD,
Sso_rpoD,
Mth_rpoD,
Afu_rpoD,
Mma rpoD,
Ape rpoD,
Sce_rpb3,
Consensus

Sce rpb3,

bei 2 Archaea Teile des Motives und bei 6 Archaea ist das Motiv vollstindig abwesend.
l 5

~~~~~~~~~MIEI
~~mnnn e ~MDVKI]
~~mmnnm e ~MEVKI]

. 0
~nn e IEVQILE .
s EiIKILKKTDIFILE.G »VAFANAL!

2 : Domain 2Jied

YENDSIALFDEIIAHRLAMIP
YENDSHLFDEIIAHRLAMIPLKT. . .
YENDS\LFDEI IAHRLAMIPLKTY . . .
“ENSSv FDESLEIRLGLVPLETY. . . .
YENDTIzMYDEMLAHRLGLIPLRDD. .
ENNSI3LYDEILAHRLALVPFYSDIHY.
ENNS
ENNSIZLYDEILAHRLALIPFYS

Tiy. . .

YDNTS|LYDESLAFRLSLIP F0. . .
FDNTTNVYDEMVAHRLGLVE SNE VEQYIIEE]

............ ENTTHLEDEEIAHRLGLIPLQS. ... 88

............ N s DE AHRL LIPL 23

LIQVEKEET
IVKLGKGQRI OIE|
IVKL AILIT

SGDIQAISHPD IVKL AILIT

SGDLHS. IVLE
. SGDLKS.
. SGDLKS .
. SGDLKS .

. .SGDL{S .
. SIEDLKS .
. SEDLKT.
. \s . Epy
PN oIS@LNVEGPE vy . A
PA°l SLTLEAEGPG .. . ANPNIP. ........
.Eb SLEAE] -YIEAGD . SDPOVKPVMPERP. . . ... ... IFVENIGOR IV,
SV\JLTLOARGE .. INBIGH. LRKGOELIILT A ]
CV L EGP ..VY..SDLS.DPVP  IP......... IVL Q EA A LG GK HAKW P
7 : Dimerizationfiied l >
........... KT 5L INSIAGIANT DGNKVY GDRTK LIZA LISKEGULE LK TG T[N G FEMUE I AP LN e}y FZ Nk Anl o 4§ T 227
.......................................... A YK[I DDEE TIJGEMAIEE I LIEAVKI LKNKAESFLOQLEU TS 191
c DIRNRSE eV \MIBYDD SR I FQIETDGS LidAKERT. JLKDRIDWLVESIEE 271
LSILFI SD DDSRFI IETDGS LEET) FLMD 271
........ CK. | E IUDINKY VE VE SHGNAN VR LIIEARRI L. FREELFNVEITRY~ ~ ~~~~~~~~nnn 260
X TEEMUAYTT IKPFY I[P <D YI3GKE| bVIZNIY T FWVETNGELIZVEE T KILMRKADZFISELOKLIE 261
ENAEVIVEIRS ST . YIIGK I¥§ET \{VETNGZLIZVEET KILMRKADRFINELQ 259
INEE)N 4442 T IKPFY IS YIAGKE \{VETNGZLIZVEET RILMRKADSFI 261
..... LTTRYPGKE EfODIPGAIAY SDGSMZVEEL VDRI LVDRADELIZOR 248
4o CEMIEIENAIMD . EAVEVINAIDDLFVFNVE TDGSMSLDRAT LKA LD T EF K LES LK LOKIIE R~ ~ ~ v v v v mnns 275
BLCIoE CR . eSVISTEEVENKFI L IESEGSLIGGEATLT LLRK 264
WLCIXECHKNCE . MY TR IWENKY I L IES\YGSLIgyERTLT LLRKLNQLJX . 264
LKD . . eKLEVRNIDLE . CLCIECIAN(CY . €S T TSaVEDKY I I TES|GSLISELTLLI IIRKIEELIZKK 265
WG ES 'PMLEN S! CCﬁCD IpVEEEEKFI MR IETDGSVN;KDVLLKASD I LRDKAEQVIINIere] 264
ERplen) EMCEECENVCEINATEVY . ERNYFLFWVESRGAL)ZVEE <KALEIL KAEEMYKMIEEIS) 264
I"JVEE AGARUA DI- SieR EﬁQ (CDps Kv_l‘F ENFVERME SDGSFRUIKD! KAEELLWINOL, 266
S GGKG SR LEGRRTSGLRYEALTACRG, VINDES MR LIVESHGALINZEK T N WERVIGEER N~~~ ~~vnm v mmnn 200
................... ODSAKEWPQSKNEE YEDPPNIZGD PFDYZAQANTIY L N\gHVieRh iy olo) ID LQKm AWTS)! DODIFVNFASGDNNTASNMLGRPEE]

P F E G L 67

SNEDVMMTGAEQDPY SNASQMGNTGSGGYDNAWCHRS]



Anhang 121

8.1.3.5 Untereinheit E’ (rpoE1)
Sce rpb7, ~MF3IGD IRLEPSHF . GERMKONL EVEG@KEG .......... [Y8#CiaRo YD 1i8s TORGRIIZPTINERAE] JAVVFK EVVDGT OHG 98
Ape _rpoEl WR{YE] EWI] f\S1YYSEDLDKAALEZLRY . LEGRIDEEMG. . . . . .. ... VIVAVLDLY GD IP GDESIY HFKP EIVRG DFG 99
Neq_rpoE1l ms{ﬁIEEVEDEVRvE 1@1@*
Tac_rpoEl LVERKYIRVP
Tvo_rpoEl ~MYY!MVEII KYIRRIPPDML .
Pae_rpoEl JFRLVEY
Mka rpoEl ~MYELVEL
Sso_rpoEl ~MYKLIKARSIVRIPPOF .
Sto_rpoEl ~MFKLIKR IIRIPPIE .

HSp_rpoEl ~MY FWRLKD) IEVPPIL . EDLGE . FDA! FEPEMQEVVDGEVVE

Afu rpoEl ~MYINJIKLRDWVRVPPSAL .GEDIE: IEI IEEIGEGHI.. FD FNAI FRPLEQEVVEGEVIEIVEFG 96
Mth_rpoEl ~ IFDRVRIPPDAF . BEFLEE EEYHGRMDKN IEDIGEGEV.. 2 FKPEL EIVEGEVIEIREFG 96
Mja_rpoEl ~MYKILEIDVVKVPPDF .GKDLKE ID&EKYEGRLDKD e SIVDVKDIGEGI VYIPE ELIEGEVVDVVEFG
Pab_rpoEl ~MYKI VVRIP F.TwD' YEG "'DKD ...... BG. .. .VILSIVEVKEVGDGHMI . . V;GDGATYHE FDVLVWEP EVVEGTVVDE
Pho_rpoEl ~MYKI VVRIPELME . TUDUKEAAMEVIRDGYECEEDRD .. . .. . BG. . . .VILSIVEVKEVGDGHMI . . V;GDGAT YHEV){FDVLVWE PKEWEVVEGTVVD

Pfu rpoEl ~MYKI VVRIPPTMF . TZD|3 IL D ...... BG. . . .VILSILEVKDIKD 1. I)zGDGATYHEV|\{FDVLVWEPKIZEVVEGHVED
Mac_rpoEl ~MYKLMKLEDRVRIPPTLL.GEEI] LREKLEGQVDKK ...... LG. . . .BLVAVENINEVGEGET . . L{jGDGAVYYDVWFEAIMFHPELQET IEGEVVER
Mma_rpoEl ~MYKLMKI{D IPPTLL.GEEII LREKLEGQVDKK ...... LG. . . . LVAVNNIRNEVGE 1.. GDGAVYYDVWFEAIMF}PDLOEI IEGEVVEL

Consensus ~MY D VR PP .6~ L EG  ...... G.... GEG I.. GbG Y VF LFP EVVEGEV

Sce_rpb7, QVGP] ®D . . LEFNA OESERVIRITERIRVKI] 0 VSSTHAT G ST LGRI 171
Ape_rpoEl LGPLDGIVHENQIMDEE . ASKRITRVGD) S... ToT T IGLTMRQ LGEEE EH nmnnnnnnnn 186
Neq_rpoEl IGPEDGLIHISQIMDD EvIyYE . KDKYLAGRKTKKILKI IVEISIK...... PIG! KINLTMR AGLGKLOW ~mmnammmnn 181

Tac_rpoEl EGLLHISQIMDD) S LKVGDIVRVRIVAMNLIASEIIEDS . . . GLGKLDWIEKE Q~~nmmmmvammnmnn 192
Tvo_rpoEl A EGLLHISQIMDD ) LKVGDIXVRVRIVALN: Asns. .. GLGKLEWLEKEAQH~~~~~~~~~~~~ 192
Pae_rpoEl VRIGPIWGHINZES:IMDD) GD TiYevsiy PREGTDLLI LT PGLGKLEWVKE Mvmnmmnn 101
Mka rpoEl AFVRLGPLDGLLHVSQILDE. GDIKVYIT .KIALTVKRPGLGKEEWEE~~~~~~~~~~~~~~~~~ 183

Sso_rpoEl E LGPMDGLVHISQITDD. ; 'IEGEKSKKVIQKGD VISVARHYY. . . .RIALTMRQPILGKLEWIOMKK~~~~~~~~~nnn~ 180
Sto_rpoEl IGPVDGLRHISQITDD . WLAFDOUENT.T GENSKKI IQKGDI3 IISV.3uS . €eRrlly. . . RIALTMKQPMLGKIEWI] QE PR~ ~~~~nnnn 183
Hsp_rpoEl IGPVDGLLHVSQISDE . YLAFDIENQQLESRESJOVLERGD! 8% TKIFIDE! .. .KIGLTHKQPGL D) 190
Afu_rpoEl IGPFDELLEMSQVTDD . YMYFDIXKNKRLVGRETKKVLOIIGD IVSLSLKZ ...KIGLTMRQPWL ALKWIEEEf#0K] 189
Mth_rpoEl AFVRIGPVDGLVHVSQVTDD .YIWYDZKIXEEAGKESGRILNGD] IVALSLK . . .KVGLTMRQPGLGKZEWIEEE 184
Mja_rpoEl SFVRLGPLDGLIHVSQIMDD .YVEYDZKZE!IIGKETGKVLEIGD] IVAISL DRES . .KIALTMRQP{LGKLEWI EEEKIKNONI~ ~ ~~nnn 187
Pab_rpoEl AFVRIGPMDGLVHISQLMDD.YV‘YD QF VGKEIKFLLKIGDH sHKs N. . . RIGLTMRQPGLGKZEWIEKEKRK ~emnn 188
Pho_rpoE1 AFIRIGPMDGLVHISQLMDD.;\;‘YD QFVGKE! LLKIGDBVRAR KS N. . .RIGLTMRQPGLGKJEWIEKEKR ~mnnn 188
Pfu rpoEl AFIRIGPIDGLVHISQLMDD.YV|{YDR QFVGKE LLKIGD IINI N. . .RIGLTMRQPGLGKJEWIEKEK] 189
Mac_rpoEl EFVE:GPMDGLLHVSQITDD.FIEYD' ARLVT E IVAVSI S...KIGLTMROWALGKLOWLEER 194
Mma_rpoEl |jFIEMGPMDGLLHVSQITDD . FISYDLIKI iRLVT IVAVST] S. . .KIGLTMROWJILGKLOWLEE] ¥ 1904
Consensus FV GP DGL H SQI DD. D K L GD VRARI S ... IGLTMRQP LGK EW E ~mmmnnn T3

8.1.3.6 Untereinheit E” (rpoE2)
Zu rpoE2 gibt es bei Eukarya (S.cerevisiae) kein Homologes Protein. Das Zinkfinger-Motiv wurde
rot markiert.

Ape rpoE2 SGMLVI IDPEYSAIARBLGIHIPTRGATRIEKR 56
Tac_rpoE2 J L TGEPEISA RCIRRPGEYATRVRO~~~~ 64
Tvo_rpoE2 ] oL TTHEPESIA ‘GIPGI&YAIKVRQ~~~~ 64
Mka_rpoE2 P IVILDEE . SO IPGKYALRVEBE~~~~ 64
Mja_rpoE2 P .. . HGLLIVINPEISEIA ‘GIIEGKYAIEVKE~~~~ 59
Mth_rpoE2 ] .. . GLLIIIDPDISDIARDLYIWLPGEYALRVR~~~~~ 60
Mac_rpoE2 3. AEEWEGLVI ILDIEINSE TAKRLGVINI PERFALKVR~~~~~ 61
Mma_rpoE2 b ] GLVIILD$ SEIAKRLG IpaRFALKVR~~~~~ 61
Pfu_rpoE2 2 iR Lvnvnvn SEIAKKI PGKYAIRVR~~~~~ 61
Pab_rpoE2 LVIIID‘E SEIAKKIGNAVPGKYAVRVR~~~~~ 60
Pho_rpoE2 TR 1YLV I I IDYENSEIAKRIGNAVPGKYATRVR~~~~~ 61
Afu_rpoE2 AELIA )¢ . MGHVVIVDPESSEIA IPGKYALRV[E~~~~~ 62
Hsp_rpoE2 A A AGH{VV I[HPDISE T ARRMOVEIFRIGEFALKVR ~~~~~ 65
Sso_rpoE2 2 2 GMIIIINGE . SEIAKIRNINGPIKYAIRIK~~~~~ 66
Sto rpoE2 ~~ A GIVIILDPE.SEfA RYAIHVR~~~~~ 67
Neq_rpoE2 GIIIIVNZENSEVAKZGINIIGKFAIKI~~~~~n 65
Pae_rpoE2 3GMIVVIDPQSEIAKRLGLINIPCHYALBLGER~~~ 73

1Kle]
Consensus ~~~~~~ KAC C CP CG WG IIDESEIAK G PG YA V ~~~~~ 25
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8.1.3.7 Untereinheit F (rpoF)

Obwohl auch MK1659 aus M.kandleri gut in dieses Alignment paflt, wurde die Sequenz
weggelassen, weil sonst Rpb4 aus S.cerevisiae nicht mehr integriert werden kann (das M.kandleri-
Gen verursacht durch einige zusétzliche Gaps eine Verschlechterung des Alignments). Bei 4.pernix
und N.equitans fanden sich keine homologen Gene.

Sce _rpb4,
Pae rpoF,
Sso_rpoF,
Sto_rpoF,
Tvo_rpoF,
Tac _rpoF,
Mja_rpoF, TN EMIEKKI LEEQYVTVSE 24
Mac_rpoF, MI\YKE EEWLTLAE 16
Mma_rpoF, I.,.HINKE EEWLTLAE 16
Hsp rpoF, LTVSE 17
Mth rpoF, EVSMAE 19
Afu_zpoF, . DREYITISE 18
Pfu rpoF, EKYITIAE 16
Pab_rpoF, EKYITIAE 16
Pho_rpoF, EQYITISE 16

Consensus ~~ EY E 4

Sce_rpb4, OLLITNGRS33vVA . OLE SLEEDTRDERNKTLIRTRITKI . SEDELERT 217
Pae_rpoF, AR JOLVE$geiubgy . ATQLVNLEDSWEE LKT ISR REF SIEE LKE I LT 111
Sso_rpoF, O EFAQRVIEE AI. .LASI DKUY TEEDIQKIIDIT 110
Sto_rpoF, 0 2 AFKIMDE W . . IASTCPWTHEEVRS TIARADEERIY TWEQTQKTINIVINSH 114
Tvo_rpoF, 2 DIj . LZEKVIVKILD . SPED ‘LHDE 101
Tac_rpoF, . A JEDILSTIYD . MZERIALVKILD! . SNENLVALIDY 103
Mja_rpoF, Bj EYESEeALDYLOKFAKLINSEEAKKLVEELISLYE . . INEKIAVKIADILPEN/DDLRAIYIKSEN. . . JzEVAEEILET 114
Mac_rpoF, ] KLLEL . EZMNVTAVRIADILPQSE . SNEELDQILD| 115
Mma_rpoF, ANIA . KLLEL . EEMNa/TAVRIADILPQSS . SNEELDQILD 115
Hsp_rpoF, 3 . AFEIRSRATEHAYRFARLNIAESREGVDE LLNLNGANELVANK I VD LL PTIE LRSVEATERVEY .’SEDELDEILD 118
Mth_rpoF, EKSRELVEELMDI}z\p#:30%: . AVKIADIMP . oDLEFETLEVIPKY 113
Afu_rpoF, ] | IDKAKELVDE LVJLIZOMEKIdT AVKLAD IM; .MZEQIQEILDVINKY 117
Pfu_rpoF, 'DKAKEHVEE YAF! K IVDIMPED . TOEEMKQILDILKY 118
Pab_rpoF, B EKARELVEELTS D My DRIASK IVDIMPE S . TOEEMKKILEILKY 118
Pho_rpoF, 'EKARKEIEELMSI JEQMIERTARKLVD IMPER M .MZEEMKKILEILKY 118
Consensus V EL A KI DI P ELR I . E IL K 29

Sce _rpb4, 221
Pae rpoF, ~~~~ 111
Sso_rpoF, MKS~ 113
Sto_rpoF, EES~ 117
Tvo_rpoF, ~~ 103
Tac_rpoF, ~~ 105
Mja_ rpoF, ~~~ 115
Mac rpoF, KE~~ 117
Mma rpoF, KE~~ 117
Hsp rpoF, ~~~ 119
Mth _rpoF, ~ 116
Afu rpoF, ~~ 119
Pfu rpoF, RE~~ 120
Pab_rpoF, RET~ 121
Pho_rpoF, REQ~ 121
Consensus ~~ 29
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8.1.3.8 Untereinheit H (rpoH)

-0 5 2 - IMD OENERN I SRLWRAFRTVKEMVKDRGY F I TQEEVELPLEDFKAKYCDSMGRPQRKMMS FQANPTEES I SKFPDMGS LWEFCDEPSVGVKTMKTFVIHIQEKNFQTGI Flilky
Mma_rpoH, 3
2 : Assemblyfied
Sce_rpb5, IfTHELVPKHISLSEDEK . RELLKRYQLKEEQ . LPRIQGADPVARILG. . . . . . LKGEVVKIIRKSETSGRZXIYR
Sto_rpoH, .. OHELVPKHEVLSHEE . FNfKILKELETKPEQ . LPJTRASDPIAKIfVGA. . . . . . KPGDIIKIBRKSEWSGEVjYR
Mma_rpoH, . . MK FSLLDHE[WVPKHEIMSEEE . IKSVLSKY IEKEQ.LPKI SDPVEKIIGA. . .. .. fAYGDVVKIIRKSSTAGEARY YR
Hsp_rpoH, RYPVEQHELVPEH] DEE] LPKIKMIDPRNIENTNST . . .. ... GDVVEIVRDSLTTEEAV[IYR
Pae_rpoH, ) REL A !LH NQ.LPNIRASDPLA GA. ..... KPGDVLKIVRESPTAGEAV|YYR
Pab_rpoH, E XEEEFNIIKH LVPEHIqILSEEEK KHLLEKYI .LPQIKASDPWVKALGA. . . ... KPGDIIEIZRKSPTA(
Pho_rpoH, ¥ EFNIQKHYLVPEHITILSEEEK . KHLLEKYHI PHQ.LPQIRASDPHVKALGA ...... KPGDIIEINRRSPTA(
Pfu_rpoH, VB EFSTI3DH) LVPEHHVLSEEEK KYLLERYT ‘Q.LPQIKASDPHVKAL ...... KPGDVIEIRKSPTAS
Tvo_rpoH, AKFNVLDHALVPEH IVSEEEE.KEILKELEIEK.EFLPRI PVIKALEAIFGK. I GTVIKIIRNSPTM HISVYYR
Tac_rpoH, MV AKFNVLDHALVPEHIVEEEEE . KYILKELATEK . EFLPKI] PR\IKALEAVI:GK . IKRGTI IKIVRKSPTUGEHSVYYR
Mka_rpoH, 'h-- NHLVPKHEVTADEEE EKILEEL%VEK.DELPRI SIMIGKTKPGSLVKIVRDS PTAGKIVI YR
Neq_rpoH, w (3 IKHILVPEYQNLTKEE . YEKLLKELNIDENDYLPKI}4YDDPRT PN KPGDVLRIIRKSPTAGKHIYYR
Mth_rpoH, KIEILKHQLVPEHILNERE . IKQVLKELWNEPEQ . LPKIKWIDPVAKAIGA. . . . . . KRGDIVKIIRKSPTADEVHYR
Ape rpoH, VS SKINN PEHRLLSHEE . ;INGOVLKYLETKPO . LPKIGINDPIARBLKA. . . . . . KPGDIIEIGRRSHTAGE. 'YYR 80
Sso_rpoH, M BSSNK] IDPRI LVPKHE DE . 'NKILKELETIPEQ . LEJIRASDPVARSINA. . . . . . KPGDIIRIIRKS| 1# 79
Mja_rpoH, EVD. HLVPKHEI ZKEE . [YEEILKRYNIKEOO . LPKIf§3DDPVIQEIGA. . . . . . KﬁGDWRVIRKSPTAGuSIiYR 71
Afu rpoH, I"'KFELCDH LVPKHEVLSKEE . NEELLKHLEIEKEQ . LPKIKADDPIAKIIGA. . . . . . KPGDIVKIWRKSWTAGESVEFYR 73
Mac_rpoH, KFSLLDH%EVPKHEIISEEE. KSVLSKYI#IEKEQ . LPKIK{{SDPVSKIIGA. . . . . . TAUGDVVRIGRKSOTAGEARYYR 74
Consensus HLVPH L EE LK I Q.LPI DP GA...... K GD I RKS TAG YR 31

nnnmmmannnn 99

Sce rpb5, I[@M~~~~~v~nmamnann 215
Sto_rpoH,

Mma rpoH, LVIE~~~~~~~a~~a~ 107
Hsp rpoH, LVIE~~~~~~aa~aa~ 75 1 M 1 2 oy
Pae _rpoH, LVVi{&~~~~r~~nnnnn | 1 | 2 215
Pab_rpoH, VVVEER~~~~~v~nv~nnn 745

Pho_rpoH,  VVVEgr~ Pyrococcus furiosus ( Pfu_rpoH )
Pfu rpoH, VVVEBR~~~~~v~nv~nnn 4

= 2

Tac_rpoH,
0

Sacharomyces cerevisiae ( Sce_Rpb5 )
1 100 200

Mka rpoH,
Neq_rpoH,
Mth_rpoH,
Ape rpoH,
Sso_rpoH,
Mja_rpoH, LVIKGIfi~~~~~~~~~ 78
Afu rpoH, LVV~~~~asm~wnanas 76
Mac_rpoH, LVIE~~~~~~~~~~~~ 78
Consensus V  ~~~~wassssas 32

8.1.3.9 Untereinheit K (rpoK)

. -

2 : Assemblyfied

Mma_rpoK . YTRFERARIVGARALQIAMGAPVLVE 54
g o) G Tt AT TS Y PEERY DD VESIG P Py LTKYERARI IGHRAFOLSIGAPPLVD 47
BT 5 1= G G LIADE TS e DI HFNI 3 T ST ON S LTRYEHARVI] QLAMGAPRILID 52
DT ) Gttt T T S E . T 143 T NKLA T DJAYDKA INKIE FY4 P P! S LTKYEQART IGARALQLAMGARPLVD 56
Sce_rpb6 KYERARTLGERALOISMIAP 110
Mja_rpokK NII:LTKFEEARILGARSLQIS G IE 28
Neq_rpoK YSKYEKARIIGERAMOTIAGGAPILIK 27
Hsp_rpoK [FSRYEKARI IGARALQVAMGAPVLVD 32
Mth_rpokK KLTRFERARLIGARALQISMGARPLVE 33
Mka_rpoK LTRFEARIVGARALQIAMGSPVLVE 29
Pab_rpoK KYTRFEKARI IGARALQIAMGAPVLID 29
Pho_rpoK KYTRFEKARI IGARALQIAMGAPVLID 29
Pfu_rpoK KYTRFEKARIIGARALQISMGAPVLID 29
Tac_rpoK KYTKFEKARIIGARALQIAMGAPVIID 28
Tvo_rpoK KYTKFEKARIIGARALQIAMGAPVIID 28
Afu_rpoK EYTRFEKARIIGARALQIAMGAPVLIE 36
Mac_rpokK . .. .YTRFERARIVGARALQIAMGAPVLVD 31
Sto_rpoK MIRKIFETEWGR. - - . . . LTKYEWARIIFARALQLAMGARPLID 40
Consensu T FE ARIIGARALQIAMGAPVL D 22
Mma_rpoK .BDERID..... PLEVAIEELKHGVIPITVKR 83 .

Ape_zpoK E\WLDI EVDNGILPVSIE fLpECeesErsIgRLY . EL[ETRIERgy 103 Sacharomyces cerevisiae ( Sce_Rpb6 )

Sso_rpoK YRGVLPITIRRILPNE S LSLRK§~~~~~~~~~~~~~~ 95 H ; i x

Pae_rpoK IAMEE 'RGLI@II\E::gM IALKELL . ELFEg~~~~~~ 106 | 1 | 2 [155

Sce_rpbé DEPLhIAMKE IPLVIRR EFNNISVEELIGDL~ ~~~~~~nnn 155 72

Mja_rpoK SELKIAFNEEIKQGIVPLITRIZVKY 57 .

Neq_rpoK SPIEIANIEFEK IPIEIR.. B~~~ 70 P1yrococcus furiosus ( Pfu_rpoK )

Hsp_rpoK PIfI EYDHDRL TVRR. . 60

Mth_rpoK PVDL LEKKVMPLEVER . . 61 [I|5?

Mka_rpoK PLEIASEFDEGVVPVVVIR. . 56

Pab_rpoK PLEAAILEFERGVIPITVIR. . P§ 57

Pho_rpoK PLEAATYEFEKGVIPITVIR. . PS 57

Pfu_rpoK PLEAATIMEFEKGVIPITVIR. . PS 57

Tac_rpoK PVDIAMAEFEINVIPITIKK. .BiS 61

Tvo_rpoK PVDIAGEEFESNVIPITIKR .  0S 61

Afu_rpoK PLEIALEEFNRGVIPITV‘RR.. LERDLG~~~~~~mmmmnnn 75

Mac_rpoK . . AINELKEIIPITVKR. . 60

Sto_rpoK L@DMI ELKRGVLPITVRRSIP] SVKKV . . Efi~~~~~~~~~ 86

Consensu PR IA E GV PITV R.. 33
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8.1.3.10 Untereinheit L (rpolL)

Ape rpolL,
Sce rpbll
Mka_rpoL,
Neq_rpoL,
Pae rpoL,
Pab_rpoL,
Pho_rpoL,
Pfu rpolL,
Sso_rpolL,
Sto_rpoL,
Hsp rpolL,
Mth rpoL,
Afu rpoL,
Mac_rpoL,
Mma_rpoL,
Mja rpoL,
Tac_rpoL,
Tvo_rpoL,
Consensus

Ape rpolL,
Sce _rpbll
Mka rpoL,
Neq_rpoL,
Pae_rpoL,
Pab_rpoL,
Pho_rpoL,
Pfu rpoL,
Sso_rpolL,
Sto_rpolL,
Hsp rpolL,
Mth rpoL,
Afu rpoL,
Mac_rpoL,
Mma rpoL,
Mja_rpoL,
Tac_rpoL,
Tvo_rpoL,
Consensus

l1: Taillied [Jll2: Dimerizationjied

]

~~~~~~~~~~~~~MIT EVKILEED

o

MKIEVIKKEQ
MKIEVIKKEE!

MKIEVIKKEENIZLE LEGEDHTFH".NL

~nmmnnnnn ~MOPERTE
~nmmnnmnn ~MOSERT

GE HTL NLL

13

==

.. »HMIKAVE)
s KYRSWHITKTTE]

8.1.3.11 Untereinheit N (rpoN)
Das Zinkfinger-Motiv wurde rot markiert.

Mja_rpoN,
Afu_rpoN,
Mth _rpoN,
Neq_rpoN,
Ape rpoN,
Tac_rpoN,
Tvo_rpoN,
Hsp rpoN,
Sce_rpbl0
Mka rpoN,
Mac_rpoN,
Mma_rpoN,
Pae_ rpoN,
Sso_rpoN,
Sto_rpoN,
Pab _rpoN,
Pfu_rpoN,
Pho_rpoN,
Consensus

Mja rpoN,
Afu rpoN,
Mth _rpoN,
Neq_rpoN,
Ape rpoN,
Tac_rpoN,
Tvo_rpoN,
Hsp rpoN,
Sce _rpbl0
Mka_rpoN,
Mac_rpoN,
Mma_rpoN,
Pae_ rpoN,
Sso_rpoN,
Sto_rpoN,
Pab_rpoN,
Pfu rpoN,
Pho_rpoN,
Consensus

1. EfLEGEDHTFIINLLHE]
| FeAT EGEDHTHNLIGE
LY

Sacharomyces
1

BKEVLRKASDNLLE

I[STiEeiD PKDAL 11]
JDIREALERATIEELLE]
ALHOALKKLZEE

AIQRAVIIAL

DGIIPEKALEEAAKKI[JDRE
PEKALEEAARKIIZVR)S

DG!
DGlgI PEEALEEAAKKTI3E!

JIRNGE.

. DPIFEA!

BYpSATDGTIs)y

JYp8ATDGAIR)Y A
EDPIFEVL L
SGKiz IKRAVRK

1Y S[ONPOIATKRSIRK:

cerevisiae ( Sce_Rpb11)
100

120

Pyrococcus furiosus ( Pfu_rpoL )

94

......... GENPKRVLDDLGIKK
. GKEPKEALDELGIER

SGEDPKEVLDDLGLKR

M

EIIDEIIRHS PO
...... Bvi 'ELﬂF v

MLLSHV...... ELIDDI YRE~~~~~~~~~~~~
MLLSHV...... ELIDDI Y%~~~~~~~~~~~~

PVRCF CG VI

M

( Sce_Rpb10/ Sce_Rpb12)

Sacharomyces cerevisiae
1 1

53 60
Pyrococcus furiosus ( Pfu_rpoN / Pfu_rpoP)

1 1

rvge e

6 57 39
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8.1.3.12 Untereinheit P (rpoP)
Das Zinkfinger-Motiv wurde rot markiert.
ll1: zink Ribbonjied

Mth_rpoP,
Ape rpoP,
Tac_rpoP,
Tvo_rpoP,
Afu rpoP,
Sce rpbl2
Mja_rpoP,
Hsp rpoP,
Mac_rpoP,
Mma_rpoP,
Neq_rpoP,
Pab_rpoP,
Pfu rpoP,
Pho_rpoP,

a_rpoP,
Pae_rpoP,
Sso_rpoP,
Sto_rpoP,
Consensus

1 GLCAVAEDIWGIEEELVEE!

PYE@GHRILVKERP . p@yTKRT. v~ 45
PYEGHRILVKERP . pgyTKRT. ~an 45

SILLFKKEP RLE!@LKAR~~~ 45

8.1.3.13 Aminosiaure-Austausch: Bewertung der ,,Ahnlichkeit“ in Alignments

Warum unterscheiden sich Alignments teilweise mehr oder weniger?

Wie schon beschrieben (siehe [Abb.4-09]), beruht die Zuordnung &dhnlicher Aminoséure-Positionen
(und somit letztlich die Aussage, wie nah zwei Proteine miteinander verwandt sind) auf
Eigenschaften-Teilmengen, die an sich schon gewichtet werden wollen (z.B. ob fiir eine Aminoséure
nun entscheidend ist, dass sie klein oder geladen ist). Dariiber hinaus hat man festgestellt, dass diese
Ahnlichkeitsbewertung bei sehr nah verwandten (also fast identischen) Sequenzen einerseits, und
phylogenetisch sehr weit voneinander entfernten Proteinen unterschiedlich sein mufl, um zu
aussagekriftigen und schliissigen Ergebnissen (z.B. in Form eines Stammbaums) zu gelangen.

Aus diesem Grund kénnen je nach Art der untersuchten Sequenzen sgn. ,,Matrices* verwendet
werden — letztlich Tabellen, die fiir jedes Aminosiure-Paar angeben, wie groB die Ahnlichkeit sein
soll. Natiirlich kann eine Matrix nicht unbegrenzt manipuliert werden — schlie8lich beziehen sich die
Angaben auf unverinderliche, physikalisch-chemische Eigenschaften der Aminoséuren.

Die heute meistens eingesetzten Matrices wie z.B. die unten genannte "PAM 250"-Matrix wurden
gar nicht aufgrund irgendwelcher physikalisch-chemischer Daten sondern auf der Basis der
statistischen Auswertung einer groen Zahl miteinander verwandter Proteine ermittelt. Man schaut
also nach, bei welchen Aminosdurepaaren die Evolution einen Austausch beglinstigt und wo ein
solcher Austausch extrem selten vorkommt. Die wird dann in der "Tabelle" berticksichtigt.
Jedenfalls ist dies eine wichtigen Ursache dafiir, dass nicht jedes Alignment (trotz gleicher
Sequenzen) hundertprozentig identisch ist (allerdings gibt es noch andere Ursachen, z.B.
Einstellungen, fiir wie schwerwiegend eine groflere Liicke gehalten wird =,,Gap penalty* etc.).

Die folgende, mit ClustalX erstellte Grafik verdeutlicht das Gesagte: In Form zweier fiktiver
Aminosdure-Sequenzen wurde jede Aminosdure mit jeder anderen kombiniert. Es wurde die
Standard-Matrix ,,Gonnet PAM 250“-Matrix — die Voreinstellung von ClustalX — verwendet. Die

Hohe der Siulen ist ein MaB fiir die Ahnlichkeit der Verghchenen Aminoséauren.
CLUSTAL X (1.83) MULTIPLE SEQUENCE ALIGNMENT

AL AAARAARARAAAARAAARAACCCE cee LL‘CECECCT‘ o
AAZ ACDEFOHIKLMNPORSTVWYACDEF: IRLMNPQRST IELMNPORSTVWY ac

MMl FFFFFFFFFFFFFFFFFF ITTIITTIIIIITIINNIIT 160
ARZ ACDPH:RH(MPGM TVW EFOHIKLMNPQRET EFOHIRLMNPORSTVWYACDEFOHIKLMNPORSTVWY 160

w1 ® T Ti.es Py 5 IR 1 1E Lrd Taus
AAL EE KEKEERELLLLLLLLLLLLLLLLLLLL 240
ARZ ACDEFGHIKLMNPQRSTVW IRLMNPQRST EFOHIKLMNPORSTVWYACDEFGHIKLMNPORSTVNY  24C

ol

1 11 1 %i. - T .1 Naon el 4wk wi
anl X0000C000000000a0 3ag
AAZ ACDEFGHIEKLMNFPORSTVWYACDE IK QRS >DEI IEL ORSTVWYACDEFGHIELMNPORSTVWY iac

AAl TTTTTTTITTTTITITTITTT TYYYYYYYYYYYYYYYYYYY 40C
AAZ ACDEFGHI Kuﬂ?uaswmacnz mu 1 m?unsn’wn(_ DEFGHIKLMNPORSTVWYACDEFGHIKLMNPORSTVWY 400

T IPS— P

Abb.8-01: Festlegung von "Ahnlichkeit": ClustalX, PAM 250-Matrix
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Folgende Ahnlichkeiten wurden (neben der eindeutigen ,,Identitit* zweier Aminoséuren) in dieser
Arbeit verwendet: A (S,T), C (), D (E,N), E (D, K.N,Q),F (),G(),H (), [(LM,V),K(E,QR),L
LM,V),M(L,V),N(D,E,Q,S),P(),Q(EKN,R),R(KQ),S(AN,T), T (S,A),V (LM),
W (), Y (). Als Richtwert fiir ,,Ahnlichkeit* wurde ,,mindestens 50%" entsprechend o.g. Standard-
Matrix gewahlt.

8.2 Liste verfugbarer 3D-Strukturen zum Thema RNA-Polymerase & Transkription

Die Zahl experimentell verifizierter (also per Rontgenstrukturanalyse von Kristallen bzw. NMR-
Spektroskopie gewonnenen) 3D-Strukturen wéchst stetig. Die mit diesen Techniken ermittelten
Angaben iiber die dreidimensionale Form von Proteinen sind sehr pridzise und eine wichtige
Referenz z.B. fiir die groe Zahl von Bioinformatik-Tools, die ihre Voraussagen beziiglich
moglicher (oder wahrscheinlicher) 3D-Strukturen, hauptsichlich aus der Analyse der Aminoséure-
Sequenz (also der Primérstruktur der Proteine) gewinnen. Als leistungsfahiges Werkzeug erweist
sich die Kombination dieser Programme / Algorithmen mit Protein-Datenbanken: Mittels
Alignments wird teilsweise recht erfolgreich der Versuch unternommen, die 3D-Struktur eines
neuen Proteins mit Hilfe von Kristallstruktur-Daten dhnlicher (aber nicht identischer) Protein zu
kalkulieren.

In dieser Arbeit stellte vor allem das 12 Untereinheiten umfassende 3D-Modell der eukaryotischen
RNA-Pol II aus S.cerevisiae eine wichtige Referenz fiir die Diskussion der Daten aus den Far
Western Blot-Experimenten dar.

Es wird jeweils der Organismus, der Name des Proteins (bzw. Proteinkomplexes), der / die Urheber,
sowie die MMDB- bzw. PDB-ID angegeben, iiber die man auf der NCBI-Webseite [3.8] schnell
den entsprechenden Datensatz finden kann.

Structure Of Tata-Binding Protein
Pyrococcus woesei

B.S.Dedecker & P.B.Sigler, 4-Oct-96
MMDB: 5296 PDB: 1PCZ

Tata-Binding ProteinTRANSCRIPTION FACTOR (ll)BBRE+TATA- Box Complex From Pyrococcus Woesei
Pyrococcus woesei

O .Littlefield, Y.Korkhin & P.B.Sigler, 1-Oct-99

MMDB: 11573 PDB: 1D3U

Crystal Structure Of The Lrp-Like Transcriptional Regulator From The Archaeon Pyrococcus Furiosus.

Pyrococcus furiosus

P.M.Leonard, S.H.J.Smits, S.E.Sedelnikova, A.B.Brinkman, W.M.De, Vos, J.Van Der Oost, D.W.Rice & J.B.Rafferty, 1-Feb-01
MMDB: 18395 PDB: 111G

Crystal Structure Of Thermus Aquaticus Core Rna Polymerase- Includes Complete Structure With Side-Chains (Except For
Disordered Regions)-Further Refined From Original Deposition-Contains Additional Sequence Information

Thermus aquaticus

L.Minakhin, S.Bhagat, A.Brunning, E.A.Campbell, S.A.Darst, R.H.Ebright & K.Severinov, 18-Dec-00

MMDB: 15252 PDB: 1HQM ( wichtigste Referenz fiir die RNAP bei Bacteria )

Complete 12-Subunit Rna Polymerase Il

Saccharomyces cerevisiae

K.-J.Armache, H.Kettenberger & P.Cramer, 29-Jan-03

MMDB: 24539 PDB: 1NT9 ( wichtigste Referenz fiir die RNAP bei Eukarya )

Structure Of An Archeal Homolog Of The Eukaryotic Rna Polymerase || Rpb4RPB7 COMPLEX
Methanococcus jannaschii

F.Todone, P.Brick, F.Werner, R.0.J.Weinzierl & S.Onesti, 17-Oct-01

MMDB: 18143 PDB: 1GO3

N-Terminal Domain Of Tfiib, Nmr

Pyrococcus furiosus

W.Zhu, Q.Zeng, C.M.Colangelo, L.M.Lewis, M.F.Summers & R.A.Scott, 27-Mar-96
MMDB: 4839 PDB: 1PFT

RNA Polymerase II-TfllS Complex

Saccharomyces cerevisiae

H.Kettenberger, K.-J.Armache & P.Cramer, 19-Jun-03
MMDB: 24113 PDB: 1PQV
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Wild Type Rna Polymerase li
Saccharomyces cerevisiae

D.A.Bushnell & R.D.Kornberg, 24-Dec-02
MMDB: 22688 PDB: 1NIK

Crystal Structure Of Yeast Rna Polymerase li Complexed With The Inhibitor Alpha Amanitin
Saccharomyces cerevisiae

D.A.Bushnell, P.Cramer & R.D.Kornberg, 22-Oct-01

MMDB: 18935 PDB: 1K83

Rna Polymerase Il Elongation Complex
Saccharomyces cerevisiae

A.L.Gnatt, P.Cramer & R.D.Kornberg, 2-Mar-01
MMDB: 16228 PDB: 116H

Solution Structure Of The Essential Rna Polymerase Subunit Rpb10 From Methanobacterium thermoautotrophicum
Methanobacterium thermoautotrophicum

C.D.Mackereth, C.H.Arrowsmith, A.M.Edwards & L.P.Mcintosh, 7-Feb-00

MMDB: 13663 PDB: 1EF4

Solution Structure Of Rna Polymerase Subunit Rpb5 From Methanobacterium Thermoautotrophicum
Methanobacterium thermoautotrophicum

A.Yee, V.Booth, A.Dharamsi, A.Engel, A.M.Edwards & C.H.Arrowsmith, 25-Feb-00

MMDB: 13628 PDB: 1EIK

Structure Of A Transcribing T7 Rna Polymerase Initiation Complex
Bacteriophage T7

G.M.T.Cheetham & T.A.Steitz, 1-Sep-99

MMDB: 12809 PDB: 1QLN

Crystal Structure Of A T7 Rna Polymerase-T7 Promoter Complex
Bacteriophage T7

G.M.T.Cheetham, D.Jeruzalmi & T.A.Steitz, 11-Mar-99

MMDB: 10243 PDB: 1CEZ

Structure Of Escherichia Coli Rna Polymerase Alpha Subunit N-Terminal Domain
Escherichia coli

G.Zhang & S.A.Darst, 8-May-98

MMDB: 10201 PDB: 1BDF

Solution Structure Of Rna Polymerase Subunit H
Methanococcus jannaschii

A.Thiru, M.Hodach, J.Eloranta, V.Kostourou & R.Weinzierl, 5-Feb-99
MMDB: 10045 PDB: 1HMJ

T7 Rna Polymerase Complexed With T7 Lysozyme
Bacteriophage T7

T.Steitz & D.Jeruzalmi, 8-Aug-97

MMDB: 8719 PDB: 1ARO

Thermococcus Celer Rpb9, Nmr, 25 Structures (TFIIS)
Thermococcus celer

B.Wang, D.N.M.Jones, B.P.Kaine & M.A.Weiss, 19-Aug-97
MMDB: 6818 PDB: 1QYP

Weiter Eintrdge zum Thema ,,RNA Polymerase® inklusive Verweisen auf die verfiigbaren 3D-Strukturen im PDB-
Format finden sich z.B. auch unter folgender Internet-Adresse: http://www.rcsb.org/pdb/molecules/pdb40_report.html
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8.3 Wie mache ich eine lokale BLAST-Suche?
Gene auch in einem noch nicht fertig annotierten Genom suchen und finden!

Das unten angegebene Beispiel ,,Nanoarchaeum® ist insofern nicht mehr ganz aktuell, als
mittlerweile eine analysierte / annotierte Version bei NCBI vorliegt. Wie unter [Abb.4-05]
angegeben, hat die ,,lokale BLAST-Suche* selbst in diesem Fall noch eine wichtige Funktion, und
verhindert evtl. filschliche Aussagen zum Beispiel beziiglich des ,,Fehlens eines Genes im Genom
von Organismus XYZ*.

Lokales BLAST auf dem eigenen PC ist z.B. interessant fiir die Analyse umfangreiche Nucleotid-
Sequenzen, die noch nicht in Form einer annotierten Genbank-Datei vorliegen. Beispiel:
Nanoarchaeum equitans (dieses vielleicht kleinste bekannte Archaeon lebt offensichtlich als
Parasit auf Ignicoccus (ebenfalls Archaea); dhnlich klein sind nur die zellwandlosen Vertreter der
Gattung Mycoplasma beziehungsweise die parasititen Rickettsien und Clamydien bei Bacteria,
siche auch Thermoplasma bei Archaea). Ich wollte z.B. die Gene der DNA-abhéngigen RNA-
Polymerase von Nanoarchaeum fiir eine vergleichende Darstellung suchen, da mit Nanoarchaeum
neben Crenarchaeota, Euryarchaeota und Nanoarchaeota ein weiteres Reich (die Nanoarchaeota)
postuliert wird, und diesem Genom deshalb besonderes Interesse gilt.

Es gibt eine ganze Reihe von Internet-Seiten, auf denen man eine Online-BLAST-Suche
durchfiihren kann.

( z.B. bei NCBI: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sutils/genom_table.cgi). Nachteil: Nutzlos, sofern
das Genom des gewiinschten Organismus noch nicht in der Datenbank enthalten ist. Eine
Alternative wire z.B. die Webseite der "Biocomputing Service Group" am DKFZ Heidelberg
(,HUSAR Heidelberg®) - hier hat man ein eigenes Benutzerverzeichnis auf dem Server und kann
mit beliebigen eigenen Sequenzdateien arbeiten. Nachteil: dieser Dienst ist nicht kostenlos - man
mul} regelméBig fiir seinen Benutzer-Account bezahlen.

Viele der angebotenen Online-Funktionen kann man mit geeigneten Programmen auch auf dem
eigenen PC realisieren. Fiir die BLAST-Suche wird hier das kostenlose Programm Bioedit
(Version 5.0.9) verwendet, welches man sich unter der folgenden Adresse aus dem Internet laden
kann: http://www.mbio.ncsu.edu/BioEdit/bioedit.html

Die Sequenz von Nanoarchaeum equitans ist zum jetzigen Zeitpunkt (05.11.03) noch nicht
annotiert, liegt aber schon in einer Rohfassung (nur mit der DNA-Sequenz) im Genbank-Format
vor: bei http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genomes/static/a_g.htm (einer NCBI-Seite mit einer Liste
bisher komplett sequenzierter Archaea) als Suchbegriff "Nanoarchaeum" eingeben ("Search" von
"Genome" auf "Nucleotide" stellen). Von den angezeigten Treffern "AACL01000001"
("Nanoarchaeum equitans Kin4-M N.equitans v1.0, whole genome shotgun sequence')
anklicken. Die jetzt angezeigte Genebank-Datei enthédlt noch HTML-Formatierungen, die beim
Einlesen in Bioedit storen wiirden. Deshalb auf "Send to" mit Einstellung "File" oder "Text" klicken
und die Datei im reinen Textformat abspeichern (passenden Namen wéhlen - z.B.
Nanoarchaeum.txt).

Bioedit starten. Die Nanoachacum-Genomdatei mit "File" = "Open" laden. Unter "Sequence" >
"Nucleic Acid" - "Sorted Six Frame Translation" wihlen. In der angezeigten Dialogbox unter
"Minimum ORF size" z.B. 40 (Aminosduren) angeben. Auf "Translate" klicken und die
resultierende Datei als Textdatei abspeichern.

Unter "Accessory Application" - "BLAST" - "Create a local protein database file" wihlen
und die eben abgespeicherte Datei mit den Aminosiuresequenzen auswiahlen. Es 6ffnet sich kurz
ein MS-DOS-Fenster, das sich aber von selbst wieder schlie3t (die Datenbank ist jetzt fertig).
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Unter "Accessory Application" = "BLAST" - "Local BLAST" wihlen. In der angezeigten
Dialogbox bei "Program" "blastp" wihlen und bei "Protein Database" die neu generierte
Datenbank wihlen, die den selben Namen wie die Textdatei hat. Unter "Load From File" kann
man eine Textdatei mit der Aminosduresequenz laden, mit der man eine BLAST-Suche machen
will. Oder Sequenz einfach in das Eingabefeld kopieren. Mit "Do Search" den BLAST-Lauf
starten... eigentlich sollte sich jetzt ein Fenster mit der Liste der besten Ubereinstimmungen 6ffnen.
Diese Datei sollte man zur Dokumentation der Suche abspeichern.

Bei dem Alignment des "besten Treffers" (der zuoberst in der Liste steht), findet sich eine
Formulierung wie z.B. "187775 to 185637: Frame - 3". Dieses Verweis hilft bei der Zuordnung der
zugrundeliegenden Nucleotidsequenz zur gefundenen Aminosiuresequenz.

Um nun schlieBlich an die komplette Aminosédure-Sequenz zu gelangen, kopiert man einen Teil der
unter "Sbjct" angegebenen Aminosduren und sucht damit in der eingangs erstellten und
abgespeicherten Datei mit den einzelnen Aminosduresequenzen (d.h. die Datei, mit der die
Datenbank generiert wurde). Sobald man den entsprechenden Eintrag gefunden hat kopiert man ihn
am besten in einer neue Datei.

In den meisten Fillen fingt die Sequenz nicht mit einem Methionin an, so dass man noch einige
Aminosduren am Anfang loschen kann. Im Idealfall hat man jetzt die komplette
Aminosduresequenz des gesuchten Proteins vorliegen. Allerdings sollten mit weiteren Tests der
Start und das Ende des Genes auf Plausibilitit getestet werden (eine Moglichkeit hierfiir bietet z.B.
ein multiples Alignment mit homologen Proteinen anderer Arten).
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8.4 ,,GenbankAnalyse“ - ein selbst geschriebenes Bioinformatik-Tool

,GenbankAnalyse* wurde im Rahmen dieser Arbeit von mir mit Delphi 5 (Borland) programmiert.
Es stellt eine Ergidnzung zu anderen Bioinformatik-Programmen dar und ist auf Cut & Paste in
enger Verbindung mit leistungsfahigen Texteditoren wie z.B. Ultraedit ausgelegt. Die von dem
Programm generierten Grafiken werden in die Zwischenablage kopiert, von wo sie in ein beliebiges
Grafikprogramm (oder z.B. Word) eingefiigt werden konnen.

% Genbank-Dateien konvertieren, Daten extrahieren, Proteine analysieren

Datsi Bearbstsn Beispisl Info

Suchbegritte: [ UND ) Srok und Blenschralbung st eoall )

[Fr ﬂ oDER| ﬂ
polymersse ﬂ ODER| ﬂ

Suche zuriicksetzen | ot |
Beispiel. Pyrococcus furiosus DSM 3838, Untereinheiten der RNA-Polymerase suchen (ohne TFS)
fip:/fftp nchi.nih gov/genomes/BacteriaPyrococous_furiosusMC_00341 3 ghk
Dateipfad
Quelidatei:  1:\_Uni_Transfer\GenomeGene_Transfer\Pyrococcus_furiosus\NC_003413.gbk.
Frogrammstatus
Die Daten werden extrahiert - bitte etwas Geduld!  Abbrechen mit [ESC]
Motizen  Ergebnizse ILogbuch I Infor I Einstelungen | Erweiterte Eingake 1
Ergebnizse (milssen manuell gespeichert werden, Wird jeveils mit neuen Daten (berschrichen)

[P T T T TIaIE, 0,1 1F0s. 1-2%) A
pl C-terminale Halfte: 11,4 (Pos.25-49)

Aminos&ure-Frequenz.

A s} D E F G H | 3 L M M P

2 4 2 2 1 2 a 3 3 4 1 a 4

41 82 41 41 20 41 a0 B1 122 8.2 20 a0 8,
RA43=K122=102=L82=C82=PE2=Y.61 =61 =E41=D41 =541 =G40 =241 =F20=T.20=M2,
Thermoadaptation? E+H+R: 30,6% | N+@+S+T: 8,1% , Quatient: 5,0 3

< >

Genbank-Datei laden | | Daten aus Genbank-Datsi extrahieren I Apbrechen ‘ Schiiefien |

Abb.8-02: Screenshot des programmierten Bioinformatik-Tools "GenbankAnalyse"

Das Programm wurde zunéchst entwickelt, um die Vielzahl von transkriptions-relevanten Gene aus
archaellen und bakteriellen Genomen zu extrahieren und dabei jeweils gleich die meisten fiir diese
Arbeit benoétigten Basis-Analysen vorzunehmen (z.B. Berechnung von theoretischem
Molekulargewicht, Ladung, isoelektrischem Punkt (pI), Aminosdure-Verteilung samt
Auffilligkeiten, Zuordnung und Formatierung der DNA-Sequenz zur Aminosdure-Sequenz,
Extraktion von Stromaufwirts-Region auf Nucleotidebene etc.; allein Tabelle [Abb.4-05] zeigt 211
RNA-Pol-Gene, die nicht alle in den Online-Datenbanken enthalten sind).

Spiter kamen Funktionen zur Analyse einzelner Proteine und zur Erstellung von kompakten /
platzsparenden Grafiken hinzu.

Funktionen des Programms in Stichworten:
¢ Einlesen von Genom-Dateien im Genbank-Format (*.gbk); Abspeichern der transformierten
Daten in 5 verschiedenen Dateien / Listen:
a) Gene =zeilenweise; Reihenfolge wie im Genom; Zusatzinfo {iiber Abstand zum
vorhergehenden Gen
b) Liste sortiert nach theoretischem Molekulargwicht
¢) Statistik-Datei mit globalen Angaben zum Genom: GC-Gehalt, Haufigkeit von Start- und
Stop-Codons, Linge der intergenen Region (Uberschneidung, Wechsel der Leserichtung etc.).
Tab-getrennte Tabelle mit Daten zum Thema ,,gekoppelte / tiberlappende Gene*.
d) Datei mit Ergebnissen einer Stichwortsuche; Zuordnung der Nucleotid-Sequenz zur
Aminosduresequenz (wenn notig revers komplementir etc.). U.a. Berechnung der
durchschnittlichen prozentualen Aminosdure-Héufigkeit in den gefundenen Protein-Genen
(z.B. auch fiir alle Protein-Gene: bei P.furiosus z.B. 2065) sowie der "Codon-Usage".
e) Tab-getrennte Liste fiir Import in Excel: Abstand zum vorhergehenden Gen und Info tiber
Wechsel der Leserichtung etc.; Start- und Stop-Position (Locus) des Genes; Aminosédure-
Anzahl; theoretisches Molekulargewicht; Ladung bei pH 7,62; Isoelektrischer Punkt; Start-
und Stop-Codon; Gen-Bezeichnung; ,,/product“-Angabe; ,,/note*“-Angabe
¢ Analyse einzelner Proteine: die 0.g. Daten; zusétzlich Infos tiber C-Terminus / N-Terminus; u.a.
Analyse auf Indizien fiir Thermoadaptation
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¢ Generierung von kompakten Saulen-Diagrammen zum Thema ,,Aminosdure-Haufigkeit*
(unsortlert / sortiert / farblich markiert / optlonale ,,Normahslemng“)

113

£ 84 85 B8 7 sa 28

poD) 2715 15 14 14 gg

Belsplel HCDEFGHIKLMNPQRSTVWY ELKVI APDTGFSYRNOQHWMC
e Generierung von Graﬁken zum ‘Thema: Alignment- Konsensus Geladene Aminoséuren etc.

1 A" (rpoA2) 100 1 HirpeH) D+EMH+K+R: Geladene A )osaue\ Aspartal. Ghtamal. Histidin, Lysen. Arginin: unfen sausr, oben basisch)

Beispiel: LM 1111111 11 0 NS P o NPT L L P
¢ Formatierung von Konsensus-Sequenzen (u.a. Umwandlung in ein ProSite-Suchmuster fiir die
Markierung von Protein-Abschnitten in Cn3D {iiber die Funktion ,,Find pattern®).

e Komplette Nucleotid-Sequenz aus Genbank-Datei extrahieren (z.B. fiir Import in Bioedit, falls die
Genbank-Datei zu grof} ist, um korrekt geladen zu werden).

Dieses Programm steht den Mitarbeitern der AG Thomm als Hilfmittel u.a. bei der Fortfiihrung des
Pyrococcus-RNA-Polymerase-Projektes zur Verfiigung.

Die Daten fiir die Implementierung der Berechnung des theoretischen Molekulargewichtes
wurden folgender Datei entnommen: http://jjorg.chem.unc.edu/personal/monroe/docs/mwthelp.txt
Um die Angaben zu Ladung und Isoelektrischem Punkt besser einschidtzen zu konnen, wird kurz
auf das Prinzip bzw. die Daten eingegangen, die zu ihrer Berechnung verwendet werden:

8.4.1 Berechnung der theoretischen Nettoladung und des Isoelektrischen Punktes

Das Berechnen der Nettoladung bzw. des Isoelektrischen Punktes (pl) ist nicht ganz trivial, weil
eine Reihe Voraussetzungen und Einschrinkungen getroffen werden. Zusammenfassend kann
gesagt werden, dass die resulierenden Werte niitzlich und in vielen Fillen ausreichend, jedoch auf
jeden Fall "theoretisch" sind, und praktische Experimente nicht komplett ersetzen konnen.

Ich habe mich weitgehend an der Funktion "PepStats" von HUSAR-Heidelberg (siche 3.8)
orientiert, deren Ergebnisse zur Verifizierung des von mir selbst (auf Grundlage von im Internet
verfiigbaren Informationen) implementierten Algorithmus diente.

Generell erfolgt die Berechnung auf der Basis einer Tabelle mit pK,-Werten, die entsprechend der
Henderson-Hasselbalch'schen Gleichung fiir jede Aminosédure einen Wert (Dissoziationskonstante)
liefert, der zu der (theoretischen) Netto-Ladung des Proteins hinzuaddiert werden kann. Da hierbei
die besondere Verteilung der Aminosduren bzw. die tatsdchliche 3D-Konformation nicht
berticksichtigt wird, handelt es sich um eine Abschédtzung. Im nativen Protein beeinflussen sich die
in unmittelbarer Ndhe befindlichen Aminosdure-Reste gegenseitig, so dass von der Theorie
abweichende Dissoziationskonstanten resultieren.

Es mufl beachtet werden, dass verschiedene pK,-Wert-Tabellen mit leicht voneinander
abweichenden Werten kursieren. Ich habe mich nach folgender Tabelle gerichtet, die auch PepStats
standardmifig verwendet (bezeichnender Weise kann man in PepStats auch eine eigene, alternative
Tabelle benutzen):

pK data from Bull, "An Introduction to Physical Biochemistry", p128.

Residue pK

C 8.3

D 3.91

E 4.25

H 6.50

K 10.79

R 12.50

Y 10.95

NH2 8.56 (amino terminus)
COOH 3.56 (carboxyl terminus)

Die Berechnung des Isoelektrischen Punktes ( pl ) erfolgt, indem die Netto-Ladung des Proteins fiir
das gesamte pH-Spektrum ausgerechnet wird, und der Umgebungs-pH ermittelt wird, bei dem die
Netto-Ladung gleich 0 ist.
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Anhand der Aminosiuresequenz der Untereinheiten der RNAP aus P.furiosus und einiger
Testproteine erfolgte die Uberpriifung der von meinem Programm errechneten Werte.

Wihrend sich mit den o.g. pK,-Werten bei meinen eigenen Berechnungen ein identischer Wert fiir
den pl ergibt, weicht die Angabe fiir die Netto-Ladung aus unerfindlichen Griiden etwas von
PepStats ab (normalerweise nicht mehr als +/-1), was aber fiir die Gesamtaussage keinerlei Folgen
hat, wenn man bedenkt, dass schon geringe Anderungen des Umgebungs-pH deutliche
Abweichungen der Protein-Ladung nach sich ziehen. Die von PepStats errechneten Daten stimmen
mit meinen Werten am besten {iberein, wenn ein pH von 7,62 zugrunde gelegt wird (dieser Wert
wurde von mir im folgenden verwendet).

Folgende Beispiele zeigen einen Vergleich der Werte von PepStats und "GenbankAnalyse":

(in Klammern die von mir selbst errechneten Werte)

Ladung pl
rpoB: -10 (-10) 6,70 (6,69)
rpoAl: -6 (-6) 6,83 (6,82)
rpoA2: -7 (-7) 5,86 (5,86)
rpoD: -14 (-14) 4,71 (4,71)
rpoEl: 0 (0) 7,76 (7,76)
rpoF: -8 (-8) 4,66 (4,65)
rpoK: 2 (2) 10,34 (10,34)
rpoP: 9 (8) 10,73 (10,72)
Testl: 57 (59) 77?7 (13,92) (ausschlieBlich basisch)
Test2: -69 (-74) 2,19 (2,19) (ausschlieBlich sauer)

( die beobachtete Genauigkeit wurde als ausreichend betrachtet; bei den kiinstlichen (in natura nicht
vorkommenden) Testsequenzen mit ausschlieBlich basischen / sauren Aminosduren gibt es
Abweichungen; "???" deutet an, dass PepStats hier keine Ergebnis lieferte).

Weitergehende Informationen zum Thema "Berechnung von Nettoladung und Isoelektrischem
Punkt" finden sich unter folgenden Internet-Adressen:
http://bioperl.org/pipermail/bioperl-1/2002-September/009280.html
http://fields.scripps.edu/DTASelect/20010710-pI-Algorithm.pdf

Fiir die konkrete Programmierung erwiesen sich auch folgende Informationen als niitzlich:
http://www.biochem.uwo.ca/undergrad/381a/ta/tutorial6.doc

8.5 Liste der mikrobiellen Genom-Dateien im Genbank-Format (Internet)

Allgemein Liste mit komplett sequenzierten Mikroorganismen:
http://www.ncbi.nIm.nih.gov/genomes/Complete.html

Liste aktueller, komplett sequenzierter archaeeller Genome:
http://www.ncbi.nim.nih.gov:80/genomes/static/a_g.html

Aeropyrum pernix:
ftp://ftp.ncbi.nih.gov/genomes/Bacteria/Aeropyrum_pernix/NC_000854.gbk
Archaeoglobus fulgidus DSM 4304:
ftp://ftp.ncbi.nih.gov/genomes/Bacteria/Archaeoglobus_fulgidus/NC_000917.gbk
Halobacterium sp. NRC-1:
ftp://ftp.ncbi.nih.gov/genomes/Bacteria/Halobacterium_sp/NC_002607.gbk
Methanocaldococcus jannaschii:
ftp://ftp.ncbi.nih.gov/genomes/Bacteria/Methanococcus_jannaschii/NC_000909.gbk
Methanopyrus kandleri AV19:
ftp://ftp.ncbi.nih.gov/genomes/Bacteria/Methanopyrus_kandleri/NC_003551.gbk
Methanosarcina acetivorans C2A:
ftp://ftp.ncbi.nih.gov/genomes/Bacteria/Methanosarcina_acetivorans/NC_003552.gbk
Methanosarcina mazei Goe1:
ftp://ftp.ncbi.nih.gov/genomes/Bacteria/Methanosarcina_mazei/NC_003901.gbk
Methanothermobacter thermautotrophicus str. Delta H:
ftp://ftp.ncbi.nih.gov/genomes/Bacteria/Methanobacterium_thermoautotrophicum/NC_000916.gbk
Nanoarchaeum equitans Kin4-M:
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?val=NC_005213

Pyrobaculum aerophilum:
ftp://ftp.ncbi.nih.gov/genomes/Bacteria/Pyrobaculum_aerophilum/NC_003364.gbk
Pyrococcus abyssi:
ftp://ftp.ncbi.nih.gov/genomes/Bacteria/Pyrococcus_abyssi/NC _000868.gbk
Pyrococcus furiosus DSM 3638:
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ftp://ftp.ncbi.nih.gov/genomes/Bacteria/Pyrococcus_furiosus/NC_003413.gbk
Pyrococcus horikoshii:
ftp://ftp.ncbi.nih.gov/genomes/Bacteria/Pyrococcus_horikoshii/NC_000961.gbk
Sulfolobus solfataricus:
ftp://ftp.ncbi.nih.gov/genomes/Bacteria/Sulfolobus_solfataricus/NC_002754.gbk
Sulfolobus tokodaii:
ftp://ftp.ncbi.nih.gov/genomes/Bacteria/Sulfolobus_tokodaii/NC_003106.gbk
Thermoplasma acidophilum:
ftp://ftp.ncbi.nih.gov/genomes/Bacteria/Thermoplasma_acidophilum/NC_002578.gbk
Thermoplasma volcanium:
ftp://ftp.ncbi.nih.gov/genomes/Bacteria/Thermoplasma_volcanium/NC_002689.gbk

Bakterielle Genome (Bacteria):
Aquifex aeolicus:
ftp://ftp.ncbi.nih.gov/genomes/Bacteria/Aquifex_aeolicus/NC_000918.gbk
Deinococcus radiodurans:
ftp://ftp.ncbi.nih.gov/genomes/Bacteria/Deinococcus_radiodurans/NC_001263.gbk
ftp://ftp.ncbi.nih.gov/genbank/genomes/Bacteria/Deinococcus_radiodurans/AE000513.gbk
Escherichia coli CFT073
http://www.ncbi.nim.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?val=NC_004431
Helicobacter pylori 26695:
ftp://ftp.ncbi.nih.gov/genomes/Bacteria/Helicobacter_pylori_26695/NC_000915.gbk
Salmonella typhimurium LT2:
ftp://ftp.ncbi.nih.gov/genomes/Bacteria/Salmonella_typhimurium_LT2/NC_003197.gbk

Staphylococcus aureus subsp. aureus MMW2:

ftp://ftp.ncbi.nih.gov/genomes/Bacteria/Staphylococcus_aureus_ MW2/NC_003923.gbk
Thermotoga maritima:
ftp://ftp.ncbi.nih.gov/genomes/Bacteria/Thermotoga_maritima/NC_000853.gbk

8.6 Accession-Nummern einiger in dieser Arbeit erwahnter Gene

Saccharomyces cerevisiae (Gene der Pol I1):
Die folgenden Gene finden sich z.B. auch bei Swissprot unter RPB1_YEAST, RPB2 YEAST, ...

Rpb1:
Rpb2:
Rpb3:
Rpb4:
Rpb5:
Rpbé6:
Rpb7:
Rpb8:
Rpb9:

P04050
P08518 / NP 014794
P16370 / NP_012243
P20433 / NP_012395
P20434 / NP 009712
P20435
P34087
P20436 / NP 014867
P27999

Rpb10:P22139 / NP_014853
Rpb11:P38902 / NP_014638
Rpb12:P40422
Escherichia coli ( Gene der bakteriellen RNA-Polymerase):
swissprot: RPOC_ECOLI
swissprot: RPOB_ECOLI
swissprot: RPOA_ECOLI
swissprot: RPOZ_ECOLI

B: P00577
B: P00575
o: P00574
o: P08374
o’:  P00579
ot P24255

Sulfolobus acidocaldarius ( Gene der RNA

(Synonyme:
(Synonyme:
(Synonyme:
(Synonyme:
(Synonyme:
(Synonyme:
(Synonyme:
(Synonyme:
(Synonyme:
(Synonyme:
(Synonyme:
(Synonyme:

swissprot: RPSD_ECOLI
swissprot: RP54 ECOLI
-Polymerase):

RPO21, RPB220, SUAS, YDL140C, D2150)
RPO22, RPB150, YOR151C)
YILO21W)

YIL140W, J0654)
YBR154C, YBR1204)
RPO26, YPR187W, P9677.8)
YDR404C, D9509.22)
YOR224C, YOR50-14)
YGLO070C)

YOR210W)

YOL005C)

RPC10, YHR143BW

(Standard-o-Faktor)
(Arginin-Metabolismus)

(S.acidocaldarius ist noch nicht komplett sequenziert, wird aber an verschiedenen Stellen zitiert bzw. in
Alignments mit einbezogen, da an diesem Organismus wichtige Untersuchungen zu Thema "RNA-
Polymerase bei Archaea" durchgefiihrt wurden (Lanzendorfer ef al., 1994)).

(Operon u.a. mit Untereinheit B, A', A")

(Operon mit rpoD, rpoN und ribosomalen Proteinen)
swissprot: RPOB_SULAC

rpoA/B/C: X14818
rpoD/N: X80194
B: P11513/S04716
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A'":
A'':

rpoD:
rpokE:
rpoH:
rpoK:
rpoL:
rpoN:

134
P11512/B33926 swissprot: RPA1 SULAC
P11514 swissprot: RPA2 SULAC
P39471 swissprot: RPOD_SULAC
P39466 / S38658 swissprot: RPOE_SULAC
P11521 swissprot: RPOH_SULAC
P39463 swissprot: RPOK_SULAC
P46217 swissprot: RPOL_SULAC
P39472 swissprot: RPON_SULAC

8.7 Abkiirzungen und Begriffe
Alignment

bp
Da

extrem thermophil:

Genbank

GTG

hyperthermophil:

kDa

mesophil:

MG
NCBI
NusA
NusG
ORF
PA
PAGE
pl

PIC
PKA

Pol1/Pol 1l / Pol III:

psychrophil:

rbs

RNA-Pol

RNAP
SRS:

thermophil:

TBP
TFB
TFE
TFS

TTG
UE

Kurzform fiir "Multiple alignment"

Basenpaare (DNA)

Dalton

Organismus wéchst bei Temperaturen > 75°C

Einen der wichtigsten, online verfiigbaren Gen-Datenbanken
Alternatives Start-Codon (bei Archaea und Bacteria)
Organismus wéchst bei Temperaturen > 90°C

Kilodalton

Organismus wéchst bei 20-45°C

Molekulargewicht

National Center for Biotechnologie Information

transcription termination-antitermination factor NusA
transcription termination-antitermination factor NusG

Open reading frame

Polyacrylamid

Polyacrylamid Gel Elektrophorese

Isoelektrischer Punkt

Préinitiationskomplex

Proteinkinase A (zur radioaktiven Markierung geeigneter Protein)
Eurkaryotische DNA-abhéngige RNA-Polymerase
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