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9. ANHANG 
 

 

9.1 Abkürzungsverzeichnis 
 

9.1.1 Abkürzungen 

3D  dreidimensional   r.m.s.  root mean square 
A / ADE Adenosin    rp  reversed phase 
Abb.  Abbildung    rRNA  ribosomal ribonucleic acid 
ad  adjust     RT  Raumtemperatur 
ATP  Adenosin-5’-triphosphat  SDS  sodium dodecyl sulfate 
APS  Ammoniumperoxodisulfat  Tab.  Tabelle   
B.  Bacillus    TCA  Trichloressigsäure 
Bidest.  Bidestilliertes Wasser   THF  Tetrahydrofuran 
bp  Basenpaar    tRNA  transfer ribonucleic acid 
BSA  bovine serum albumine  TEMED N,N,N’,N’- 
C / CYT Cytidin      Tetramethylendiamin 
CBD  Chitinbindende Domäne  TF  Transkriptionsfaktor  
CIP  calf intestinal alkaline phosphatase Th.  Thermus 
CPG  controlled pore glass   Tris  Tris(hydroxymethyl)- 
CTP  Cytidin-5’-triphosphat    aminomethan 
DMSO  Dimethylsulfoxid   U / URI Uridin  
DMT  4,4-Dimethoxytrityl   ÜN  über Nacht 
dNTP  Desoxynukleotidtriphosphat  UTP  Uridin-5’-triphosphat 
DTT  1,4-Dithiotreitol   X-Gal  5-Bromo-4-Chloro-3- 
ds  doppelsträngig     Indolyl-ß-D- 
E. coli / Eco Escherichia coli     Galactopyranosid 
EDTA  Ethylendiamintetraacetat  v  volume 
G / GUA Guanosin    v. l.  von links 
GTP  Guanosin-5’-triphosphat  w  weight 
H.   Haloarcula    W  Wasser 
HEPES 2-[4-(2-Hydroxyethyl)-1- 

piperazinyl]-ethansulfonsäure  
HPLC  High Performance Liquid  

Chromatography 
IPTG  1-Isopropyl-ß-D-1- 

Thiogalactopyranosid 
LB-Medium Luria-Bertani-Medium 
MOPS  3-Morpholinopropansulfonsäure 
MPD  2-Methyl-2,4-Pentandiol 
mRNA  messenger ribonucleic acid 
NMP  Nukleosidmonophosphat 
NMR  Nuclear Magnetic Resonance 
nt  Nukleotid 
OD  Optische Dichte 
PAA  Polyacrylamid 
PCR  polymerase chain reaction 
PEG  Polyethylenglycol  
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9.1.2 Naturwissenschaftliche und mathematische Größen 

A   Fläche        [m2] 
A260  Absorption bei 260 nm     [-] 
a  Aktivität von Wasser      [-] 
c  Konzentration       [mol/l] 
d  Durchmesser (SchichtdickeKüvette)    [cm] 
D   Diffusionskoeffizient       [m2/s] 
E  Extinktion       [-] 
ε  Spezifischer Extinktionskoeffizient    [mol*l-1*cm-1] 
g  Erdbeschleunigung      [9,81 m/s2] 
M   Molekulargewicht       [kg/mol] 
mW   MasseWasser        [kg] 
µ  Spezifische Wachstumsrate     [h-1] 
n  Stoffmenge       [mol] 
p  Gesamtdruck        [kg*m-1*s-2] 
p0  Dampfdruck von Wasser     [kg*m-1*s-2] 
pR  Partialdruck von Wasser im Reservoir   [kg*m-1*s-2]  
pW  Partialdruck von Wasser im Tropfen     [kg*m-1*s-2]  
R   Allgemeine Gaskonstante     [8,314 

          kg*m2*s-2*mol-1*K-1] 
Rsymm  Gütemaß der gemessenen und skalierten Beugungsdaten [%] 
J  Dichte        [kg/m3] 
T  Temperatur        [K] 
t  Zeit         [h] 
VT  Tropfenvolumen      [m3] 
VW  Wäßriges Volumen im Tropfen    [m3] 
y  Schichtdicke des Gradienten      [m] 
 
 
 
9.1.3 Physikalische Einheiten 

Å  Ångström (1 Å = 10-10 m)   S Svedberg (1 S = 10-13 s) 
°C  Grad Celsius     s Sekunde 
cal  Kalorie     U Unit 
d  Tag      V Volt 
Da  Dalton      
dpm  disintegrations per minute 
h  Stunde 
K  Kelvin 
kg  Kilogramm 
l  Liter 
M  Molar 
m  Meter 
m2  Quadratmeter 
m3  Kubikmeter 
min  Minute 
mol  Mol 
rpm  rotations per minute 
Präfixe: 
 
p (Pico)  10-12 
n (Nano) 10-9 
µ (Mikro)  10-6 
m (Milli)  10-3 
 
k  (Kilo)  103 
M (Mega) 106 
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9.2 Sequenzen, ALKABRID, Kristallisationsscreen 
 

Primersequenzen: 
•  5Sprec_23S RNA:  5’ GTC CGA GGT CTT GAC CCC TC 3’ 
•  5Sprec_GlytRNA: 5’ TGG AGC GGG AGA CGG GAC TC 3’ 
 
•  1a-5S-Thermus: 5’ CCT TGA CAA AGG CCA TGC CTC CTT GGT ATC TTC CCT TTT  

                         G ATC CCC CGT GCC CAT AGC TAA 3’ 
•  1b-5S-T7:    5’ TAA TAC GAC TCA CTA TAG ATC CCC CGT GCC CAT AGC 3’ 
•  2  -5S-runoff:    5’ GGA ATT CCA GGA CCT GAT ATC CCC CGC ACC GAC CTA CTC 3’ 
 
•  3a-CDel-T7:  5’ TAA TAC GAC TCA CTA TAG GAC CCC CGT GCC CAT AGC GGC 3’ 
•  3b-CDel-T3:   5’  AT TAA CCC TCA CTA AAG GAC CCC CGT GCC CAT AGC GGC 3’ 
•  4  -CDel-runoff:  5’ CCC GGG ACC CCC GCA CCG ACC TAC TCT 3’ 
 
•  QPfl_cut1:  5’  ATTCCAGGAGGCTAGCTACAACGACTGGTCCCC 3’ 
•  QPfl_cut2:  5’ AATTCCAGGAGGCTAGCTACAACGAGTAC      3’ 
•  QWT_cut1:  5’  ATTCCAGGAGGCTAGCTACAACGACTGATGGTC 3’ 
•  QWT_cut2:  5’  ATTCCAGGAGGCTAGCTACAACGACTGGACGTC 3’ 
 
 
5S rRNA-Sequenzen: 
•  precB_43 / Msl I: 5’ GAUCCCCCGUGCCCAUAGCUAAGGUGAGUGAAACGCUAUGCGCCGAUGGUACUG 
         GGCGGGCGACCGCCUGGGAGAGUAGGUCGGUGCGGGGGAUCACAA 3’ 
 
•  precB_A2:   precB_1 mit Punktdeletion ADE104 (Abb. 4.1c) 
 
•  Wildtyp_224prec:  Abb. 4.1a mit 3’ Precursor -CACAAAUAUGACA 3’ 
 
•  QWildtyp_CUU3 / EcoR I: Abb. 4.1a mit 3’-Ende –CUUAGAGACCAUCAGGUCCUGGAAUU3’ 
 
•  QWildtyp_CUU3a / EcoR I: Abb. 4.1a mit 3’-Ende –CUUAGAGACGUCCAGGUCCUGGAAUU3’ 
 
•  Alle anderen Konstrukte mit der Bezeichnung prec (precB_1,  precB_2G3,  precB_Bbs4,  precB_4Ü3, 
QprecB_GG1) sowie QPfl_2 und QPfl_2b entsprechen der Sequenz der TL/TR-5S rRNA in Abb. 4.1c. Die 
unterschiedlichen, verlängerten 3’-Enden sind in Tab. 4.2 angegeben – jeweils beginnend mit GUA116. 
 
•  Alle anderen Konstrukte mit der Bezeichnung Wildtyp (QWildtyp_AUU1,  WildtypU_5) entsprechen der 
Sequenz der Wildtyp 5S rRNA in Abb. 4.1a. Die unterschiedlichen, verlängerten 3’-Enden sind ebenfalls in  
Tab. 4.2 angegeben – jeweils beginnend mit GUA116. 
 
•  Fragment ABD: 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Abb. 9.1  Sekundärstrukturmodell eines Th. flavus 5S rRNA-Fragments  
aus den Domänen A, B und D. 
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Abb. 9.2  Alkabrid. Das Beispiel zeigt die Einzelstränge für das 8 bp Fragment der Domäne 
E. Den Koordinaten in den Felder A50 bis A62 liegen die Formeln B50 bis B62 zugrunde. 
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A B C D E F G H I J K L M N O P Q R S T U

ALKABRID V. 4.0
ALKALISCHE HYDROLYSE und HYBRIDISIERUNG

von OLIGORIBONUKLEOTIDEN

Synthesedaten
Probe Synthese Ausbeute Volumen Konzentration

[OD] [µl] [OD/µl]

E3-79 Schering Nr. 63 6,6 115 0,058
E3-90 Schering Nr. 53 4,1 50 0,083

  Berechnung der spezifischen Extinktionskoeffizienten hydrolisierter Oligoribonukleotide
Probe Oligolänge Sequenz   Anzahl nt Summe nt    Spez. Ext.koeff. εεεεh

L # # # # g c a u S [l/(mol*cm)] L = S

E3-79 8 5' c u g g g c g g 3' 5 2 0 1 8 83390 o.k.
E3-90 8 5' c c g c c u g g 3' 3 4 0 1 8 74418 o.k.

Konzentrationsbestimmung
Probe Verdünnung E260 E260 cKüvette cEppi Bewertung

RNAintakt   RNAhydrolisiert [mM] [mM]
Summe o.k.

E3-79 500 0,115 0,155 0,00185 0,93 c ist o.k.
E3-90 500 0,166 0,205 0,00275 1,38 c ist o.k.

Hybridisierungsansatz // Berechnung der spez. Extinktionskoeff. intakter Oligoribonukleotide
Endkonzentration: 0,25 mM Spezifischer Extinktionskoeffizient εεεεi
Endvolumen: 100,0 µl [l/(mol*cm)]

Proben- E3-79 27,0 µl 62167
volumina E3-90 18,2 µl 60171

Bidest.  54,9 µl

Formeln:
· T29/T30 e h = N G *e G + N C *e C  + N A *e A  + N U *e U (Quarternäres Gemisch)

· S37/S38 (Lambert-Beersches Gesetz)

· T37/T38 c h  = c i (Massenerhaltungsgesetz)

· T45/T46

· N45/T46

· N47 V Bidest.  = V Hybridisierung  - V Oligo1  - V Oligo2

Reaktionsabfolge:
    2 µl RNA-Oligonukleotid (< 0,2 OD)
  23 µl H2O
  25 µl 0,1 M NaOH
      - Hydrolyse: 45 min, 90°C
  25 µl 0,1 M HCl (Reaktionsstop)
100 µl 50 mM Na2HPO4 / NaH2PO4-Puffer (pH 7.0)
825 µl H2O
      - E260-Messung in 1 ml -Küvette
      - Hybridisierung im molaren Verhältnis 1:1 von 90°C auf RT ÜN

Spezifischer Extinktionskoeffizient εεεε für
äquimolare Gemische aus 2’- und 3’-NMP:
 εG = 11794 l/(mol*cm)
 εC =   7308 l/(mol*cm)
 εA = 15385 l/(mol*cm)
 εU =   9804 l/(mol*cm)

h
h

i
i E

E
εε *=

d*
Ec
h

h
h ε

=

Oligo

rungHybridisierungHybridisie
Oligo c

V*c
V =
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Tab. 9.1 RNA-MPD-Screen. Die Kristallisationsbedingungen 1 bis 24 entsprechen dem 
NUC-MPD-Screen von Hampton Research (Berger et al., 1996). 

Nr. Puffer pH Präzipitant Polyamin Monovalentes Ion Divalentes Ion

1 40 mM Na-cacodylat 5,5 10 % MPD 20 mM Co(NH3)6Cl3 - 20 mM MgCl2
2 40 mM Na-cacodylat 5,5 10 % MPD 20 mM Co(NH3)6Cl3 80 mM NaCl 20 mM MgCl2
3 40 mM Na-cacodylat 5,5 10 % MPD 20 mM Co(NH3)6Cl3 12 mM NaCl & 80 mM KCl -
4 40 mM Na-cacodylat 5,5 10 % MPD 20 mM Co(NH3)6Cl3 40 mM LiCl 20 mM MgCl2
5 40 mM Na-cacodylat 6,0 10 % MPD 12 mM SpCl4 80 mM KCl 20 mM MgCl2
6 40 mM Na-cacodylat 6,0 10 % MPD 12 mM SpCl4 80 mM KCl -
7 40 mM Na-cacodylat 6,0 10 % MPD 12 mM SpCl4 80 mM NaCl 20 mM MgCl2
8 40 mM Na-cacodylat 6,0 10 % MPD 12 mM SpCl4 80 mM NaCl -
9 40 mM Na-cacodylat 6,0 10 % MPD 12 mM SpCl4 80 mM NaCl & 12 mM KCl 20 mM MgCl2
10 40 mM Na-cacodylat 6,0 10 % MPD 12 mM SpCl4 12 mM NaCl & 80 mM KCl -
11 40 mM Na-cacodylat 6,0 10 % MPD 12 mM SpCl4 80 mM NaCl 20 mM BaCl2
12 40 mM Na-cacodylat 6,0 10 % MPD 12 mM SpCl4 80 mM KCl 20 mM BaCl2
13 40 mM Na-cacodylat 6,0 10 % MPD 12 mM SpCl4 - 80 mM SrCl2
14 40 mM Na-cacodylat 7,0 10 % MPD 12 mM SpCl4 80 mM KCl 20 mM MgCl2
15 40 mM Na-cacodylat 7,0 10 % MPD 12 mM SpCl4 80 mM KCl -
16 40 mM Na-cacodylat 7,0 10 % MPD 12 mM SpCl4 80 mM NaCl 20 mM MgCl2
17 40 mM Na-cacodylat 7,0 10 % MPD 12 mM SpCl4 80 mM NaCl -
18 40 mM Na-cacodylat 7,0 10 % MPD 12 mM SpCl4 80 mM NaCl & 12 mM KCl 20 mM MgCl2
19 40 mM Na-cacodylat 7,0 10 % MPD 12 mM SpCl4 12 mM NaCl & 80 mM KCl -
20 40 mM Na-cacodylat 7,0 10 % MPD 12 mM SpCl4 80 mM NaCl 20 mM BaCl2
21 40 mM Na-cacodylat 7,0 10 % MPD 12 mM SpCl4 80 mM KCl 20 mM BaCl2
22 40 mM Na-cacodylat 7,0 10 % MPD 12 mM SpCl4 40 mM LiCl 80 mM SrCl2 & 20 mM MgCl2
23 40 mM Na-cacodylat 7,0 10 % MPD 12 mM SpCl4 40 mM LiCl 80 mM SrCl2
24 40 mM Na-cacodylat 7,0 10 % MPD 12 mM SpCl4 - 80 mM SrCl2 & 20 mM MgCl2
25 40 mM Na-cacodylat 5,5 10 % MPD 20 mM Co(NH3)6Cl3 80 mM NaCl -
26 40 mM Na-cacodylat 5,5 10 % MPD 20 mM Co(NH3)6Cl3 80 mM NaCl 20 mM BaCl2
27 40 mM Na-cacodylat 6,0 10 % MPD 50 mM Co(NH3)6Cl3 80 mM NaCl 20 mM MgCl2
28 40 mM Na-cacodylat 7,2 10 % MPD 1 mM SpCl4 80 mM NaCl -
29 40 mM Na-cacodylat 7,2 10 % MPD 100 mM SpCl4 80 mM NaCl -
30 40 mM Na-cacodylat 6,0 10 % MPD 12 mM SpCl4 80 mM NaCl 20 mM CaCl2
31 40 mM Na-cacodylat 7,0 10 % MPD 12 mM SpCl4 80 mM NaCl 20 mM CoCl2
32 40 mM Na-cacodylat 7,0 10 % MPD 12 mM SpCl4 80 mM NaCl 20 mM (CH3COO)2Mg
33 40 mM Na-cacodylat 6,0 10 % MPD 12 mM SpCl4 200 mM KCl -
34 40 mM Na-cacodylat 6,0 10 % MPD 12 mM SpCl4 80 mM KCl 60 mM BaCl2
35 40 mM Na-cacodylat 5,5 10 % MPD 20 mM Co(NH3)6Cl3 80 mM KCl 20 mM MgCl2
36 40 mM Na-cacodylat 7,0 10 % MPD 12 mM SpCl4 30 mM NaCl & 60 mM KCl -
37 40 mM Na-cacodylat 7,0 10 % MPD 12 mM SpCl4 12 mM NaCl & 80 mM KCl 15 mM BaCl2
38 40 mM Na-cacodylat 5,5 10 % MPD 20 mM Co(NH3)6Cl3 12 mM NaCl & 80 mM KCl 20 mM MgCl2
39 40 mM Na-cacodylat 6,0 5 % MPD 20 mM Co(NH3)6Cl3 40 mM LiCl -
40 40 mM Na-cacodylat 7,0 10 % MPD 20 mM Co(NH3)6Cl3 100 mM LiCl -
41 40 mM Na-cacodylat 7,0 10 % MPD 12 mM SpCl4 40 mM LiCl 20 mM MgCl2
42 40 mM Na-cacodylat 7,0 10 % MPD 12 mM SpCl4 40 mM LiCl 20 mM BaCl2
43 40 mM Na-cacodylat 6,0 10 % MPD 12 mM SpCl4 40 mM LiCl 80 mM SrCl2
44 40 mM Na-cacodylat 7,0 10 % MPD 12 mM SpCl4 40 mM LiCl 80 mM SrCl2 & 20 mM BaCl2
45 40 mM Na-cacodylat 5,5 10 % MPD 20 mM Co(NH3)6Cl3 - 20 mM BaCl2
46 40 mM Na-cacodylat 5,5 15 % MPD 20 mM Co(NH3)6Cl3 - 20 mM (CH3COO)2Mg
47 40 mM Na-cacodylat 7,0 10 % MPD 12 mM SpCl4 200 mM NH4Cl 20 mM MgCl2
48 40 mM Na-cacodylat 7,0 10 % MPD 12 mM SpCl4 100 mM (CH3COO)NH4 20 mM MgCl2
49 40 mM Na-cacodylat 5,5 10 % MPD 20 mM Co(NH3)6Cl3 100 mM NaCl 40 mM SrCl2
50 40 mM Na-cacodylat 5,5 10 % MPD 20 mM Co(NH3)6Cl3 60 mM KCl 40 mM MgCl2
51 40 mM Na-cacodylat 5,5 10 % MPD 20 mM Co(NH3)6Cl3 120 mM KCl 20 mM CoCl2
52 40 mM Na-cacodylat 6,0 10 % MPD 20 mM Co(NH3)6Cl3 40 mM KCl 80 mM SrCl2
53 40 mM Na-cacodylat 7,0 10 % MPD 20 mM Co(NH3)6Cl3 40 mM KCl 20 mM CaCl2
54 40 mM Na-cacodylat 5,5 10 % MPD 20 mM Co(NH3)6Cl3 200 mM NH4Cl  -
55 40 mM Na-cacodylat 5,5 10 % MPD 20 mM Co(NH3)6Cl3 100 mM NH4Cl 40 mM SrCl2
56 40 mM Na-cacodylat 6,0 10 % MPD 50 mM SpCl4 200 mM NH4Cl 40 mM BaCl2
57 40 mM Na-cacodylat 6,0 10 % MPD 20 mM Co(NH3)6Cl3 200 mM NH4Cl 20 mM CaCl2 & 20 mM CoCl2
58 40 mM Na-cacodylat 5,5 10 % MPD 12 mM SpCl4 60 mM LiCl 20 mM CaCl2 & 20 mM CoCl2
59 40 mM Na-cacodylat 7,0 10 % MPD 20 mM Co(NH3)6Cl3  - 20 mM CaCl2 & 20 mM CoCl2
60 40 mM Na-cacodylat 6,0 10 % MPD 50 mM Co(NH3)6Cl3  -  -
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