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Kurzfassung. Das Hauptaugenmerk dieser Arbeit liegt auf der Etablierung einer Proteinsyn-
thesestrecke fir T7-RNA Polymerase (T7-RNAP) und Pumilio und fem3 mRNA-Bindungsfak-
toren 6 (Puf6) unter Verwendung der minimal notwendigen Methoden. Die Proteine kénnen
kosteneffizient in Prokaryoten rein und hochaktiv exprimiert und danach wirksam mit einem
Hexahistidin-Tag Uber Nickel-NTA-Affinitatschromatographie aufgereinigt werden. Anwen-
dung finden die Proteine bei der Synthese und Faltung z.B. von ribosomaler RNA (rRNA). In
dieser Arbeit wird die Optimierung der T7 und Puf6é Synthese beschrieben, um eine mdglichst
hohe Ausbeute und Reinheit zu gewahrleisten, beides unverzichtbare Faktoren fur die For-
schung und die biotechnologische Anwendung der Proteine.

1. Motivation

Unsere aktuelle Forschung zielt auf das bessere Verstandnis des Reifungsprozesses von ri-
bosomaler RNA (rRNA) ab. Der Fokus liegt dabei auf der Interaktion von einem Kissing Loop
mit einem GAAA Tetraloop. Das RNA-Tertiarkonstrukt besteht dabei aus drei Hairpins, wobei
zwei Hairpins (Helix H88 und H22) den Kissing Loop bilden und ein Haiprin (Helix H68) den
GAAA Tetraloop darstellt. In vitro sind die Helices mit Poly-A-Linkern verknlpft und stellen
somit ein 65 bp langes DNA-Template dar. Durch einen davor geschalteten T7-RNA Poly-
merase (T7-RNAP) Promotor kann in einer in vitro Transkription aus dem DNA-Template RNA
hergestellt werden [1]. Damit Struktur- und Ligandenbindungsstudien durchgefihrt werden
kénnen, muss die RNA gefaltet werden, ohne die Bindungsstelle des Tertiarkonstruktes zu
beeinflussen. Um die native Faltung der RNA zu garantieren, wird ein Protein bendtigt, wel-
ches Chaperone-ahnliche Eigenschaften aufweist. Puf6 interagiert mit der rRNA und erleich-
tert deren Faltung insbesondere bei niedrigen Temperaturen [2]. Dieser Prozess ist schema-
tisch in der folgenden Abbildung dargestellt.
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Abbildung 1: Schematische Darstellung der RNA Synthese unter Verwendung von T7-
RNAP (PDB 1MSW) und Puf6 (PDB 4WZW).

2. Methoden

Die Expression eines Proteins kann in drei Etappen Transformation, Testexpression und grofie
Expression untereilt werden. Jeder Teilschritt muss dabei je nach Gegebenheiten und ange-
strebtem Ziel angepasst und optimiert werden. Zu Beginn muss der Expressionsvektor in den
gewunschten Expressionsorganismus transformiert werden. Dies kann je nach Grolie des
Vektors, Organismus und Transformationseffizienz durch Elektroporation oder durch Hitze-
schock durchgefihrt werden. Daraufhin werden, in Form einer Testexpression, die Expressi-
onsbedingungen im kleinen Mal3stab getestet und optimiert. Die Ergebnisse werden im SDS-
Gel ausgewertet und kontrolliert. Die Grof3e Expression dient der effizienten Gewinnung hoch
aktiven Proteins. Die Zellen kdnnen durch physikalische Kraft z.B. in einer Zellmuhle oder
durch Ultraschall aufgeschlossen werden. Das Zielpeptid von anderen Proteinen zu trennen
kann je nach Laborausstattung Uber Nickel-Affinitatschromatographie eines automatisierten
Chromatographiesystems (z.B. Akta) oder einer Schwerkraftsaule (engl. gravity column) erfol-
gen. Die Aufreinigungsschritte der Proteinexpression werden im SDS-Gel ausgewertet. Hoch
reine Proteinfraktionen aus dem Chromatographieschritt werden im Dialyseverfahren umge-
puffert. Zum Schluss erhalt man reines, aktives Protein, welches z.B. im 25% Glycerolstock
fraktioniert bei -80 °C gelagert werden kann. Eine schematische Darstellung des Proteinex-
pressionsprozesses ist in Abb. 2 zu sehen.
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Abbildung 2: Schematische Darstellung von Beginn der Proteinexpression bis zur Aufreini-
gung. Es werden die Prozesse der Transformation Uber Testexpression bis zur Expression
im GrofRen Maldstab zugeordnet.

3. Ergebnisse

Die Etablierung eines Proteinsynthesewegs von T7-RNAP und Puf6, mit Beginn bei der Trans-
formation, Uber die Testexpression bis hin zur Expression im gro3en Malistab und der darauf-
folgenden Aufreinigung mittels Nickelaffinitdtschromatographie wird hier in Kurzform darge-
stellt.

3.1 Testverdau

Die transformierten E. coli BL12 (DE3) codon plus pEM1 puf6 161-656 Zellen wurden nach
einer Ubernachtkultur mit Hilfe des Plasmid Miniprep-Kit aufgereinigt. Die Konzentration der
Plasmidpraparationen betrug 390,5 ng/ul. Anschlief’iend wurde ein Testverdau durchgefiihrt,
um den Expressionsvektor eindeutig nachzuweisen (Abb. 3). Der 20 yl Ansatz wurde auf ein
1% Agarosegel aufgetragen.
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Abbildung 3: Testverdau von DE3 codon plus pEM1 puf6 161-656 mit EcoRV. Auftrag einer
1 kbp DNA-Leiter auf ein 1% Agarosegel.

Im 1% Agarosgel wurde neben dem Vektorverdau von DE3 codon plus pEM1 puf6 161-
656 mit EcoRV der ungeschnittene Vektor aufgetragen. Zum besseren Verstandnis wurden
die Banden numerisch beschriftet. In der Bahn des ungeschnittenen Vektors pEM1 puf6 161-
656, welcher eine Grolie von 7420 bp besitzt, wurden drei Banden sichtbar. Dabei stehen die
Banden 1 und 2 fir den Expressionsvektor pEM1 puf6 161-656 in seiner zirkularen- (ca. 10
kbp) und seiner supercoiled Form (ca. 5 kbp). Die Banden 3 und 6 in der ,ungeschnitten“ und
,ECORV* Bahn zeigen den ungeschnittenen DE3 codon plus Vektor in seiner supercoiled From
(ca.2,5 kbp). Die gewlinschten Fragmente des pEM1 puf6 161-656 Vektors nach dem Verdau
mit EcoRV liegen bei einer Grofze von 3191 bp (Bande 5) und 4229 bp (Bande 4).

3.2 Testexpression
Um die Expressionsbedingung des Konstruktes E. coli BL12 (DE3) codon plus pEM1 puf6 161-

656 zu testen, wurde eine Testexpression durchgefiihrt. Fir die Beurteilung wurde die Probe
auf ein SDS-Gel aufgetragen (Abb. 4).
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Abbildung 4: SDS-Gel der Testexpression von E. coli BL12 (DE3) puf6 161-656 ohne und
mit Zugabe von IPTG unter reduzierenden Bedingungen. Als Leiter wurde der Kaleidosco-
peTM-Proteinmarker aufgetragen.

Bei beiden Proteinproben des Konstruktes E. coli BL12 (DE3) codon plus pEM1 puf6
161-656 (Abb. 4) wurde eine Expression nachgewiesen. Beide Proben zeigten vollstandig se-
parate Banden. Auffallig ist, dass bei den Bahnen ,-IPTG“ und ,+IPTG" unterhalb der Laufweite
der 75 kDa Markerbande eine Bande zu sehen ist. Die Bande entspricht mit einer Laufweite
von ca. 65 kDa den Polypeptid 6x His GB1 puf6é 161-656. Die anderen Banden unter der 50
kDa Markerbande stellen mit den Banden lber 75 kDa nicht gewtinschte Expressionsprodukte
dar.

3.3 GroRe Expression

Fur die Synthese reiner, hoch aktiver Proteine wurde die Expression im groflen Malstab
durchgefuhrt. Nach Aufbereitung des Probenextraktes wurde mit der Proteinaufreinigung per
Ni-NTA Affinitatschromatographie begonnen. Fir die Auswertung der Puf6 Proteinaufreini-
gung Uber eine Schwerkraftsaule, wurden Zellen ohne IPTG, der Uberstand des Zelllysats mit
IPTG, der Waschschritt 1, der Waschschritt 4, der Elutionsschritt 1, der Elutionsschritt 2, die
Dialyse 1 (von Elutionsschritt 1) und die Dialyse 2 (von Elutionsschritt 2) zusammen auf ein
Gel aufgetragen und verglichen (Abb. 5).
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Abbildung 5: SDS-Gel von Puf6 Proteinproben nach Aufreinigungsschritten tber eine
Schwerkraftsaule unter reduzierenden Bedingungen. Aufgetragen wurde Zellen ohne IPTG,
Uberstand Zelllysat mit IPTG, Waschschritt 1 (W1), Waschschritt 4 (W4), Elutionsschritt 1
(E1), Elutionsschritt 2 (E 2), Dialyse 1 (von Elutionsschritt 1) (D 1) und Dialyse 2 (von Eluti-
onsschritt 2) (D 2). Als Leiter wurde der KaleidoscopeTM-Proteinmarker aufgetragen.

Im SDS-Gel ist auf jeder Bahn, aulder auf der ersten, mindestens eine Bande zu erken-
nen. Auf der Spur ,Uberstand Zelllysat +IPTG* sind neben der Proteinbande fiir Puf6 bei 65
kDa, weitere Banden erkennbar. Der Probenauftrag von Waschschritt 1 und 4 zeigt jeweils
eine Bande. Die Bande in der Bahn des Probenauftrags von W1 lauft bei einer Weite von 100
kDa, die des W4 bei ca. 65 kDa. In Spur E1 und D1 sowie E2 und D2 sind die Bandenmuster
identisch. In der Bahn von E1 und D1 lauft eine Bande knapp unter der 75 kDa Markerbande
und eine Bande bei ca. 65 kDa. Die Bande bei einer Laufweite von 65 kDa entspricht der
Grofde von Puf6 und ist ebenfalls in Spur E2 und D2 vorzufinden. Die Proteinkonzentration von
Puf6 des Dialyseschritt 1 betragt 13,1 pM.
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