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Zusammenfassung

|. ZUSAMMENFASSUNG

Im Rahmen dieser Arbeit wurden sRNAs des halophilen Archaeons Haloferax volcanii

hinsichtlich ihrer biologischen und ihrer regulatorischen Funktion charakterisiert.

Um einen Uberblick iiber die biologischen Funktionen archaealer sRNAs zu erhalten,
wurde eine umfassende phanotypische Charakterisierung von 27 sRNA-
Deletionsmutanten im Vergleich zum Wildtyp ausgewertet. Im Zuge dieser
phanotypischen Charakterisierungen wurden zehn verschiedene
Wachstumsbedingungen, morphologische Unterschiede und Veranderungen in der
Zellmotilitat untersucht. Hierbei zeigten nahezu alle Deletionsmutanten unter
mindestens einer der getesteten Bedingungen phanotypische Unterschiede. Durch den
Verlust von sRNAs wurden sowohl sogenannte Gain-of-function als auch Loss-of-
function Phanotypen beobachtet. Haloarchaeale sRNAs spielen eine wichtige Rolle beim
Wachstum mit  verschiedenen Salzkonzentrationen, mit  verschiedenen
Kohlenstoffquellen und beim Schwarmverhalten, sind jedoch weniger in die Adaptation

an diverse Stressbedingungen involviert.

Zur naheren Charakterisierung der regulatorischen Funktion archaealer sRNAs wurden
SRNA362, SRNAntstaes und SRNA479 mittels molekulargenetischer Methoden wie Northern
Blot-Analyse und DNA-Mikroarray sowie bioinformatischer in silico-Analyse untersucht.
Das Expressionslevel von sRNAsg; konnte bestimmt und potentielle Zielgene fiir

SRNAHtsfass und sSRNA479 identifiziert werden.

Eine vorangegangene Studie zeigte den Einfluss von sSRNA3p unter Hitzestress und flihrte
zur ldentifikation differentiell produzierter Proteine in Abwesenheit der sRNA. In dieser
Arbeit wurde mittels Northern Blot-Analysen die Expression der sRNAsg charakterisiert.
Das Wachstum in An- und Abwesenheit von sRNAsz, wurde bei 42°C und 51°C
phanotypisch charakterisiert und der regulatorische Einfluss der sRNA auf die mRNA
differentiell regulierter Proteine durch Northern Blot-Analyse Uberprift. Eine
Transkriptomanalyse mittels DNA-Mikroarray nach Hitzeschock-Induktion fiihrte zur
Identifikation differentiell regulierter Gene involviert in Transportprozesse,
Metabolismus, Transkriptionsregulation und die Expression anderer sRNAs. Die

differentielle Regulation des Proteoms nach Hitzeschockinduktion in An- und
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Zusammenfassung

Abwesenheit von sRNAzg konnte bestatigt werden.

Desweiteren wurde in dieser Arbeit sSRNA132 und deren phosphatabhdngige Regulation
der Ziel-mRNA HVO_A0477-80 naher charakterisiert. Eine Induktionskinetik nach
Phosphatentzug bestétigte die Bedeutung von sRNA13; fiir die verstarkte Expression des
Operons HVO _A0477-80 unter Phosphatmangel-Bedingungen und verwies auf die
Existenz weiterer Regulationsmechanismen. Wahrend vor und nach Phosphatentzug
kein Unterschied bezliglich der Zellmorphologie von Wildtyp und Deletionsmutante zu
erkennen war, flihrte das Wachstum mit einem starken Phosphatiiberschuss von 5 mM
zu einer Zellverlangerung der Deletionsmutante. Die Kompetition der nativen 3‘-UTR des
Operons HVO_A0477-80 mit einer Vektor-kodierten artifiziellen 3‘-UTR legt eine
Regulation liber die Bindung von sRNA13; an die 3-UTR nahe. Der Transkriptomvergleich
nach Phosphatentzug in An- und Abwesenheit von sRNA13; fihrte zur Identifikation des
Phosphoregulons der sRNA. Zu diesem Phosphoregulon gehoren unter anderem zwei
Glycerinphosphat-Dehydrogenasen, Transkriptionsregulatoren, eine
Polyphosphatkinase und eine Glycerolphosphodiesterase. Zudem waren die
Transkriptlevel der beiden ABC-Transporter HVO_A0477-80 und HVO_2375-8 fir
anorganisches Phosphat und des Transporters HVO_B0292-5 fiir Glycerinaldehyd-3-
Phosphat in Abwesenheit der sRNA verringert. Die beiden ABC-Transportsysteme fir
anorganisches Phosphat wurden im Rahmen dieser Arbeit deletiert und weiter
charakterisiert. Es konnte gezeigt werden, dass das ABC-Transportsystem HVO 2375-8
bei geringen Phosphatkonzentrationen leicht induziert wird und das Transkriptlevel in
Anwesenheit von sRNAiz; erhoht ist. Wachstumsversuche der jeweiligen
Deletionsmutante in direkter Konkurrenz mit dem Wildtyp zeigten, dass keiner der
beiden ABC-Transporter den anderen vollstandig ersetzen kann und der Wildtyp mit
beiden intakten ABC-Transportern unter phosphatlimitierenden Bedingungen einen
Wachstumsvorteil besitzt. In silico-Analysen der Promotorbereiche von sRNA und ABC-

Transporter legen zudem die Existenz von P-Boxen nahe.
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Il. EINLEITUNG

1. Die DREl DOMANEN DES LEBENS

Nach der Entdeckung der Mikroorganismen durch Luis Pasteur (1822-95) und Robert
Koch (1843-1910) wurde die phylogenetische Klassifizierung von Eukarya und Prokarya
unter Berlcksichtigung von phanotypischen Merkmalen wie Zellmorphologie,
Physiologie und Pathogenitat vorgenommen. 1977 schlugen Woese und Fox eine
phylogenetische Taxonomie beruhend auf Sequenzierungen der hoch-konservierten
kleinen ribosomalen Untereinheit, der 16S (Prokarya) bzw. 18S (Eukarya) rRNA, vor
(Woese und Fox, 1977). Fehlende Ubereinstimmung der 16S rRNA von methanogenen
Mikroorganismen mit den Sequenzdaten typischer Bakterien fihrten zur Definition
einer neuen Gruppe von Prokaryoten, den , Archaebakterien” (Fox et al., 1977): Die
Unterteilung in die drei Domadnen des Lebens Eukarya, Bakteria und Archaea war

geboren.

1.1 Die DRITTE DOMANE DES LEBENS: DIE ARCHAEA

Heutige phylogenetische Klassifizierungen ziehen zusatzlich zu den Sequenzierungen
der kleinen ribosomalen Untereinheit die Konservierung von Gen- und
Proteinsequenzen heran (Eme und Doolittle, 2015). Erschwert werden phylogenetische
Einordnungen durch die Moglichkeit von Prokaryoten ihre Erbinformation nicht nur
durch asexuelle Zellteilung, sondern durch ,sexuelle Fortpflanzung” mittels
Transformation, Konjugation oder Transduktion zu verbreiten. Dies fihrt zu
horizontalem Gentransfer zwischen verschiedenen prokaryotischen Arten (Allers und
Mevarech, 2005). Die phylogenetische Einordnung bleibt somit weiterhin eine

Herausforderung und ist stindigen Anderungen und Neueinordnungen unterzogen.

Aktuelle Analysen unterteilen die Archaea in die sogenannte ,TACK” Supergruppe, die
Euryarchaeota und die ,,DPANN* Supergruppe (s. Abbildung 1). Der ,TACK“ Supergruppe
werden die seit langem bekannten Crenarchaeota und Korarchaeota und die kiirzlich
entdeckten Thaum-, Loki-, Bathy- und Aigarchaeota zugeordnet. Der ,DPANN“
Supergruppe werden archaeale Nano-Organismen wie beispielsweise Nanoarchaea

untergeordnet (Eme und Doolittle, 2015).
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Doch wie sind Archaea im Bezug auf die

— LK?((arcRaeog *
. . Jrm— okiarchaeota ©
Domanen der Eukaryota und Bakteria Bathyarchaeota m
| E Aigarchaeota ©
. 2 . Thaumarchaeota
einzuorden- Aufgrund ihrer TheroptotsaliEs
] . ] ) ‘L_E Sulfolobales Crenarchaeota
Zellmorphologie und ZellgroRe sind sie den Desulfurococcales
Thermococcales
. . . . Methanopyrales
Bakterien dhnlicher als den Eukaryoten. Sie Methanobacteriales
Methanococcales
sind ebenfalls Prokaryoten und besitzen PRt -

Archaeoglobales
. . i . Methanocellales
somit keinen Zellkern. Wie bakterielle Methanosarcinales
Methanomicrobiales
Halobacteriales

Mikroorganismen besitzen Archaea ein |——7— Nanoarchaeotame
EEEEEE— Pavarchaeota ©

ringférmiges Chromosom und einige | sz{‘:n'}g:ggggnggggg
. . - — Diapherotrites =

Vertreter ein oder mehrere Plasmide (zillig, ——— Micrarchaeota ©

C Pacearchaeota ©
Woesearchaeota ©

O Metagenome B Single-cell genomics

1991). Die Sequenzierung der 16S rRNA und

viele molekulare Mechanismen lassen [ Co-culure * Enrichment cuiture

Jedoch eine engere Verwandtschaft zu den Abbildung 1: Stammbaum zur phylogenetischen
Einordnung der Archaea (Eme und Doolittle,

Eukaryoten vermuten. So d&hnelt ihre 2015). Petrol: “TACK” Supergruppe; lila:

Euryarchaeota; orange: “DPANN’“ Supergruppe.
Transkriptions- und symbole: Methode zur Gewinnung der DNA-
Sequenz (unausgefillter Kreis: Metagenomik;
ausgefullter Kreis: Co-Kultur, Viereck: Einzelzell-
Genomik; Stern: Anreicherungskultur). Phyla bei
denen zumindest ein Reprasentant aus Reinkultur
1983; Edgell und Doolittle, 1997; Forterre et stammt, sind nicht mit einem Symbol versehen.

Abstammungen, die nur auf 16S rRNA-
al., 2002; Hirata et al., 2008; Jun et al., Sequenzierungen beruhen sind nicht dargestellt.

Translationsmaschinerie und auch die DNA-

Replikation der von Eukaryoten (Huet et al.,

2011).

Zudem gibt es einige Eigenschaften, die sowohl Bakterien als auch Archaea besitzen,
aber keine Homologien aufweisen. Diese sind vermutlich durch konvergente Evolution
entstanden. Ein Beispiel sind die archaealen Flagellen, die trotz gemeinsamer
struktureller und funktioneller Eigenschaften nicht homolog zu bakteriellen Flagellen
sind (Albers und Jarrell, 2015). Zudem sind viele Stoffwechselenzyme, die in Struktur-
und Funktion bakteriellen Enzymen gleichen, ebenfalls nicht homolog. Auch der Aufbau
ihrer Zellwand und der Cytoplasmamembran unterscheidet sich vollkommen von
Eukaryoten und Bakterien. Archaeale Zellwdande besitzen im Gegensatz zu Bakterien
kein Peptidoglykan (Murein) und ihre Zelloberfliche ist mit einer kristallinen
Proteinstruktur bedeckt (S-Layer) (Albers und Meyer, 2011). Die Zellmembran besteht
aus Etherlipiden und ist nahezu undurchladssig fir lonen und Protonen. Die

semipermeable Zellmembran von Eukarya und Bakteria hingegen ist aus Esterlipiden
8
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zusammen gesetzt (van de Vossenberg et al., 1998; Boucher et al., 2004). Zudem ist die
Methanogenese ausschlieflich auf Vertreter der Archaea begrenzt. Die jahrliche
Methanproduktion durch methanogene Archaea liegt bei 1 Gt. Dies entspricht
schatzungsweise 74% der jahrlichen Methanemission in unserer Athmosphare und tragt
somit in extremem Ausmal zum Klimawandel bei (Offre et al., 2013). Die restliche
Methanemission entsteht im Zuge der Energiegewinnung und der Verbrennung von
Biomasse oder Miill. Die heutige Wissenschaft ordnet Archaea, die eine nahere
Verwandtschaft zu Eukaryoten als zu Bakterien besitzen, als Schwesterngruppe der

Eukarya und Bakteria ein (Forterre, 2013; Caetano-Anolles et al., 2014).

Archaea stellen bis zu 20% der gesamten Biomasse (DeLong und Pace, 2001) und sind in
diversen Okosystemen wie zum Beispiel im Boden oder Meerwasser vorzufinden.
Obwohl sie zudem in hoher Fiille im menschlichen Darm, der Mundhohle und auf der
Haut (Bang und Schmitz, 2015) zu finden sind, ist unter ihnen bislang kein pathogener
Vertreter gefunden worden (Cavicchioli et al.,, 2003). Dariliber hinaus gibt es viele
extremophile Archaea, die unwirtliche Lebensraume besiedeln. So wurden
beispielsweise halophile, acidophile, alkaliphile, thermophile und psychrophile
Vertreter gefunden. Ein Beispiel ist das hyperthermophile Archaeon Thermococcus
alcaliphilus sp. nov.. Dies ist ein schwefelreduzierendes Archaeon, das aus einem
hydrothermalen System der Insel Volcano nahe Sizilien isoliert wurde. T. alcaliphilus
wachst bei Temperaturen zwischen 56 und 90°C und in einem alkalischen pH-Bereich
von 6,5 bis 10,5 mit einem pH-Optimum von 9,0 (Horikoshi, 1999). Das psychrophile
Archaeon Methanogenium frigidum wurde aus dem antarktischen Ace Lake isoliert und
besitzt ein Temperaturoptimum von 15°C. Bei Temperaturen oberhalb von 18°C ist kein

Wachstum moglich (Saunders et al., 2003).

Die nahe Verwandtschaft von Archaea zu Eukaryoten macht sie als eukaryotische
Modellsysteme interessant. |hr Vorkommen in extremen Habitaten erhoht ihre
Bedeutung filir biotechnologische Anwendungen und fihrt zu einem industriellen

Interesse an ihrer Erforschung.
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1.2 HALOFERAX VOLCANII ALS ARCHAEALER MODELLORGANISMUS

Haloferax volcanii ist ein halophiles Archaeon welches zu den Euryarchaeota gehért und
1975 aus dem toten Meer isoliert wurde (Mullakhanbhai und Larsen, 1975). Sein Genom
ist etwa 4 Mega-Basenpaare (Mbp) groR und besteht aus einem zirkuldren
Hauptchromosom, drei kleineren zirkuldren Chromosomen (pHV1, pHV3 und pHV4) und
dem Plasmid pHV2. Die Genomsequenz wurde 2010 von Hartman et al. veroffentlicht
und ist Gber die Datenbank HaloLex (Pfeiffer et al., 2008) zugénglich. Fiir die Arbeit mit
H. volcanii als (halo-)archaeales Modellsystem ist zunachst die gute Kultivierbarkeit
unter Laborbedingungen von essentieller Bedeutung. H. volcanii ist mesophil und hat
sein Wachstumsoptimum bei 42°C. Die optimale Salzkonzentration liegt bei 2,1 M NaCl,
seine Generationszeit in Vollmedium betragt drei Stunden und seine
Transformationsfrequenz liegt bei 10® Transformanden/ug DNA (Soppa, 2006, 2011).
Desweiteren ist die Verfligbarkeit von funktionellen genomischen Techniken
unabdingbar. Fir H. volcanii wurde ein effizientes genetisches Knockout-System mittels
Popln-/PopOut-Methode entwickelt und optimiert (Bitan-Banin et al., 2003; Allers et al.,
2004; Hammelmann und Soppa, 2008). Zudem sind Techniken zu molekularbiologischen
Methoden wie DNA- und RNA-Isolation oder die konditionale Uberexpression von
Proteinen verfligbar (Allers et al., 2010). Ein System fiir das Wachstum von H. volcanii in
der Mikrotiterplatte wurde entwickelt und optimiert (van Ooyen und Soppa, 2007;
Jantzer et al., 2011). Dies ermdglicht die simultane phanotypische Charakterisierung
vieler Mutanten im Vergleich zum Wildtyp und kann so einen schnellen Hinweis auf

mogliche Genfunktionen geben.

2. KLEINE REGULATORISCHE RIBONUKLEINSAUREN

Die Translationsinitiation ist der geschwindigkeitsbestimmende Schritt der Translation
(Kozak, 1999). Zur effizienten Translationsregulation kommt der stringenten post-
transkriptionellen Regulation eine enorme Bedeutung zu. Neben proteinbasierter
Regulation durch Translationsfaktoren, spielen regulatorische RNA-Elemente wie
beispielsweise Riboswitches (Waters und Storz, 2009) und RNA-Thermometer
(Johansson et al., 2002) und auch kleine nicht-kodierende, regulatorische RNAs eine

wichtige Rolle.
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2.1 KLEINE RIBONUKLEINSAUREN IN EUKARYOTEN

In den letzten Jahrzenten wurden viele Klassen regulatorischer, nicht-kodierende RNAs
(ncRNAs) in Eukaryoten identifiziert. ncRNAs regulieren hauptsachlich Uber post-
trankriptionelles (PTGS) und transkriptionelles Gen-Silencing (TGS). Am besten
untersucht sind kleine ncRNAs, die eine Lange von etwa 20-30 nt besitzen und in drei
Hauptgruppen untergliedert werden: microRNAs (miRNAs), small interfering RNAs
(siRNAs) und piwi-interacting RNAs (piRNAs). miRNAs und siRNAs sind meist in
Argonaut-Proteinkomplexe eingebunden und leiten diese Uber sequenzspezifische
Erkennungsmotive zu homologen Sequenzen ihrer Ziel-mRNAs (Wang und Chekanova,
2016). Wahrend miRNAs und siRNAs in allen eukaryotischen Zellen wichtige
regulatorische Funktionen Gbernehmen, kommen piRNAs nur in tierischen Zellen vor.
Dort sind sie in das Gene-silencing von Transposons wahrend der Spermatogenese
involviert. Die Interaktion kleiner RNAs mit ihrer Ziel-mRNA flihrt zur sogenannten RNA-
Interferrenz, d.h. dem RNase-vermitteltem Abbau der Ziel-mRNA, der Inhibition der

Translation oder der Repression der Transkription (Castel und Martienssen, 2013).

Komparative Genomanalysen konservierter Sequenzmotive filhren zu der heutigen
Annahme, dass eukaryotische miRNAs etwa 20-30% der humanen Gene regulieren (Xie
et al., 2005; Lewis et al., 2005; Maciotta et al., 2013). Zudem kdnnen einige miRNAs eine
groRe Anzahl verschiedener mRNAs regulieren (Krek et al., 2005; Lewis et al., 2005; Betel
et al., 2008; Friedman et al., 2009). miRNAs sind endogene, im Zellkern prozessierte,
kleine, nicht-kodierende RNAs, die mit ihrer Ziel-mRNA eine imperfekte Basenpaarung
eingehen. In der Regel regulieren eukaryotische miRNAs die Translation und/oder
Stabilitat ihrer Ziel-mRNAs Uiber die Bindung an die 3-UTR. Dies flihrt meist zu einer
Inhibition der Translation und/oder dem Abbau der Ziel-mRNA. Die fur die
Basenpaarung wichtige Sequenz liegt meist in der 5-Region der miRNA (lorio und Croce,
2012). miRNAs sind involviert in die Zelldifferenzierung (Wang et al., 2008) und in die
Ausbildung pluripotenter Embryonalzellen (Lin et al., 2008). Einige miRNAs kdnnen als
Tumorsupressor- oder Onkogene wirken (Takamizawa et al., 2004; He et al., 2005; Choi
etal.,, 2011) und spielen eine wichtige Rolle bei der Tumorenstehung und -entwicklung.
Fehl-exprimierte miRNAs kénnen so zur Entstehung von beispielsweise Brust- oder

Darmkrebs beitragen (Takahashi et al., 2014). siRNAs hingegen werden auBerhalb des

11
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Zellkerns prozessiert. Sie gehen eine perfekte Basenpaarung mit ihrer Ziel-mRNA ein und
vermitteln das Gene-Silencing bei der Abwehr von Fremd-DNA/-RNA bei Infektion mit

Viren (Li et al., 2016).

Desweiteren gibt es lange nicht-kodierende RNAs (IncRNAs). IncRNAs besitzen eine
geringe Sequenzkonservierung und eine Lange von Gber 200 Nukleotiden (nt). Aufgrund
ihrer Lokalisation werden sie in fiinf Klassen unterteilt (Mathy und Chen, 2017): Sense
IncRNAs befinden sich auf dem codogenen Strang eines Gens und antisense IncRNAs auf
dem Matrizenstrang. Lange intergene RNAs (lincRNAs) sind zwischen zwei protein-
kodierenden Genen, intronic IncRNAs hingegen innerhalb der kodierenden Sequenz
eines Gens lokalisiert. Als finfte Klasse werden enhancer RNAs (eRNAs), die durch
bidirektionale Transkription von Enhancer Regionen enstehen, unterschieden. IncRNAs
kénnen Uber diverse Mechanismen eine positive oder negative regulatorische Funktion
ausiben (Wang und Chang, 2011). Sie kdnnen beispielsweise als Signalmolekile zur
transkriptionellen Regulation dienen. Eine weitere Moglichkeit ist ihre Funktion als
»molekulare Koéder”“: Die Bindung an RNA-bindende Ziel-Proteine, wie
Transkriptionsfaktoren oder chromatinverandernde Proteine, oder an kleine ncRNAs,
flhrt zu einer indirekten Regulation Uber die Kompetition mit dem eigentlichen Ziel.
IncRNAs kénnen auch als Ziel-Molekile wirken und RNasen zu ihren Ziel-mRNAs fuhren
und so den Abbau der mRNA initialisieren. Eine weitere Moglichkeit ist die
regulatorische Funktion Uber die raumliche Anordnung der IncRNA. Hierbei werden
beispielsweise verschiedene Effektor-Proteine oder Protein-Untereinheiten in
raumliche Nahe zur Ziel-mRNA gebracht und somit ihre transkriptionelle Aktivierung
oder Reprimierung ermdoglicht. Ein Beispiel fir eine IncRNA ist linc-p21, deren Expression
durch das Tumorsupressorgen p53 induziert wird. linc-p21 reprimiert durch Bindung
und Modulierung des heterogenen nuklearen Ribonukleoproteins K (hnRNP-K)

hunderte, p53-regulierte Gene (Huarte et al., 2010).

Weitere Klassen eukaryotischer RNAs sind small nucleolar RNAs (snoRNAs), die in C/D-
Box und H/ACA-Box snoRNAs unterteilt werden. Sie sind im Nukleolus lokalisiert und
leiten Methyltransferasen und Psedouridin-Synthasen zur ribosomalen RNA (rRNA) und
katalysieren so spezifische rRNA-Modifikationen, die die Stabilitdt, Faltung und die

Eigenschaften zur Proteininteraktion beeinflussen (Bratkovic und Rogelj, 2014).
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Deletionen eines genetischen Lokus des Chromosoms 15, der mehrere snoRNAs kodiert,
flhrt zum Ausbruch des Prader-Willi-Syndroms, einer Krankheit die zu einer Stérung in

der Entwicklung fuhrt (Sahoo et al., 2008; Duker et al., 2010).

Zudem sind tRNA-derived fragments (tRFs) eine weitere Klasse eukaryotischer kleiner
RNAs. Sie entstehen durch Prozessierung von tRNAs und Vorldaufer-tRNAs und erfiillen

wichtige regulatorische Funktionen (Gebetsberger und Polacek, 2013).

2.2 KLEINE RIBONUKLEINSAUREN IN BAKTERIEN

Die post-transkriptionelle Regulation in Bakterien erfolgt hauptsachlich durch kleine
nicht-kodierende RNAs (sRNAs), die in zwei Hauptklassen, in cis-antisense RNAs
(asRNAs) und in trans-kodierte sRNAs, unterteilt werden (Storz et al., 2005; Brantl,
2007). cis-kodierte asRNAs sind auf dem selben genomischen Lokus wie ihre Ziel-mRNA
angeordnet. Sie werden auf dem Gegenstrang ihrer Ziel-mRNA exprimiert und sind
somit vollstandig komplementar zu ihrer Ziel-mRNA. Trans-kodierte sRNAs sind in
intergenen Bereichen kodiert und regulieren ihre Ziel mRNA Uber eine imperfekte
Basenpaarung. Eine weitere Gruppe bakterieller sRNAs bilden sense RNAs, die in der
kodierenden Region der mRNA lokalisiert sind oder diese Uberlappen und deren
Funktion bislang ungeklart ist (Schliter et al., 2010; Mitschke et al., 2011b). Die
Mehrheit besitzt keine eigenen Promotorelemente und besteht wahrscheinlich aus
stabilen Abbauprodukten reifer mRNA. Einige von ihnen dienen méglicherweise, dahnlich
wie eukaryotische kleine RNAs, als ,molekulare Koder” flir andere sRNAs durch Mimikry
der Ziel-mRNA (Mitschke et al., 2011a). Zudem gibt es die Gruppe der CRISPR (clustered
regularly interspaced short palindromic repeats) RNAs (crRNAs). crRNAs besitzen eine
Lange von 23-47 nt und dienen der prokaryotischen Immunabwehr von viraler oder von

Plasmid-DNA (Barrangou et al., 2007).

Bakterielle sSRNAs sind zwischen 50 und 250 nt lang und ihre Gesamtzahl liegt bei 200-
300 sRNA-Molekiilen pro Zelle (Vogel und Papenfort, 2006; Papenfort und Vanderpool,
2015). Es gibt nur wenige Beispiele konstitutiv exprimierter sRNAs in Escherichia coli und
Salmonella enterica serovar Typhimurium (S. typhimurium), die meisten sRNAs werden
hingegen differentiell exprimiert (Wagner und Romby, 2015). Sie sind involviert in die
Adaptation an Stress- und Wachstumsbedingungen und spielen eine grof3e Rolle bei der
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Ausbildung von Virulenz-Faktoren (Papenfort und Vogel, 2009). Wahrend einige sRNAs
ihre regulatorische Wirkung tiber die direkte Bindung an Proteine ausiiben (Babitzke und
Romeo, 2007, 2007; Wassarman, 2007), reguliert ein Grofiteil der sRNAs uber
Basenpaarung mit spezifischen Ziel-mRNAs (Vogel und Wagner, 2007). Die meisten
bakteriellen sRNAs interagieren mit der 5-UTR ihrer Ziel-mRNA, maskieren die
Ribosomen-Bindestelle und reprimieren so die Initiation der Translation (z.B. die SRNAs
RhyB und GcvB (Sharma et al., 2007; Vecerek et al., 2007)). Eine weitere Moglichkeit ist
der regulatorische Einfluss einer sRNA auf die mRNA-Stabilitat (iber den Ribonuklease E
(RNase E)-vermittelten Abbau (Waters und Storz, 2009). Im Laufe der Zeit wurden
ebenfalls einige Beispiele fiir eine positive Regulation mittels Aktivierung der Translation
oder einer Transkriptstabilisierung gefunden. Meist fiihrt die Bindung der sRNA an die
5“UTR ihrer Ziel-mRNA zu einer Aktivierung Uber den sogenannten anti-Antisense
Mechanismus. Hierbei werden inhibierende Sekundarstruktur-Elemente wie Hairpin-
Strukturen durch Bindung der sRNA aufgeldst. Diese Freilegung der Ribosomen-
Bindestellle resultiert in der Aktivierung der Translation (Prevost et al., 2007; Hammer
und Bassler, 2007). Eine Aktivierung kann jedoch auch durch Bindung der kodierenden
Sequenz (Papenfort et al., 2013) oder durch Bindung an die 3-UTR resultierend in einer

Stabilisierung der mRNA erfolgen (Papenfort und Vanderpool, 2015).

Bakterielle trans-kodierte sRNAs besitzen zumeist mehrere Ziel-mRNAs wie
beispielsweise die SRNA RhyB in E. coli (Massé et al., 2005). Zusammen mit dem Fe?*-
abhangigen Repressor Fur (ferric uptake regulator) reguliert die SRNA RhyB die Eisen-
Homéoostase (Massé et al., 2007). Ist Eisen im Uberfluss vorhanden, werden die fiir die
Aufnahme von Eisen wichtigen Gene von Fur reprimiert. Unter Eisenmangel-
Bedingungen jedoch reprimiert RhyB mehr als 15 Ziel-mRNAs, die fiir nicht-essentielle
eisenbindende Proteine kodieren, und unter anderem auch {ber eine negative
Rickkopplung den Regulator Fur selbst. Diese Repression fihrt zur Synthese von
eisenakquirierenden Enzymen (Massé und Gottesman, 2002; Vecerek et al., 2003;
Massé et al., 2005). RhyB-Homologe gibt es auch in vielen gram-positiven Organismen.
Zum Beispiel Ubernimmt die sRNA FsrA in Bacillus subtilis eine vergleichbare

regulatorische Funktion (Smaldone et al., 2012b; Smaldone et al., 2012a).

Die Regulation mehrerer Ziel-mRNAs durch eine sRNA wird durch die imperfekte
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Basenpaarung an relativ kurzen Interaktionstellen von 10-25 nt Linge ermoglicht
(Papenfort und Vogel, 2009; Waters und Storz, 2009). Zudem lasst die Gesamtldange
einer sRNA von bis zu 250 nt die Ausbildung mehrerer Ziel-Sequenzen pro sRNA-Molekill
zu. Uber Deep-Sequencing Analysen konnten mehr als 700 Ziel-mRNAs in
S. typhimurium identifiziert werden, die Gesamtzahl an sSRNAs liegt jedoch nur bei etwa
100 Molekilen pro Zelle (Sittka et al., 2008; Sittka et al., 2009). Neuere Studien konnten
zeigen, dass GU-reiche Basenpaarsequenzen (Sharma et al., 2011) und homopolymere
Sequenzen (Pernitzsch et al., 2014) wichtig fur dieses sogenannte ,Multi-Targeting”
sind. Denn GU-reiche Sequenzen ermdoglichen nicht-kananonische Basenpaarungen, wie
GU-Wobble-Basenpaarungen. Die sRNA GcvB reguliert eine Reihe von Ziel-mRNAs
(DppA, OppA,...) Uber die Bindung konservierter, GU-reicher Sequenzen an CA-reiche

Enhancer Elemente (Sharma et al., 2007).

2.3 KLEINE RIBONUKLEINSAUREN IN ARCHAEA

Bisher ist nicht viel Gber sRNAs in Archaea bekannt, das derzeitige Wissen besteht
hauptsachlich aus den Untersuchungen folgender sechs Arten: Archaeoglobus fulgidus,
Sulfolobus solfataricus, Methanocaldococcus jannaschii, Methanosarcina mazei,

Pyrococcus furiosus und H. volcanii (Babski et al., 2014).

In Archaea wurden Homologe der eukaryotischen Argonaut-Proteine gefunden und am
Beispiel von M. jannaschii untersucht (Willkomm et al., 2015). Archaeale Argonaut-
Proteine dhneln sowohl strukturell als auch mechanistisch ihren eukaryotischen
Homologen, unterscheiden sich jedoch bezlglich der Diskrimierung der chemischen
Struktur ihres Ziel-Substrats (Willkomm et al., 2016; Willkomm et al., 2017). Im Jahr 2000
wurden die snoRNAs als erste kleine nicht-kodierende RNA-Spezies entdeckt (Gaspin et
al., 2000; Omer et al., 2000). Ahnlich wie eukaryotische snoRNAs katalysieren sie die
Methylierung und Pseudouridinylierung von rRNA- und tRNA-Molekiilen (Dennis et al.,
2001; Noon et al., 2003). Einige Zeit spater wurden durch bioinformatische (Schattner,
2002; Klein et al., 2002; Eddy, 2002) und experimentelle Analysen wie RNomics (T Tang
et al., 2002; TH Tang et al., 2002; Tang et al., 2005), Co-Immunoprazipitation (Zago et
al., 2005) und Hochdurchsatzsequenzierung (HTS) (Wurtzel et al., 2010) neben den

bekannten snoRNAs eine Reihe weiterer sRNAs identifiziert. Diese Ansatze erweiterten
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die archaeale sRNA-Population um asRNAs, sense RNAs und intergene sRNAs. In ersten
Ansatzen konnten zunachst wenige sRNAs in den verschiedenen Organismen
identifiziert werden. Durch anschlieBende genomweite Transkriptomanalysen konnte
die Anzahl experimentell identifizierter SRNAs dramatisch erhoht werden. In M. mazei
wurden mittels Sequenzierung einer cDNA-Bibliothek (RNA-Seq) neben 242 intergenen
sRNAs und asRNAs, auch 40 sRNA Kandidaten, die zusatzlich fur kleine offene
Leserahmen (ORFs) mit einer Ldnge von maximal 30 Aminosauren kodieren, identifiziert
(Jager et al., 2009). Weitere RNA-Seg-Analysen in S. solfataricus fihrten zur
Identifikation von 310 intergenen sRNAs und asRNAs (Wurtzel et al., 2010). Zudem
konnte eine groRe Anzahl von sRNAs mit einer ungefahren Lange von 20 nt identifiziert

werden (Xu et al., 2012).

Transkriptomanalysen mittels RNA-Seq in H. volcanii konnte die Gesamtzahl von sRNAs
auf knapp 190 intergene sRNAs und asRNAs erhdhen (Heyer et al., 2012). Hierbei
konnten alle sRNAs die durch einen vorherigen RNomics Ansatz identifiziert wurden
(Straub et al., 2009), jedoch nicht alle sRNAs, die durch die zwei bioinformatischen
Studien vorhergesagt wurden, bestatigt werden (Babski et al., 2011). Dies weist darauf
hin, dass diese sSRNAs unter den gewahlten Bedingungen nicht exprimiert werden und
die tatsachliche Anzahl an sRNAs hoher liegt (Babski et al., 2014). In einer aktuellen
differentiellen RNA-Sequenzierungs-Studie (dRNA-Seq-Studie) von Babski et al., 2016

konnte die Gesamtzahl von sRNAs auf etwa 2900 erh6ht werden.

Mittels Northern Blot-Analysen, Mikroarray-Experimenten und RNA-Seq konnte die
differentielle Expression von sRNA-Genen unter verschiedenen Bedingungen, wie
verschiedene Salzkonzentrationen, unterschiedliche Stickstoffverfiigbarkeit oder
verschiedene Wachstumsphasen, gezeigt werden (Jager et al., 2009; Straub et al., 2009;
Heyer et al., 2012). Zudem konnte durch phanotypische Charakterisierung einiger sSRNA-
Deletionsmutanten die Involvierung von sRNA-Genen in biologische Prozesse gezeigt
werden. Zum Beispiel zeigte die Deletion der sRNA3zo verglichen mit dem Wildtyp ein
starkes Wachstumsdefizit bei 51°C, wahrend bei 48°C kein Unterschied beobachtet
werden konnte (Straub et al., 2009). Ein weiteres Beispiel fir die stringente Regulation
durch archaeale sRNAs ist SRNA1s4 von M. mazei. Diese sSRNA wird ausschlieBlich unter

Stickstoff-Limitierung exprimiert und durch den Transkriptionsregulator NrpR reguliert.

16



Einleitung

Zudem zeigt die Deletionsmutante der sRNA1s4 einen schweren Wachstumsdefekt unter
Stickstofflimitierung, jedoch keinen Wachstumsphanotyp unter  Stickstoff-
Verflgbarkeit. Dies weist auf den bedeutenden regulatorischen Einfluss von sRNA1sa

unter Stickstofflimitierenden Bedingungen hin (Ehlers et al., 2011).

Weitere Gruppen kleiner RNAs in Archaea stellen tRFs und crRNAs dar. Es gibt Hinweise,
dass archaeale tRFs dhnlich wie eukaryotische tRFs wichtige regulatorische Funktionen
Ubernehmen (Babski et al., 2014). crRNAs dienen dhnlich wie bakterielle crRNAs der

Immunabwehr von Fremd-DNA (Marchfelder et al., 2012).

2.4 ZIELE ARCHAEALER SRNAS

Eine Reihe von bioinformatischen Programmen und Web-Servern bieten die Moéglichkeit
eukaryotische und bakterielle Ziel-mRNAs und -Proteine von sRNAs in silico zu
identifizieren (Washietl et al., 2005; Tjaden et al., 2006; Backofen und Hess, 2010;
Rennie et al., 2016). Programme wie IntaRNA und copraRNA ermdglichen unter
Einbeziehung von RNA-Struktur und thermodynamischer Eigenschaften die Vorhersage
von moglichen Interaktionspartnern und -domanen und die Identifikation ganzer
regulatorischer Netzwerke (Wright et al., 2014). Solche Programme zur Vorhersage
wurden anhand bereits identifizierter Ziele kleiner RNAs entwickelt. Wahrend
bakterielle SRNAs zumeist nahe oder direkt an die Ribosomenbindestelle der 5-UTR
ihrer Ziel-mRNAs binden (Waters und Storz, 2009), binden kleine RNAs in Eukaryoten
bevorzugt an das 3-Ende ihrer Ziel-mRNA (Huang et al., 2013). Die Anwendung solcher
Programme zur ldentifikation archaealer Ziel-mRNAs gestaltet sich als schwierig, da
bislang nur sehr wenig Uber die Interaktion archaealer sRNAs mit ihren Ziel-mRNAs

bekannt ist.

In M. mazei fiihrte die Kombination aus genetischen Ansatzen, Transkriptomanalysen
und einer bioinformatischen Vorhersage zur Identifikation der ersten archaealen Ziel-
mMRNA (Jager et al., 2012). sRNA1e2 reguliert Gber zwei distinkte Bindestellen sowohl in
cis als auch in trans. Zum einen fiihrt die Maskierung der Ribosomenbindestelle der in
trans-kodierten mMRNA MM2441 des Operons MM2440-MM2441 zu einer
diskoordinierten Translation des Operons. Zum anderen konnte die Regulation der in
cis-kodierten mRNA MM2442 durch Bindung an deren 5-UTR gezeigt werden
17
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(vgl. Abbildung 2.A). Die Regulation archaealer sRNAs kann jedoch auch Uber die
Bindung an die 3‘-UTR erfolgen (s. Abbildung 2.B). Ein Beispiel fir eine mdgliche
Regulation ist die asRNA asR3 (Bernick et al., 2012). Durch vergleichende RNA-Seg-

Analysen in vier A orf1 orf2
. B o — i f—— m— ———....... 3
Pyrobaculum-Spezies DNA T L 5
SRNA
wurde eine Interaktion von
. . \L Tanskription M. mazei
asR3 mit dem 3‘-Ende und
einem Teil der 3-UTR der mRNA ORF 1 mRNA ORF 2
5-UTR 3-UTR 5-UTR 3-UTR
. . RNA
Triosephosphatisomerase —— f——> — e ——>
— —
identifiziert. Ein weiteres SRNA SRHA
Beispiel ist die asRNA2s71)
von S. solfataricus, die an B mRNA
5-UTR 3-UTR
RNA — ey — i
die 3‘-UTR eines putativen - o voleeny
SRNA Pyrobaculum
Phosphattransporters MRNA (4 Spezies)
3-UTR
bindet (Martens et al., — —
sRNA

2013). Phosphatmangel

Abbildung 2: Schematischer Uberblick iiber Interaktionen archaealer
sRNAs mit ihren Ziel-mRNAs veroffentlicht in Babski et al. (2014). A.
Gezeigt ist die chromosomale Anordnung der sRNA1es von M. mazei
und ihre Interaktion in cis bzw. in trans mit zwei Ziel-mRNAs. B. Die
erhéhten Expression des potentielle Interaktion von sRNAs mit der 3'-UTR ihrer Ziel-mRNAs in
einigen archaealen Spezies ist schematisch anhand von Transkripten
Phosphattransporters. mit 5-UTR und leaderlosen-Transkripten skizziert.

fihrt zu einer geringeren

Menge an sRNA und einer

2.5 DIE FAMILIE DER SM/LSM-PROTEINE

Die Sm und Sm-ahnlichen (LSm)-Proteine bilden zusammen mit Hfq eine Familie kleiner
RNA-bindender Proteine, die bei der post-transkriptionellen Genregulation durch kleine
regulatorische RNAs wichtige regulatorische Funktionen als RNA-Chaparone
Ubernehmen. Sie sind in allen drei Domanen des Lebens verteten und bilden multimere
Ringstrukturen aus. In vielen Arten, Uber alle drei Domanen des Lebens verteilt, sind
zwei Sequenzmotive konserviert. Diese Sm1l- und Sm2-Domanen sind durch eine

variable Linker-Domaéne verbunden (Hermann et al., 1995; Mura et al., 2013).

Eukaryotische Sm/LSm-Proteine bilden heteroheptamere Ringstrukturen aus mehr als

20 verschiedenen LSm-Proteinen (Khusial et al., 2005; Veretnik et al., 2009) und dienen
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als Grundgerist fiir die Interaktion einer sSRNA mit ihrer Ziel-mRNA (Wilusz und Wilusz,
2013; Mura et al., 2013). Sie sind involviert in die Regulation des Splicens von Vorlaufer
MRNA (pre-mRNA), der Prozessierung nuklearer RNA, der Translation und der mRNA-

Stabilitat (Mgller et al., 2002; Wilusz und Wilusz, 2005).

In gram-negativen Enterobakterien exponiert das RNA-Chaperon host factor QB (Hfq)
durch Faltung von sRNA und mRNA einzelstrangige Paarungs-Regionen und erleichtert
so die Ausbilung der RNA-RNA Duplices trans-kodierter sRNAs mit ihrer Ziel-mRNA
(Henderson et al., 2013). Zudem ist Hfg in RNA-Protein Wechselwirkungen involviert
und interagiert mit Schlisselenzymen der mRNA-Regulation wie die RNA-Polymerase,
die Polynukleotid Phosphorylase (PNPase) und RNase E (Moll et al., 2003; Folichon et
al., 2005). Hfq bildet homohexamere Ringstrukturen aus und besitzt zwei Bindemotive.
Zum einen zur Bindung PolyA-reicher Sequenzen der mRNA (Link et al., 2009; Lorenz et
al., 2010) und zum anderen U oder A/U-reiche Sequenzen zur Bindung U-reicher
Terminationssequenzen der sRNAs (Schumacher et al.,, 2002; Otaka et al., 2011;
Ishikawa et al., 2012). Desweiteren ist das Arginin-Muster auf der Oberflache von Hfq

wichtig flir die sSRNA-Bindung (Sauer et al., 2012; Panja et al., 2013).

Mechanistisch kann Hfg an den unterschiedlichen regulatorischen Prozessen von sRNAs,
wie der Repression der Translationsinitiation durch sterische Hinderung des Ribosoms
oder der Aktivierung der Translation durch Auflosen von Sekundarstrukturen, die die
RBS blockieren, beteiligt sein. Zudem kann durch die Bindung des sRNA-Hfg-Komplexes
die mRNA stabilisiert oder deren Abbau begiinstigt werden (Mgller et al., 2002;
Gottesman, 2004; Vogel und Luisi, 2011). Ein weiterer Hinweis flir die enorme
Bedeutung von Hfq ist die hohe Konservierung in 50% der bakteriellen Arten (Valentin-
Hansen et al., 2004). Hfq enthilt eine zweigeteilte Sm-Domane, die aus 4-7 hoch
konservierten Aminosauren besteht und am N-terminalen Ende des Molekdls lokalisiert
ist (Valentin-Hansen et al., 2004). Zudem zeigten Deletions- bzw. Insertionsmutanten
von Hfg eine Reihe pleiotropher Phanotypen, die die generelle Stressantwort und die
Expression von Virulenz-Genen betreffen (Ha und Kim, 2014; Papenfort und Vanderpool,
2015). HTS- und Mikroarray-Analysen ergaben, dass etwa 20% des gesamten Genoms
von S. typhimurium bzw. E. coli in der Deletionsmutante von Hfq differentiell reguliert

sind (Guisbert et al., 2007; Sittka et al., 2008; Ansong et al., 2009). Im Vergleich dazu
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scheint Hfq im gram-positiven Organismus Bacillus subtilis eine weniger bedeutende
Rolle zu spielen (Hammerle et al., 2014). In Transkriptomanalysen waren nur sechs von

etwa 100 sRNA-Genen differentiell exprimiert.

In Archaea ist die Familie der Sm-ahnlichen archaealen Proteine (SmAPs) nur wenig
erforscht. Kristallstrukturen konnten zeigen, dass SmAPs homohepta- bzw.
homohexamere Ringstrukturen, dhnlich dem bakteriellen Hfqg, ausbilden (T6r6 et al.,
2001; Mura et al., 2001; Collins et al., 2001; Nielsen et al., 2007; Fischer et al., 2010).
Bisher konnte nicht aufgeklart werden, ob SmAPs die Funktion als RNA-Chaperon,
dhnlich dem bakteriellen Hfqg, oder eine Gerlist-Funktion, dhnlich eukaryotischer Sm-
Proteine, austiben, oder ob sie eine komplett andere Funktion Gbernehmen. Strukturell
dhneln sie eher eukaryotischen Sm-Proteinen, weshalb die Entdeckung eines Hfqg-
ahnlichen LSm-Proteins in M. jannaschii sehr Gberraschend war. In einer Studie konnte
der pleiotrophe Phanotyp der Hfg-Deletionsmutante von E. coli durch das Hfg-dhnliche

Protein von M. jannaschii teilweise komplementiert werden (Nielsen et al., 2007).

H. volcanii kodiert ein LSm-Protein. Charakterisierungen konnten in vitro die Bindung an
OligoU-RNA, an eine sRNA und einige tRNAs zeigen (Fischer et al., 2010). Zudem konnten
durch Co-Immunoprazipitation mit dem LSm-Protein in vivo mehr als 15 sRNA-
Interaktionspartner und eine Reihe von Proteininteraktionspartnern identifiziert
werden. Die identifizierten Proteininteraktionspartner sind unter anderem in die
Translation, den Nukleinsdauremetabolismus und Stress involviert. Dies ldsst auf eine
Involvierung des LSm-Proteins in den RNA-Metabolismus schlieRen (Fischer et al., 2010).
Die Deletion der Sm1-Domine des LSm-Proteins resultierte in einer Anderung des
Transkriptoms. Unter anderem waren die Transkriptmengen der Gene, die das
Schwarmverhalten beeinflussen in der Deletionsmutante erhoht. Phanotypische
Charakterisierungen konnten ein erhdhtes Schwarmverhalten der Deletionsmutante

gegenitber dem Wildtyp bestatigen (Maier et al., 2015).

3. EIGENSCHAFTEN UND IN VIVO-CHARAKTERISIERUNGEN DER SRNA132 VON HALOFERAX VOLCANII

In einer RNomics-Studie wurden 21 sRNAs von H. volcanii experimentell identifiziert

(Straub et al., 2009). Zwolf dieser sSRNA-Gene, unter anderem das Gen fir sRNA13,
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besitzen die drei basalen Promotorelemente TFIIB-Erkennungselement (BRE), TATA-Box
und das -10-Motiv. Die Expression der sRNA13; konnte zudem mittels Northern Blot-

Analyse verifiziert werden.

sRNA13; ist auf dem Hauptchromsom zwischen zwei konservierten, hypothetischen
Proteinen lokalisiert und besitzt eine Lange von 140 nt (Kliemt[Masterthesis], 2014). In
einer naheren Charakterisierung wurde eine Transkriptomanalyse von Wildtyp und
Deletionsmutante der sRNA13; mittels DNA-Mikroarray durchgefihrt
(Babski[Dissertation], 2013). Hierbei konnte die Regulation einer sehr geringen Anzahl
von Genen gezeigt werden. In Abwesenheit der sRNA132 wurde die verstarkte Expression
von vier Genen und die verringerte Expression von zwolf Genen, einschlieRlich des
Operons HVO A0477-80, welches fiir ein ATP-bindende Kassette (ABC)-
Transportsystem mit dem putativen Substrat Phosphat kodiert, festgestellt. Die starke
Reduktion des Transkriptlevels von HVO_A0477-80 konnte mittels Northern Blot-
Analyse verifiziert werden. In silco-Analysen mit der Datenbank HaloLex konnten eine
nahezu perfekte Bindung der sRNAi3; Uber 20 bp antisense zur 3‘-UTR des ABC-

Transporters identifiziert werden (vgl. Abbildung 3).
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Abbildung 3: Chromsomale Lokalisation der sRNA13: und des in silico vorhergesagten Ziel-Operons
HVO_A0477-80. Die Bindestelle von sRNA132 antisense zur 3’-UTR des Transkriptes HVO_A0480 ist in der
genomischen Organisation mit einem roten Pfeil angezeigt. Die Interaktion zwischen sRNA und mRNA ist
tber 20 bp mit nur einer einzigen Basenfehlpaarung komplementdr und wurde mittels RNAhybrid
vorhergesagt (hervorgehoben im Rechteck) (Babski[Dissertation], 2013).
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Da das putative Substrat des ABC-Transportsystems HVO_A0477-80 Phosphat ist, wurde
die Phosphatabhangigkeit der sRNA13, in einer weiteren Arbeit ndaher charakterisiert
(Kliemt[Masterthesis], 2014). Insbesondere bei niedrigen Phosphatkonzentrationen
besitzt sRNA13; einen aktivierenden oder stabilisierenden Einfluss auf das ABC-
Transportsystem HVO _A0477-80 von H. volcanii. Sowohl sRNA als auch das ABC-
Transportsystem HVO_A0477-80 zeigen bei geringen Phosphatkonzentrationen (0 und
0,03 mM) eine induzierte Expression. Bei geringen Phosphatkonzentrationen jedoch
scheint es neben der sRNA noch weitere wichtige regulatorische Faktoren fiir die
Expression des Operons zu geben. sRNA13; ist zudem maRgeblich an der schnellen
Regulation des Operons HVO_A0477-80 nach einem Phosphatentzug beteiligt. In
direkter Konkurrenz von Wildtyp und Deletionsmutante der sRNA13; besitzt der Wildtyp

einen deutlichen Wachstumsvorteil.

4. ABC-TRANSPORTSYSTEME

4.1 STRUKTUR UND FUNKTION

ABC-Transporter sind universell in allen drei Domadnen des Lebens zu finden. Sie
katalysieren den energieabhdngigen Transport von Substraten durch die
Lipiddoppelschicht der Zellmembran (Locher, 2016). ABC-Transporter reprasentieren
eine der grolRten Familien von Transmembranproteinen. In E. coli beispielsweise gibt es
etwa 80 ABC-Transporter, dies entspricht 5% des Genoms (Linton und Higgins, 1998). Im

menschlichen Genom sind 48 ABC-Transporter kodiert (Schmitt und Tampé, 2002).

ABC-Transporter bestehen aus zwei hydrophilen Proteinen, die jeweils eine Nukleotid-
Bindedomdne (NBD) aufweisen, und zwei hydrophoben Proteinen mit
Transmembrandomanen (TMDs). Die NBDs befinden sich im Cytoplasma und rufen eine,
durch ATP-Hydrolyse angetriebene, konformationelle Anderung der TMDs hervor. Dies

ermoglicht den Transport von Substraten durch die Membran (s. Abbildung 4).

Fiir den spezifischen Substrat-Transport benodtigen ABC-Transporter zusatzlich ein
periplasmatisches oder lipidverankertes Substratbindeprotein (SBP). Dieses SBP

ermoglicht eine hohe Affinitat und Substratspezifitat (Maqgbool et al., 2015). Eine hohe
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Diversitat verschiedener SBPs ermdglicht den
Im- bzw. Export einer groRBen Bandbreite
unterschiedlicher Substrate wie

beispielsweise Metallionen, Zuckermolekile, Membrane Coupling

Z helices
eine groRe Rolle in der Ausbildung von Cytoplasm %
' 1 'NBD
bakteriellen Resistenzen gegeniiber Toxinen,

da sie deren Export katalysieren (Davidson et ,' \*

Aminosauren oder Peptide. Sie spielen auch

al., 2008). Neben der Transportfunktion sind Import

bakterielle ABC-Transporter auch in zelluldre Abbildung 4: Schematischer Aufbau eines ABC-
Transporters bestehend aus zwei
membrandurchspannenden TMDs und zwei
die cytosolischen NBDs. Unter ATP-Hydregse anden
NBDs werden konformationelle Anderungen
Translationsregulation (Chakraburtty, 2001), hervorgerufen, die den Substratexport bzw. -
import ermoglichen. Abbildung entnommen aus

involviert. In Eukaryoten dienen ABC- Locher (2016).

Prozesse, wie die DNA-Reparatur (Goosen und

Moolenaar, 2001) oder

Transporter hauptsachlich dem Export von Giftstoffen. Mutationen eukaryotischer ABC-
Transporter fihren zu einer Reihe von genetischen Funktionsstérungen wie
beispielsweise zystischer Fibrose, neurologischen Defekten, Andmien oder Resistenzen

gegenilber Medikamenten (Dean et al., 2001).

Es werden zwei Typen von ABC-Transportern unterschieden (Locher, 2016). Auf der
einen Seite gibt es die Typ | ABC-Transporter, die aufgrund ihrer geringen ATPase-Rate
relativ langsam sind und Transportsysteme mit geringer bis mittlerer Affinitat darstellen.
ATP-Bindung und ATP-Hydrolyse der NBDs fiihren direkt zur offenen bzw. geschlossenen
Konformation. Zum anderen werden Typ |l ABC-Transporter unterschieden, die eine
hohere Substrataffinitat besitzen und groRRere, hydrophobe Substrate, wie zum Beispiel
Metallchelate, transportieren. Hierbei spielt zusatzlich zur ATP-Bindung, -Hydrolyse und
-Freisetzung auch die Substratbindung eine wichtige Rolle. Fiir Typ Il ABC-Transporter

kann in geringem AusmaR eine nutzlose ATP-Hydrolyse gemessen werden.

In Archaea und Eubakterien bestehen die ABC-Transporter aus vier separaten
Untereinheiten, in hoheren Eukaryoten hingegen sind diese in der Regel fusioniert

(Schmitt und Tampé, 2002).
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4.2 PHOSPHATAUFNAHME DURCH ABC-TRANSPORTER

Phosphor ist, bezogen auf die zellulare Zusammensetzung, das flinftwichtigste Element
(Santos-Beneit, 2015). Als Bestandteil von Nukleinsduren, Membranlipiden und der
universellen Energiewdhrung jeder Zelle, dem ATP, sind Phosphat und die Mechanismen
zur Phosphataufnahme essentiell fiir jede lebende Zelle. Die bevorzugte Phosphatquelle
fur alle Organismen ist anorganisches Phosphat. Das Vorkommen anorganischer
Phosphate in der Umwelt, insbesondere im Boden, ist relativ gering, sodass die
Adaptation an Phosphatlimitierung mittels effizienter Systeme zur Aufnahme und

Speicherung essentiell fiir alle Mikroorganismen ist.

Das ABC-Transportsystem fir phosphatspezifischen Transport (Pst) ist ein aktives
Transportsystem mit einer hohen Affinitdt zu anorganischem Phosphat. In E. coli setzt
sich das Pst-System aus einem periplasmatischen SBP fiir anorganisches Phosphat (PstS),
zwei TMDs (PstA und PstC) und der dimeren ATP-Bindedoméane (PstB) zusammen.
Zusammen mit dem Pho-Regulator PhoU wird das ABC-Transportsystem als Operon
exprimiert und ist Teil des Pho-Regulons, welches insgesamt aus 30 Genen besteht
(Wanner, 1993; Hsieh und Wanner, 2010). Unter Phosphatlimitierung vermittelt PhoU
das Signal zur membrangebundenen Histidin-Kinase PhoR (McGrath et al., 2013). Diese
ist Teil des Zweikomponentensystems PhoR-PhoB und phosphoryliert den
Transkriptionsregulator PhoB. Phosphoryliertes PhoB bindet an die 10 bp stromaufwarts
des -10-Motivs gelegene Pho-Box. An die Pho-Box gebundenes PhoB leitet die RNA-
Polymerase zum Promotorbereich der Gene des Pho-Regulons und fihrt somit zu einer
effizienten Nutzung von anorganischem Phosphat unter Phosphatlimitierung. Die
bakterielle Pho-Box besteht in der Regel aus einer konservierten, jedoch in
verschiedenen Spezies variablen, Folge an Tandem-Wiederholung von 6-7 bp. Sie ist

getrennt durch eine kurze nicht-konservierte Sequenz (Qi et al., 1997).

In Eukaryoten wie Saccharomyces cerevisiae ist die Regulation des Pho-Regulons
komplexer und beinhaltet eine groRere Anzahl an Regulatoren (Persson et al., 2003).
Hinweise auf ein Pho-Regulon in Archaea wurden bereits bei Sulfolobus acidocaldarius,
der zu den Crenarchaeota gehort, gefunden (Osorio und Jerez, 1996). Bei dem
Euryarchaeon Halobacterium salinarum konnte das Pho-Stimulon bereits naher

charakterisiert werden (Wende et al., 2009; Furtwangler et al., 2010).
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4.3 REGULATION DER PHOSPHATAUFNAHME IN HALOBACTERIUM SALINARUM

Zur Untersuchung der phosphatabhdngigen Regulation von H. salinarum wurden
komparative  Transkriptomanalysen zu  verschiedenen  Zeitpunkten nach
Phosphatentzug durchgefiihrt (Wende et al., 2009). Hierbei wurden 17 Gene, die unter
Phosphatlimitierung mehr als 900-fach induziert wurden, zu einem sogenannten Pho-
Stimulon zusammengefasst. Zu diesem Pho-Stimulon gehoren die Gencluster der beiden
phosphatspezifischen ABC-Transporter Pstl und Pst2, das Gencluster des Glycerin-3-
phosphatspezifischen ABC-Transporters Ugp, eine alkalische Phosphatase, eine
Exonuklease und drei PhoU-Proteine. Die beiden ABC-Transporter Pstl und Pst2
transportieren anorganisches Phosphat in die Zelle. Der ABC-Transporter Ugp ist das
einzige bekannte Transportsystem fir Organophosphate in H. salinarum und importiert
Glycerin-3-Phosphat, welches anschlieBend zu Phosphat abgebaut werden kann.
Desweiteren gehort eine Exonuklease und eine alkalische Phosphatase zum Pho-
Stimulon. Exonukleasen hydrolysieren extrazellulare Nukleinsdauren zu
Mononukleotiden, sodass diese zuganglich fiir alkalische Phosphatasen werden. Diese
spalten Phosphorsaureester-Verbindungen und anorganisches Phosphat wird frei,

welches wiederum durch die ABC-Transporter Pst1 und Pst2 importiert werden kann.

Bisherige Untersuchungen von H. salinarum deuten darauf hin, dass die ABC-
Transporter Pstl und Pst2 die einzigen funktionellen Transportsysteme fir
anorganisches Phosphat darstellen (Furtwangler et al., 2010). Der ABC-Transporter Pst1
besitzt einen Km-Wert von 0,14 uM und besitzt somit eine hohere Phosphataffinitat als
Pst2 mit einem Km-Wert von 0,68 uM (Furtwangler et al, 2010). Unter
Phosphatlimitierung konnte eine deutlich starkere Induktion des ABC-Transporters Pstl
im Vergleich zu Pst2 beochachtet werden. Ein Hinweis auf die phosphatabhangige
Regulation der ABC-Transporter Pstl und Pst2 des Pho-Stimulons ist das Vorkommen
cis-aktiver Elemente (Furtwangler et al., 2010). Diese sogenannten Pho-Boxen bestehen
aus AT-reichen Sequenzen, die im Promotorbereich stromaufwarts der jeweiligen TATA-
Boxen lokalisiert sind. Solche AT-Reichen Sequenzen wurden in silico auch fiir das ABC-
Typ Transportsystem Ugp gefunden. Im Gegensatz zu E. coli besitzt H. salinarum kein
Zweikomponentensystem zur Expression des Pho-Stimulons und misst vergleichbar mit

dem Eukaryoten S. cerevisiae die interne Phosphatkonzentration (Auesukaree et al.,
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2004; Wende et al., 2009).

5. ZIELSETZUNG

Im Rahmen dieser Arbeit sollte eine Charakterisierung von sRNAs und Identifizierung
moglicher Interaktionspartner in H. volcanii erfolgen. In einem ersten Schritt sollte das
simultane Phanotypenscreening von 27 sRNA-Deletionsmutanten unter zehn
verschiedenen Wachstumsbedingungen sowie das Schwarmverhalten im Vergleich zum
Wildtyp ausgewertet werden. Diese phanotypischen Charakterisierungen sollten einen
Uberblick tiber die biologischen Funktionen von sRNAs in H. volcanii geben und ihre

weitere Charakterisierung ermoglichen.

Im Folgenden sollte die ndhere Charakterisierung von sRNAze2, SRNAnistass und sRNA479
erfolgen. Diverse Methoden wie Northern Blot- und Mikroarray-Analysen und in silico-
Vorhersagen sollten einen Zusammenhang zwischen den biologischen Funktionen der

sRNAs und ihren Wirkweisen schaffen und mogliche Interaktionspartner identifizieren.

Eine weitere sSRNA, die ndher charakterisiert werden sollte, ist SRNAzq. Diese sSRNA zeigte
in einer friiheren Studie die Involvierung in die Adaptation an Hitzestress. Ziel war es
mogliche RNA- und Proteininteraktionspartner nach Hitzeschockinduktion zu

identifizieren.

AbschlieBend sollte sRNA132 hinsichtlich potentieller Ziel-mRNAs naher untersucht
werden. Transkriptomanalysen und in silico-Vorhersagen fihrten zur Identifizierung der
3‘-UTR des Transkriptes des ABC-Transport-Systems HVO_A0477-80 fiir anorganisches
Phosphat als potentielle Bindestelle. Ziel war es die phosphatabhangige Expression
dieses Operons in Abhangigkeit der sRNA132 nadher zu charakterisieren. Hierfiir sollten
Transkriptomanalysen mittels Northern Blot- und Mikroarray-Analyse,
Induktionskinetiken und Enzymtests mit Reportergenfusionen durchgefiihrt werden.
Nach Identifikation des zweiten ABC-Transportsystems fir anorganisches Phosphat
HVO_2375-8 als weiteres potentielles Ziel, sollten konkurrierende Wachstumsversuche
der jeweiligen Deletionsmutanten beider ABC-Transporter mit dem Wildtyp und die

Identifikation moglicher cis-aktiver Elemente erfolgen.
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I1l. MATERIAL UND METHODEN

1. MATERIALIEN

1.1 CHEMIKALIEN

Produkt Hersteller

B-Mercaptoethanol Merck, Darmstadt
B-Nicotinamidadenindinukleotid AppliChem; Darmstadt
3-(N-Morpholino)propansulfonsaure Roth, Karlsruhe

5’-Fluororotsdure Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA
Acetanhydrid Roth, Karlsruhe
Acrylamid-/Bisacrylamidlésung ProtoGel® Biozym Scientific GmbH, Oldendorf
Agarose Roth, Karlsruhe

Amersham™ Cy3-dUTP GE Healthcare Life Science, Freiburg
Amersham™ Cy5-dUTP GE Healthcare Life Science, Freiburg
Ampicillin, Natriumsalz Serva, Heidelberg
Ammoniumperoxodisulfat Merck, Darmstadt

Anti-DIG-AP Roche, Mannheim

Bacto™-Agar BD, Heidelberg

Bacto™-Cas Aminoséduren BD, Heidelberg
Bacto™-Hefeextrakt BD, Heidelberg

Bacto™-Trypton BD, Heidelberg

Betain Fluka, Neu Ulm

Big Dye Terminator RR Mix Applied Biosystems, Weiterstadt
Blocking Reagenz Roche, Mannheim

BME Vitaminsolution 100x Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Borsaure Roth, Karlsruhe

Bromphenolblau Merck, Darmstadt
Calciumchlorid-Dihydrat Merck, Darmstadt

Chloroform Fluka, Neu Ulm

Coomassie Blue R-250 Roth, Karlsruhe
Desoxyribonukleosidtriphosphate Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA

(dATP, dCTP, dGTP, dTTP)

Dextransulfat Roth, Karlsruhe
Dichlorethan Roth, Karlsruhe
Diethylether 99% p.a. Merck, Darmstadt
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Produkt

Diethylpyrocarbonat
Digoxygenin-Deoxyuridin-triphosphat
Dihydrofolat
Dikaliumhydrogenphosphat
Dimethylsulfoxid
Dinatriumhydrogenphosphat-Diphosphat
Dithiothreitol
Eisensulfat-Heptahydrat
Entwickler Kodak GBX
Essigsaure

Ethanol 99% p.a.

Ether

Ethidiumbromid
Ethylendiamintetraessigsaure
Ficoll 400

Fixierer Kodak GBX
Formaldehyd 37%

Formamid >99% p.a.
Fruktose
Glucose-Monohydrat
Glycerin 87%

Glycin
Guanidiniumthiocyanat
Harnstoff

Hefe-tRNA

Isoamylalkohol

Isopropanol

Kaliumchlorid
Kaliumdihydrogenphosphat
Kobalt(ll)-chlorid-Hexahydrat
Kupferchlorid-Dihydrat
L-Tryptophan
Magnesiumchlorid-Dihydrat
Magnesiumsulfat-Heptahydrat
Maleinsdure
Manganchlorid-Tetrahydrat

Methanol p.a.

Hersteller

AppliChem, Darmstadt
Roche, Mannheim
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Merck, Darmstadt

Roth, Karlsruhe

Merck, Darmstadt

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Fluka, Neu-Ulm

Roth, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Roche, Mannheim

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Merck, Darmstadt

Roth, Karlsruhe
AppliChem, Darmstadt
Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Merck, Darmstadt

Roth, Karlsruhe
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Produkt

Natriumacetat

Natriumchlorid
Natriumdihydrogenphosphat
Natriumdodecylsulfat
Natriumhydroxid
Natriummolybdat-Dihydrat
Natriumpyruvat

Nexterion® Oligo Hyb
Nickelchlorid-Hexahydrat
Nicotinamidadenindinukleotid
Nicotinamidadenindinukleotidphosphat
N-Lauroylsarcosinat (30% (w/v))
Novobiocin Natrium Salz
Phenol, TE-gesattigt
Polyethylen Glycol 600
Polyethylen Glycol 8000
Polyvinylpyrrolidon

Proteinase Inhibitor Cocktail Tablets
Rinderserumalbumin
Saccharose

Salzsaure
Tetramethylethylendiamin
Trichloracetat
tri-Natriumcitrat-Dihydrat
Tris(hydroxymethyl)aminomethan
Triton X-100

Tween® 20

Uracil

Wasserstoffperoxid
Zinksulfat-Heptahydrat

Zitronensaure-Monohydrat

1.2 VERBRAUCHSMATERIAL

Produkt
BioMax Light Film

Deckglaser 18 x 18 mm

Hersteller

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe
Merck, Darmstadt
Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Fluka, Neu-Ulm
Schott, Jena

Roth, Karlsruhe
AppliChem, Darmstadt
AppliChem, Darmstadt
AppliChem, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Roth, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Merck, Darmstadt
Roche, Mannheim
Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Serva, Heidelberg
Riedel-de Haén, Seelze
Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe
AppliChem, Darmstadt
Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

AppliChem, Darmstadt

Hersteller
Kodak, Stuttgart

Knittel Glas, Braunschweig
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Produkt

Eppendorf-Reaktionsgefal (1,5 ml/2 ml)
Erlenmeyerkolben

Gel-Blotting-Papier (0,37 mm/1,4 mm)
Glastrager (Poly-L-Lysin) fiir DNA-Mikroarray
Mikrotiterplatten 96-well, Flachboden
Mikrotiterplatten 96-well, Rundboden
Multiply® Pro Gefal3

Multiply® PCR-Plate (96 Well)

Multiply® p Strip Pro 8er Kette
Nylonmembran Amersham Hybond™-N+
Nylonmembran Roti® Nylon plus
Objekttrager 76 x 26 mm
Pasteurpipetten

PCR-Film adhesive

Petrischalen

Pipettenspitzen (2,5,20, 200 und 1000 pl)
Reagenzglaser

ReaktionsgefaRe (15 ml/ 50 ml)
Sterilfilter Filtropur S 0,45 um PAT

1.3 MOLEKULARBIOLOGISCHE KITS

Produkt

Anti-Digoxigenin Alkalische Phosphatase
AxyPrep™ DNA Gel Extraction Kit 250-prep
BCA Protein Assay Kit

CDP-Star

PCR Purification Kit

MinElute™ PCR Purification Kit

Pierce® BCA Protein Assay Kit

PureYield™ Plasmid Midiprep Systems
Nucleospin® miRNA-Kit

1.4 LABORGERATE

Produkt
Block Thermostat

Brutschrank B6060

Hersteller

Eppendorf, Hamburg
Schott Duran, Mainz
Roth, Karlsruhe

PolyAn, Berlin

Sarstedt, Nurnbrecht
Sarstedt, Nurnbrecht
Sarstedt, NUrnbrecht
Sarstedt, Nirnbrecht
Sarstedt, Nurnbrecht

GE Healthcare, Miinchen
Roth, Karlsruhe
Diagonal, Minster

WU, Mainz

Eppendorf, Hamburg
Sarstedt, Nurnbrecht
Sarstedt, Nurnbrecht
Assistent, Sondheim/Rhon
Sarstedt, NUrnbrecht

Sarstedt, Nurnbrecht

Hersteller

Roche, Mannheim

Axygen Biosciences, Union City, USA
Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA
Roche, Mannheim

Seqglab, Gottingen

Qiagen, Hilden

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA
Promega, Mannheim

Macherey-Nagel, Diiren

Hersteller
Grant Intruments, Cambridge, GB

Heraeus Instruments, Hanau
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Produkt

Brutschrank T257

Brutschrank Typ UT 5042

Centrifuge 5417

Centrifuge 5810R

Feuchtigkeitskammer

Gyratory Shaker G-10

Heizblock

High Resolution System E.A.S.Y 440K

Hybridisierungsofen HB-1000

Innova 4300 Inkubator shaker

Microcentrifuge SD 220 VAC

Mikroplatten Spectrophotometer
SPECTRAmax® 340PC

Mikroskop Axiostar Plus

Mikrotiterplattenschittler Titramax 1.000

Minioven MKkII

Nanodrop Spektrophotometer ND-1000

Neubauer Zahlkammer (0,2 mm Tiefe)

pH-Meter CG 825

Photometer Specord S 600

Pipette 0,1-2,5ul MicroOne®

Pipette 2-20 ul Labmate

Pipette 20-200 ul

Pipette 100-1000 pl

Pipettierhilfe, Accurpette

Rotilabo®-Rontgenkassette

SANOclav

Speed Vac SC 110

Thermocycler Gene Amp PCR System 2400

Thermocycler Gene Amp PCR-System 9700

Thermocycler Mastercycler®Gradient

Thermocycler Thermal Cycler 2720

UV-Stratalinker 1800

Vakuum-Pumpe

Vakuum-Station

Vortex Genie 2°

Waage PB300

Hersteller

Rubbarth Apparate GmbH, Laatzen
Heraeus Instruments, Hanau
Eppendorf, Hamburg
Eppendorf, Hamburg

Sigma Aldrich, Taufkirchen
New Brunswick, Nirtingen
Liebisch, Bielefeld

Herolab, Wiesloch

UVP, Upland, USA

New Brunswick, Nirtingen
Roth, Karlsruhe

Molecular Devices, USA

Carl Zeiss, Gottingen

Heidolph Instruments, Schwabach
Hybaid, Heidelberg

Nanodrop Technologie, USA
Hirschmann, Eberstadt

Schott, Mainz

Analytik Jena, Jena

Starlab, Ahrensberg

Abimed, Langenfeld

Gilson, Middleton, USA

Gilson, Middleton, USA

VWR, Darmstadt

Roth, Karlsruhe

Adolf Wolf, Bad Uberkingen
Savant, Farmingdale, NY, USA
Applied Biosytems, Weiterstadt
Applied Biosystems, Weiterstadt
Eppendorf, Hamburg

Applied Biosytems, Weiterstadt
Stratagene, Leiden, NL

Welch, Memmingen

Promega, Mannheim

Scientific Industries, USA

Mettler, GieRen

31



Material und Methoden

Produkt Hersteller

Waage PM 4800 Delta Range® Mettler, GieRBen

Waage TE12450CE Sartorius, Gottingen
Wasserbadschittler 1083 GfL GmbH, Burgwedel

Zentrifuge Avanti J-25 Beckmann Instr. GmbH, Miinchen

1.5 SOFTWARE UND COMPUTERPROGRAMME

Software/Computerprogramm Hersteller

Acuity® 4.0 Molecular Devices, Sunnyvale, USA
Adobe Photoshop Adobe Systems Inc., San Jose, USA
AxioVision Carl Zeiss Microscopy GmbH, Jena
BioEdit Ibis Biosciences, Carlsbad, USA

Citavi Swiss Academic Software GmbH, Wadenswil, Schweiz
Clone Manager 7, Version 7.01 Scientific & Educational, Cary, USA
E.A.S.Y Win 32-Software Herolab, Wiesloch

GenePix® Pro 7 Molecular Devices, Sunnyvale, USA
Imagel) 1.8.0 NIH, Maryland, USA

Microsoft Office 2013 Microsoft Corporation, Redmond, USA
SeaView 4.6.1 LBBE, Villeurbanne, Frankreich
Softmax® Pro 5.4.5 Molecular Devices, Sunnyvale, USA
WinASPECT® Analytik Jena AG, Jena

1.6 WEB-SERVER

Name Internetadresse Quelle
HaloLex https://www.halolex.mpg.de/public/index.jsp Pfeiffer et al. (2008)
IntaRNA http://rna.informatik.uni- Wright et al. (2014)

freiburg.de:8080/IntaRNA/Input.jsp
LocARNA http://rna.informatik.uni- Will et al. (2012)
freiburg.de/LocARNA/Input.jsp

MBGD http://mbgd.genome.ad.jp/ Uchiyama et al. (2015)
NCBI http://www.ncbi.nIm.nih.gov/blast Johnson et al. (2008)
RNAfold http://rna.tbi.univie.ac.at/cgi- Lorenz et al. (2011)

bin/RNAWebSuite/RNAfold.cgi

RNAhybrid https://bibiserv.cebitec.uni- Rehmsmeier et al. (2004)
bielefeld.de/rnahybrid/submission.html

TargetRNA http://cs.wellesley.edu/~btjaden/predictions/halofera  Tjaden (2008)

x/index.html
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Name Internetadresse

ucsc http://archaea.ucsc.edu/cgi-
bin/hgGateway?db=haloVolcl

1.7 GRORENSTANDARDS

GroBenstandard

GeneRuler 100 bp Plus

GeneRuler 1 kb Plus

PageRuler Prestained Protein Ladder
RiboRuler RNA Ladder High Range
RiboRuler RNA Ladder Low Range

1.8 OLIGONUKLEOTIDE

Quelle
Chan et al. (2012)

Hersteller

ThermoFisher Scientific, Waltham MA, USA
ThermoFisher Scientific, Waltham MA, USA
ThermoFisher Scientific, Waltham MA, USA
ThermoFisher Scientific, Waltham MA, USA
ThermoFisher Scientific, Waltham MA, USA

Alle in dieser Arbeit verwendeten Oligonukleotide sind in Tabelle 1 aufgelistet.

Tabelle 1: Verwendete Oligonukleotide. Gezeigt sind Name, Sequenz von 5' nach 3' und
Verwendungszweck. Rot: Uberhidnge mit komplementirer Sequenz zu dem zu fusionierenden Fragment.

Name

Sequenz von 5' nach 3'

Verwendungszweck

HVO_A0477-80_P1
HVO_A0477-80_P2

CTTCGCTTCGAACACGTCGAGACGGGAC

TTACCCGAACTTGCCATCTTGCGCCATCACGT
GGACTGACCC

Fragment 1 zur Deletion
des Operons HVO_A0477-
80

HVO_A0477-80_P3

HVO_A0477-80_P4

GTGATGGCGCAAGATGGCAAGTTCGGGTAA
CGGTCGGGTTC
CCGCCCGGAGCGTCTGTTCGAGAC

Fragment 2 zur Deletion
des Operons HVO_A0477-
80

P1_Del 3'-UTR A0480
P2_Del 3'-UTR A0480

CCCGTTCCCGAAGAGCATCGCG

GGTCGTCGAGAACCTTACCCGAACTTGCCGC
TGATGTAGTCCTC

Fragment 1 zur Deletion
der Bindestelle der sRNA132
in der 3'-UTR des Operons
HVO_A0477-80

P3_Del 3'-UTR A0480

P4_Del 3'-UTR A0480

GGCAAGTTCGGGTAAGGTTCTCGACGACCTG
CGGCCG
GCCGACGAGGTTGCGGGCG

Fragment 2 zur Deletion
der Bindestelle der sRNA132
in der 3'-UTR des Operons
HVO_A0477-80

P1_Del 2375-78
P2_Del 2375-78

CGGAACGGGGCGTCAAGAACAGC

CGACGCGCTGGCGAAAGACCGCTGTCCGAGT
TACGC

Fragment 1 zur Deletion
des Operons HVO_2375-8

P3_Del 2375-78

GCGGTCTTTCGCCAGCGCGTCGAAGACTACA
TCACCGG

Fragment 2 zur Deletion
des Operons HVO_2375-8

P4_Del 2375-78 CCCCGATGCGTTCGAGGTCGG

Mi3-20 AATTAACCCTCACCCCTAAAGGA Klonierungen und

T3 GTAAAACGACGGCCAGTG Sequenzierungen
HVO_0596_for GCGGGGCGAACTCCGTCGG Sonde Northern Blot
HVO_0596_rev CCGGGCCGGCGTCTATCGC HVO_0596
HVO_0597_for GTCCACCGAGAAATCCCAGACCCG Sonde Northern Blot
HVO_0597_rev CCGCCGGTCGAACGAGAGCG HV0_0597 (osmC)
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Name

Sequenz von 5' nach 3'

Verwendungszweck

HVO_2398_for
HVO_2398_rev

CGAGTCCACCGACGCCGGCG
CGGGCGATGAAGGCGCGCTG

Sonde Northern Blot
HVO_2398

HVO_2027_for
HVO_2027_rev

GCTTGAAGAACGCCAGCGCCGCG
CCGACGAATCCGAACGCAGCACGC

Sonde Northern Blot
HVO_2027

HVO_B0143_for
HVO_B0143_rev neu

CGAGCCAGTTCCACGTTCCCCGC
CCGCGAGGACGCACCCGACC

Sonde Northern Blot
HVO_B0143

HVO_B0144_for neu
HVO_B0144_rev neu

CGCGGGAAGCGGGCTCCTTGC
CGCCGCCCGGTCGGTATGGTAGAAG

Sonde Northern Blot
HVO_B0144

sRNA362_for
sRNA362_rev

CGTCGTGTCACATAAGACGCGCCC
CTCGGTGGGCACGAGGCCCA

Sonde Northern Blot
SRNA3s2

SRNAtstaes for

SRNAtsfass rev

AGGACGCGGACTTGGCCCGCTG

AGGAGAACCTCTTGAGATCAATTTCACCATA
GTACGG

Sonde Northern Blot
SRNAhtsfa68

sRNA479_for
SRNA479_rev

GAAACCTCATGACACCCATCAGCCG
CAATGTCTATCATGAATAGAACGATGGCGC

Sonde Northern Blot
SRNAsrnA479

sRNA30_for
SRNA30_rev

for Sonde HVO_A0477-80
rev Sonde HVO_A0477-80

CCGCACGACGCTGTCTGGTCGG
GGTAGAAATGTAGGGGCGGACCATCGGG

CCACGCGCTGAATGGCGTCTCC
GAGATGCGCGCCGCCTGCTG

Sonde Northern Blot
SRNAsrnA30

Sonde Northern Blot
HVO_A0477-80

for Sonde HVO_2375
rev Sonde HVO_2375

CAACGACGTGACCCCCCGTCGAAC
CGAACTCCGCGACGTGTTCTTCC

Sonde Northern Blot
HVO_2375

DHFR_Northern_for
DHFR_Northern_rev

CGCCGAGAACCGCGTCATCGGC
CGTCGAGTTCCCACTCGGCGGCG

Sonde Northern Blot
HVO_1279 (dhfr)

1.9 ENzZYME

Enzym

Hersteller

M-MLV Reverse Transkriptase, RNase H Minus, Promega, Mannheim

Punktmutation
Pfu-DNA-Polymerase Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA
Phusion-DNA-Polymerase Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA
Restriktionsendonukleasen Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA
RNase A Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA
T4-DNA-Ligase Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA
Tag-DNA-Polymerase Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA

Tag-DNA-Polymerase Bio & Sell, Feucht/Nuremberg

1.10 PLASMIDE

Fiir diese Arbeit wurden die Plasmide pKJ15 und pKJ16 zur Deletion der ABC-

Transportsysteme HVO_A0477-80 (pst2) und HVO_2375-78 (pstl) verwendet.
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Desweiteren wurden fiir die in vivo-Charakterisierung mittels DHFR-Reportergen Assays
die Plasmide pMB1-Ncol, pNP10, pJB21 und pJKO3 eingesetzt. Alle fir diese Arbeit

verwendeten und generierten Plasmide sind in Tabelle 2 aufgefiihrt.

Tabelle 2: Verwendete und generierte Plasmide. Angegeben sind Plasmid-Name, Ursprung, das
verwendete Hintergrund-Plasmid und Verwendungszweck in dieser Arbeit.

Plasmid Ursprung Hintergrund Verwendungszweck
pKJ15 Diese Arbeit pMH101 Deletion des ABC-Transporters HVO_2375-78 (pst1)
pKJ16 Diese Arbeit pMH101 Deletion der 3-UTR des ABC-Transporters
HVO_A0477-80 (pst2)
pMB1-Ncol Mariam pMB1 DHFR-Reportergen Analysen (Kontrolle)
Brenneis/Jessica
Schmitt
pNP10 Nadja Patenge DHFR-Reportergen Analysen (Kontrolle)
pJB21 Julia Babski pMB1-Ncol DHFR-Reportergen Analysen (3-UTR von HVO_A0480)
pJKO3 Jana Kiemt pMB1-Ncol DHFR-Reportergen Analysen (mutierte 3‘-UTR von
HVO_A0480)

2. ORGANISMEN

In dieser Arbeit wurden verschiedene Deletionsmutanten und zwei verschiedene
Elternstamme von H. volcanii verwendet. AuRerdem wurde ein E. coli-Stamm flr

Klonierungen eingesetzt.

2.1 HALOFERAX VOLCANII

In dieser Arbeit wurde mit den Stammen H. volcanii H26 (ApyrE2) und H119 (ApyrE2;
AtrpA; AleuB) und den nachfolgend aufgelisteten Deletionsmutanten gearbeitet

(s. Tabelle 3).

Tabelle 3: Verwendete Stamme. Aufgelistet sind Stamm-Name, verwendeter Elternstamm, Genotyp und
Ursprung des Plasmids.

Name Elternstamm Genotyp Ursprung

H26 ApyrE2 Thorsten Allers, Nottingham, UK
H119 ApyrE2;AtrpA::sRNAssz;Aleu2 Anita Marchfelder, Universitat Ulm
H26AsRNA3o H26 ApyrE2;AsRNA3zo Julia Babski, AK Soppa
H26AsRNA132 H26 ApyrE2;AsRNA13; Julia Babski, AK Soppa
H26AsRNA194 H26 ApyrE2;AsRNA194 Julia Babski, AK Soppa
H26AHVO_A0477-80 H26 ApyrE2;AHVO_A0477-80 Diese Arbeit

H26AHVO_2375-78 H26 ApyrE2;AHVO_2375-78 Diese Arbeit

H26AHVO_2528 H26 ApyrE2;,AHVO_2528 Karolin Zerulla, AK Soppa
H26Adhfr H26 ApyrE2;Adhfr Diese Arbeit
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Name Elternstamm Genotyp Ursprung
H26AsRNAiz2Adhfr  H26 ApyrE2;AsRNA132,Adhfr Jana Kliemt
H26AsRNAz1s:Adhfr  H26 ApyrE2;AsRNA194;,Adhfr Diese Arbeit

Die Auswertung der Daten fir die phanotypische Charakterisierung von 27 sRNA-
Deletionsmutanten erfolgte im Rahmen dieser Doktorarbeit. Die Charakterisierung
wurde in meiner Diplomarbeit durchgefiihrt (Jantzer[Diplomarbeit]; 2011). Hierbei
wurden Deletionsmutanten zweier verschiedener Elternstamme verglichen, H. volcanii
H26 und H119 (Heyer et al., 2012; lJaschinski et al., 2014). Die entsprechenden
Deletionsmutanten sind in Tabelle 4 aufgelistet.

Tabelle 4: Auflistung der 27 Deletionsmutanten fir die phanotypische Charakterisierung. Gezeigt sind

Stamm-Name, verwendeter Elternstamm, Genotyp und Ursprung des Plasmids (Jaschinski et al., 2014).
*Veroffentlicht in Heyer et al. (2012).

Name Elternstamm Genotyp Ursprung
H26AsRNAs3 H26 ApyrE2;AsRNAe3 AG Soppa
H26AsRNA 132 H26 ApyrE2;AsRNA132 AG Soppa
H26AsRNA 163 H26 ApyrE2;AsRNA16s AG Soppa
H26AsRNA 194 H26 ApyrE2;AsRNA1s4 AG Soppa
H26AsRNA:23s5 H26 ApyrE2;AsRNAz3s AG Soppa
H26AsRNA2ss H26 ApyrE2;AsRNA2ss AG Soppa
H26AsRNA30s H26 ApyrE2;AsRNA3os AG Soppa
H119AsRNAss: H119 ApyrE2;AtrpA::sRNAssz;Aleu2 AG Marchfelder
H119AsRNAss0 H119 ApyrE2;AtrpA::sRNA4so;Aleu2 AG Marchfelder
H119AsRNAs7s H119 ApyrE2;AtrpA::sRNA4z9;Aleu? AG Marchfelder
H26AsRNAso0 H26 ApyrE2;AsRNAsoo AG Soppa
H119AsRNAs29 H119 ApyrE2;AtrpA::sRNAszs;Aleu2 AG Marchfelder
H26AsRNAH225.2r H26 ApyrE2;ASRNAH225.2r AG Soppa
H26ASRNAhts152 H26 ApyrE2;AsRNAhsfis2 AG Soppa
H26AsRNAhtsf209 H26 ApyrE2;ASRNAntsf209 AG Soppa
H26AsRNAhtsf242 H26 ApyrE2;ASRNAhtsf242 AG Soppa
H26AsRNAhtsf339 H26 ApyrE2;ASRNAhtsf339 AG Soppa
H26AsRNAhtsf359 H26 ApyrE2;AsRNAntsf3s9 AG Soppa
H26AsRNAhtsfa16 H26 ApyrE2;AsRNAhtsfa16 AG Soppa
H26AsRNAhtsfa67 H26 ApyrE2;AsRNAhsfas7 AG Soppa
H26AsRNA tsa68 H26 ApyrE2;ASRNAntsfass AG Soppa
H26ASRNAhesta9s H26 Apyre2;AsRNAhtsfasa AG Soppa
H26AsRNAhtsf574 H26 ApyrE2;ASRNAhtsfs74 AG Soppa
*H119AsRNAhtss H119 ApyrE2;AtrpA::sRNAnsa; Aleu2 AG Marchfelder
*H119AsRNAhts10 H119 ApyrE2;AtrpA::sRNAntsio;Aleu2 AG Marchfelder
H119AsRNAnts14 H119 ApyrE2;AtrpA::sRNAntsi4;,Aleu2 AG Marchfelder
*H119AsRNAhts21 H119 ApyrE2;AtrpA::sSRNAhts21,Aleu2 AG Marchfelder
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2.2 ESCHERICHIA coLl

Fir die Klonierung der Deletionsplasmide wurde der E. coli-Stamm XL1 blue MRF’
(Bullock et al., 1987) von der Firma Stratagene (Leiden; NL) verwendet. Der Genotyp
dieses Stammes lautet A(mcrA)183; A(mcrCB-" hsdSMR-mrr)173; recAl; endA1l; gyrA96;
thi-1; hsdR17; supE44; relAl lac [F’ proAB+laclZAM15 Tn10 (Tet?)]).

3. MIKROBIOLOGISCHE MIETHODEN

Alle steril zu verwendenden Medien, Puffer und Losungen wurden autoklaviert (20 min

bei 121°C, 1 bar Uberdruck) oder mithilfe eines Sterilfilters entkeimt.

3.1 MEDIEN FUR HALOFERAX VOLCANII

Zur Zellanzucht von H. volcanii wurde fliissiges oder festes Medium verwendet. Feste

Medien wurden vor dem Autoklavieren mit 14 g Agar pro Liter Medium versetzt (1,4%).

3.1.1 Synthetisches Medium fiir Haloferax volcanii

Das synthetische Medium wurde modifiziert nach Nieuwlandt und Daniels (1990). Es
schafft definierte Bedingungen fiir das Zellwachstum von H. volcanii. Bei bestimmten
Kohlenstoffquellen produziert H. volcanii Saure, deshalb wurde bei der
Kohlenstoffquelle Glukose(*) zusatzlich 2 M MOPS als Puffersubstanz ins Medium
gegeben. In Tabelle 5 ist die Zusammensetzung des synthetischen Mediums fiir
H. volcanii aufgefiihrt. Da bei dem verwendeten Stamm H. volcanii H26 das Uracil-
Biosynthesegen deletiert wurde, wurde das synthetische Medium mit 50 pg/ml Uracil
supplementiert. Ausnahme bildete das synthetische Medium fiir die PopIn-Selektion,

hierbei wurde kein Uracil in das Medium gegeben.

Tabelle 5: Zusammensetzung der Salzlésung und der Supplemente zur Herstellung des synthetischen
Mediums. Angegeben sind die benétigten Komponenten, ihre Endkonzentration im Medium und die
verwendete Menge. *Die Zugabe von MOPS als Puffersubstanz bei Kohlenstoffquellen, die zur Saure
verstoffwechselt werden.

Losung Komponente Endkonzentration Menge

Salzl6sung NacCl 2,14 M 125¢g
MgCl2 * 6 H.0 221 mM 45¢g
MgS04 * 7 H20 40,6 mM 10g
KCl 134 mM 10g
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L6sung Komponente Endkonzentration Menge
CaCl2 * 2 H,0 9mM 1,34¢
1 M Tris/HCl; pH 7,2 50 mM 50 ml
*2 M MOPS/NaOH; pH 7,2 50 mM 50 ml
ad 900 ml H.0 autoklavieren
Supplemente 1 M K2HPO4 1 mM 1ml
1 M NH4Cl 10 mM 10 ml
Spurenelementldsung 0,1% (v/v) 1ml
Eisensulfatldsung 8 uM 1ml
1% (v/v) Vitaminlésung 0,1% (v/v) 1ml
Uracil-Losung 50 ug/ml 1ml
Kohlenstoffquelle s. Tabelle 7
ad 11 H:0 steril hinzu geben

Die Inhaltsstoffe der in Tabelle 5 aufgefiihrten Supplemente sind in Tabelle 6 gezeigt.

Tabelle 6: Zusammensetzung von Supplement-, Eisensulfat- und Uracil-L6sung. Diese Zusatze wurden
zur Herstellung des synthetischen Mediums und zum Teil zur Herstellung des Komplexmediums
bendtigt. Angegeben sind die eingesetzte Komponente, ihre Endkonzentration im Medium und die
jeweils verwendete Menge.

Loésung Komponente Endkonzentration Menge
Spurenelement- ZnS04 * 7 H20 3,5uM 01lg
16sung MnClz * 4 H20 1,5 uM 0,03g

H3BOs 50 uM 03¢g

CoCl2 * 6 H20 8,5 uM 02¢g

CuCl2 * 2 H,0 0,5 uM 0,01g

NiCl2 * 6 H.0 1um 0,02g

Na:MoOs * 2H20 1uM 0,03g

ad 100 ml H20 bidest. pH 3-4 (HCI) sterilfiltrieren
Eisensulfatlosung FeSO4 * 7 H,0 8 uM 0,23 g

ad 100 ml H20 bidest. pH 3-4 (HCI) sterilfiltrieren
Uracil-L6sung Uracil 50 mg/ml 05g

ad 10 ml DMSO

Je nach Verwendungszweck wurden verschiedene Kohlenstoffquellen eingesetzt
(s. Tabelle 7). Das Popln-Selektivmedium wurde mit Casaminosauren (CAS)
supplementiert. Fiir die Untersuchungen zur Phosphatabhangigkeit von sRNA13; und
der Gencluster HYO_A0477-80 und HVO_2375-8 wurde synthetisches Medium mit

der Kohlenstoffquelle Glukose versetzt.

38



Material und Methoden

Tabelle 7: Kohlenstoffquellen, die zur Herstellung des synthetischen Mediums verwendet wurden.
Angegeben sind Endkonzentration und verwendete Menge auf einen Liter Medium. *Als
Stoffwechselprodukt bei der Verwendung von Glucose entsteht Saure.

Kohlenstoffquelle Endkonzentration Menge (ad 1 1)
*20% (w/v) Glukose 0,5% (v/v) 25 ml
20% (w/v) Casaminosiuren 0,25% (v/v) 12,5 ml

3.1.2 Komplexmedium fir Haloferax volcanii

Fir das Komplexmedium modifiziert nach Nieuwlandt und Daniels (1990) wurde
900 ml Salzlésung (s. Il1.3.1.1) verwendet und nach dem Autoklavieren 100 ml
Nahrstofflosung und je 1 ml Eisensulfat- und Spurenelementlésung hinzugegeben.
Zusatzlich wurde zur PopOut-Selektion 5’-FOA in einer Endkonzentration von
100 pg/ml hinzugegeben (s. Tabelle 8). Fir alle Stamme mit extrachromosomalen
Reportergenkonstrukten (Novobiocin-Resistenz) wurde Novobiocin in einer

Endkonzentration von 0,4 pg/ml eingesetzt.

Tabelle 8: Nahrstofflésung und Supplemente zur Selektion

L6ésung Komponente Endkonzentration Menge
Nahrstofflosung Hefeextrakt 0,3% (w/v) 3g
Trypton 0,5% (w/v) 5g
ad 100 ml Hz0 bidest. autoklavieren
5-FOA 5‘-Fluororotsédure 100 mg/ml lg
ad 10 ml DMSO
Novobiocin Novobiocin Natrium Salz 1 mg/ml 0,005 g

ad 5 ml H20 bidest.

3.1.3 Lagerung der Medien

Flissiges Medium, welches mit 5-FOA oder Novobiocin versetzt wurde, wurde bei
4°C bis zu vier Wochen gelagert. Die restlichen flissigen Medien wurden bei
Raumtemperatur und alle Agarplatten bei 4°C gelagert. Flissiges SOB*-Medium

wurde falls erforderlich direkt vor der Verwendung mit Ampicillin versetzt.

Die Spurenelement- und die Eisensulfatlésung wurden bei 4°C aufbewahrt. Die
Vitaminlosung sowie die Stammldsungen von Novobiocin, Ampicillin und 5‘-FOA
wurden aliquotiert und bis zum Gebrauch bei -20°C gelagert. Alle restlichen Losungen

wurden bei Raumtemperatur gelagert.
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3.2 ZELLZUCHT VON HALOFERAX VOLCANII

Als Standardbedingung fiir Zellanzucht und Wachstumsversuche wurde synthetisches
Medium mit der Kohlenstoffquelle Glucose verwendet. Wenn nicht anders angegeben
erfolgte die Zellkultivierung von H. volcanii in 25 ml fliissigem Medium in sterilen 100 ml
Erlenmeyerkolben bei 250 Upm und 42°C. Feste Medien wurden im Brutschrank bei
42°C inkubiert. Die Zelldichte wurde in den Kivetten mit dem Photometer
Specord® S 600 und in den Mikrotiterplatten (MTPs) mit dem MTP-Photometer bei einer

Wellenldange von 600 nm bestimmt.

3.3 DAUERKULTUREN HALOFERAX VOLCANII

Fiir die langfristige Lagerung von H. volcanii wurde 25 ml stationadre Kultur in ein steriles

Szintillationsgefal iberfiihrt und bei Raumtemperatur gelagert.

Eine weitere Methode zur dauerhaften Einlagerung von Kulturen war das Anlegen von
Glycerin-Dauerkulturen, die anschlieRend bei -80°C gelagert. Hierzu wurden 30 ml spat-
exponentieller Kulturen fiir 15 min bei 4000 Upm zentrifugiert und der Uberstand
verworfen. Vor Gebrauch muss das Freezing-Medium durch invertieren gemischt
werden (Zusammensetzung s. Tabelle 9). Das Zellsediment wurde vorsichtig in 750 pl
Freezing-Medium resuspendiert und in sterile Kryorohrchen Gberfiihrt. Mit weiteren
750 pl  Freezing-Medium wurde das SedimentationsgefdlR ausgespilt, in das
Kryoréhrchen Gberfihrt und durch langsames auf- und abpipettieren resuspendiert. Die
Kryoréhrchen wurden zundchst fiir mindestens 5 min auf Eis oder im Kihlschrank
inkubiert, anschlieBend Uber Nacht bei -20°C gelagert. Danach wurden die
Dauerkulturen bei -80°C gelagert.

Tabelle 9: Zusammensetzung des Freezing-Mediums fiir das Anlegen von Glycerin-Kulturen zur

dauerhaften Einlagerung von H. volcanii-Zellen. Angegeben sind Komponente, Endkonzentration und
verwendete Menge.

Lésung Komponente Endkonzentration Menge
Freezing-Medium entsprechendes Selektivmedium 45,5% (v/v) 11,2 ml
87% Glycerin (autoklaviert) 54,5% (v/v) 18,8 ml

3.4 MEDIEN FUR ESCHERICHIA COLI

Zur Zellanzucht von E. coli wurde SOB*-Medium (s. Tabelle 10) nach Hanahan (1983)
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verwendet. Fiur die Herstellung fester Medien wurde vor dem Autoklavieren 12 g Agar
auf 11 SOB*-Medium (1,2%) gegeben. Zur Selektion positiver Klone wurde 1 ml
Ampicillin (Stamml6ésung: 100 mg/ml) zu einer Endkonzentration von 100 ug/ml auf 1 |
Medium gegeben (SOB*-Amp-Medium).

Tabelle 10: Die Zusammensetzung des SOB+-Mediums zur Zellanzucht von E. coli. Angegeben sind Menge
und Endkonzentration der einzelnen Komponenten.

Komponente Endkonzentration Menge
Trypton 2% (w/v) 20g
Hefeextrakt 0,5% (w/v) 5g
Nacl 10 mM 0,6g
KCI 2,5mM 0,187 g
1 M MgCl2/MgS0a4 10 mM 10 ml

ad 11 H20 bidest.

3.5 ZELLZUCHT VON ESCHERICHIA cOLI

Die Kultivierung von E. coli erfolgte in SOB*-Medium (wenn notig mit 100 pg/ml
Ampicillin versetzt) bei 37°C und 250 Upm. Die Inkubation von festem Medium erfolgte

Uber Nacht bei 37°C. Anschliellend erfolgte die Lagerung bei 4°C.

3.6 DAUERKULTUREN ESCHERICHIA COLI

Zur langfristigen Aufbewahrung von E. coli-Kulturen wurde 1 ml frische Kultur zu einer

67%-igen Glycerinldsung hinzugegeben, gemischt und bei -80°C gelagert.

3.7 AUSWERTUNG DER PHANOTYPISCHEN CHARAKTERISIERUNG VON SRNA-DELETIONSMUTANTEN

Die Durchfihrung und Bedingungen der phanotypischen Charakterisierung wurden in
Jaschinski et al. (2014) beschrieben. Die Wachstumsversuche wurden unter zehn
verschiedenen Bedingungen in der Mikrotiterplatte durchgefiihrt: fiinf verschiedene
Kohlenstoffquellen (Glucose [Standardbedingung], CAS, Xylose, Acetat und Isoleucin),
verschiedene Osmolaritaten (1,2 M; 2,1 M [Standardbedingung] und 4 M NaCl) und vier
verschiedene Stressbedingungen (oxidativer Stress, Alkohol-, Kalte- und Salzstress). In
dieser Doktorarbeit erfolgte die Auswertung der phanotypischen Charakterisierung von
27 sRNA-Deletionsmutanten im Vergleich zum Elternstamm. Zudem wurde das
Schwarmverhalten von 17 sRNA-Deletionsmutanten untersucht. Anhand der

Mittelwerte dreier biologischer Replikate wurden die Wachstumskurven erstellt.
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Wachstumsausbeute, Verdopplungszeit und Dauer der Latenzphase wurden zusammen

mit der entsprechenden Standardabweichung berechnet.

3.8 MIKROSKOPISCHE ANALYSE

Die Zellmorphologie der H. volcanii-Stamme wurde mit dem Lichtmikroskop (Carl Zeiss,
Jena) beobachtet und mit dem Programm AxioVision 4.8.2 (Carl Zeiss, Jena)

dokumentiert.

3.9 PHOSPHATENTZUG

Fiir den Phosphatentzug wurde von 150 ml Vorkulturen des Stammes H26 und der
Deletionsmutante H26A132 in synthetischem Medium mit 1 mM Phosphat und der
Kohlenstoffquelle Glucose kultiviert. In der exponentiellen Wachstumsphase wurden
zunachst 2 ml der Vorkultur zur Isolation von RNA-Proben abgenommen (0 min vor
Phosphatentzug). Danach wurden von jeder Vorkultur jeweils viermal 30 ml bei
13.000 Upm in sterilen Zentrifugenbechern fir 5 min zentrifugiert. AnschlieRend
wurden jeweils drei der Zellsedimente in 10 ml synthetischem Medium mit O M
Phosphat und jeweils eines der Zellsedimente in 10 ml synthetischem Medium mit 1 mM
Phosphat aufgenommen und mittels Rihrfischen resuspendiert. Dieser Waschschritt
wurde ein weiteres mal wiederholt und die Zellsedimente anschlieBend in 30 ml des
entsprechenden Mediums aufgenommen. Zum direkten Vergleich des Einflusses des
Waschvorgangs auf das Transkriptlevel des Operons HVO _A0477-80 und der sRNA13;
wurden direkt nach dem Waschen erneut RNA-Proben entnommen (0 min nach
Phosphatentzug). Der Phosphatentzug wurde in Dreifachbestimmung durchgefiihrt und
jeweils eine Kontrollkultur mitgefiihrt. Die Versuchskulturen wurden anschliefend bei
42°C und 250 Upm inkubiert. Fiir die Ermittlung der Transkriptlevel wurden nach 5, 15,
30, 45, 60, 75, 90, 120, 180, 240 min und nach 23 h Inkubation Proben entnommen.

3.10 KONKURRIERENDES WACHSTUM VON HALOFERAX VOLCANII

Fiir das konkurrierende Wachstum wurden Wildtyp und Deletionsmutante miteinander
gemischt und Wachstumsnach- bzw. vorteile der Deletionsstimme in direkter
Konkurrenz beobachtet. Hierfliir wurde die Deletionsmutante H26AHVO 2528 als

Vergleichsstamm eingesetzt. Bei diesem Stamm wurde das Gen HVO_2528, welches fir
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die Phytoen-Dehydrogenase kodiert, deletiert. Dieses Enzym ist Bestandteil der
Carotinoid-Biosynthese und katalysiert die Dehydrogenierung von Phytoen zu Zeta-
Carrotin. Ohne die Phytoen-Dehydrogenase kann die Carotinoid-Biosynthese nicht mehr
erfolgen. Der Deletionsstamm besitzt deshalb nicht mehr die charakteristische rote
Farbung in der stationdren Wachstumsphase. Dieser sogenannte weille Wildtyp kann
auf Agar-Platten aufgrund weiBer Kolonien von dem roten Deletionsstamm

unterschieden werden.

Fiir das konkurrierende Wachstum wurden die Deletionsmutanten H26AHVO_A0477-80
und H26AHVO 2375-78 jeweils mit dem weilen Wildtyp verglichen. Hierzu wurden je
1 x 102 Zellen exponentieller Vorkulturen (3-5 x 102 Zellen/ml) des weiRen Wildtyps und
einer roten Deletionsmutante abgenommen, vereint und fiir 5 min bei 13.000 Upm
zentrifugiert. Das Zellsediment wurde in 5 ml synthetischem Medium mit 0 M Phosphat
und der Kohlenstoffquelle Glucose aufgenommen, mittels Rihrfischen resuspendiert
und wiederholt zentrifugiert. Anschlieffend wurden die Zellen in 30 ml synthetischen
Medium mit O0M Phosphat aufgenommen (TO), erneut durch kurzes Rihren
resuspendiert und bei 42°C und 250 Upm inkubiert. Die Versuche wurden in
Dreifachbestimmung durchgefiihrt. Nach 2-3 Verdopplungen (T1) wurden 1-2 x 108
Zellen abzentrifugiert, in synthetischem Medium mit 10 uM Phosphat aufgenommen
und erneut inkubiert. Nach erneuten 2-3 Verdopplungen (T2) wurde der Vorgang
wiederholt und die Zellen in synthetischem Medium mit 20 uM Phosphat
aufgenommen. Nach diesem Schema wurde die Phosphatkonzentration Schrittweise
auf 50 UM Phosphat (T6) erhoht. Abweichend hierzu wurde fiir das konkurrierende
Wachstum mit der Deletion des ABC-Transport-Systems HVO _2375-78 keine
schrittweise Erhohung der Phosphatkonzentration vorgenommen, sondern nach 2-3
Verdopplungen jeweils Phosphat in einer Endkonzentration von 10 uM hinzugegeben.

Die Zugabe von 10 uM Phosphat erfolgte insgesamt siebenmal (T8).

Nach Adaptation der Zellen an die jeweilige Phosphatkonzentration (Zeitpunkte TO bis
T6) wurden jeweils 50 pl (abweichend zum Zeitpunkt T1 bei AHVO_0477-80 100 ul) der
Verdiinnungen 10%, 10> und 10°® auf Platten mit Komplexmedium ausplattiert und
mehrere Tage bei 42°C inkubiert. Anschlielend wurde die Anzahl der weilen und roten

Kolonien bestimmt.
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4. MOLEKULARBIOLOGISCHE METHODEN

4.1 ISOLIERUNG GENOMISCHER DNA AUS HALOFERAX VOLCANII

Die Losungen zur lsolierung chromosomaler DNA aus H. volcanii sind in Tabelle 11
angegeben. Zunachst wurden 10 ml einer exponentiellen Kultur fir 15 min bei 3220 g
und 20°C zentrifugiert und der Uberstand verworfen. Das Zellsediment wurde in 300 pl
Basalsalz aufgenommen und mit 2,5 ml Lyse-Puffer bis zum vollstandigen Zellaufschluss
gemischt. AnschlieRend wurde die Wasserphase mit 5 ml EtOH lberschichtet und an der
Phasengrenze ausfallende genomische DNA auf eine Glaskapillare gewickelt. Dann
wurden beide Phasen gemischt und 5 min in dem Gefal} belassen, wodurch die DNA
partiell dehydrierte und somit fester an die Kapillare gebunden wurde. Im Anschluss
wurde die DNA zweimal in EtOH und danach zweimal in Ether gewaschen. Die DNA
wurde fir einige Minuten an der Luft getrocknet und in TE-Puffer gelost. Um die DNA
vollstandig zu I6sen, wurde diese flir etwa 10 min auf 60°C erhitzt und anschlieRend tber
Nacht bei 4°C inkubiert. Die DNA-Konzentration wurde mit dem Nanodrop

Spekrophotometer bestimmt.

Tabelle 11: Puffer zur Isolation chromosomaler DNA. Aufgelistet sind die Puffer-Zusammensetzung, die
Endkonzentration und die Menge der einzelnen Komponenten.

Puffer Komponente Endkonzentration Menge
Lyse-Puffer 1 M NacCl 100 mM 5 ml

1 M Tris/HCl pH 8,0 10 mM 0,5 ml

0,5M EDTA 1mM 0,1ml

20% SDS 0,05% 0,125 ml

ad 50 ml H20 bidest.

TE-Puffer 1 M Tris/HCI pH 8,0 10 mM 0,5 ml

0,5 M EDTA 1mM 0,1ml

ad 50 ml H20 bidest.

4.2 ISOLIERUNG VON PLASMID-DNA AUS ESCHERICHIA COLI

Zur Isolation geringer Mengen Plasmid-DNA wurden die Lésungen aus Tabelle 12
verwendet. Zunachst wurde 1 ml einer exponentiellen Vorkultur von E. coli fiir 30 s bei
13.000 Upm zentrifugiert, der Uberstand verworfen und das Zellsediment in 150 pl
Puffer 1 resuspendiert. Anschliefend wurde 150 ul Puffer 2 hinzugegeben und zehnmal

vorsichtig invertiert. Danach erfolgte die Zugabe von 150 ul Puffer 3 und vorsichtiges
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Mischen durch erneutes zehnmaliges Invertieren. Dann wurde fir 10 min bei
13.000 Upm zentrifugiert und der Uberstand in ein neues Eppendorf-GefiR iberfiihrt.
Zum Uberstand wurde 1 ml 96%-iges Ethanol hinzugegeben und gemischt. Danach
wurde fiir 15 min bei 13.000 Upm zentrifugiert und der Uberstand verworfen. Nach der
vorsichtigen Zugabe von 500 pl 70%-igem Ethanol zum Sediment, ohne dieses zu |6sen,
erfolgte eine weitere Zentrifugation fiir 5 min bei 13.000 Upm. Der Uberstand wurde
verworfen und das Sediment getrocknet. Abschliefend wurde das Sediment in 50 ul TE-

Puffer resuspendiert.

Zur lsolation groBerer Mengen Plasmid-DNA aus E. coli wurde das Midiprep-Kit von
Sigma verwendet. Es wurdem 50 ml einer Gber Nacht inkubierten Kultur verwendet und

nach Angaben des Herstellers isoliert.

Tabelle 12: Puffer und Lésungen zur Isolation von Plasmid-DNA. Angegeben sind die Komponente, ihre
Endkonzentration und die eingesetzte Menge.

Lésung Komponente Endkonzentration Menge
Puffer 1 1 M Tris/HCl; pH 8 50 mM 5ml

EDTA 10 mM 0,29¢g

Rnase A (10 mg/ml) 100 pg/ml 1ml

ad 100 ml Hz20 bidest. Lagerung bei 4°C
Puffer 2 1 M NaOH 0,2M 20 ml

20 % SDS 1% (w/v) 5 ml

ad 100 ml H20 bidest. Lagerung bei RT
Puffer 3 Kaliumacetat 3,2M 31,4¢g

ad 100 ml H20 bidest. pH 5,5 mit Essigsdure eisgekiihlt
Ethanol Ethanol (96%) 70% 73 ml

ad 100 ml H20 bidest.
Ethanol Ethanol (96%) 96% 100 ml
TE-Puffer s. 11.4.1

4.3 DENATURIERENDE GELELEKTROPHORESE ZUR AUFTRENNUNG VON DNA

Die Auftrennung von Nukleinsduren erfolgte mittels Gelelektrophorese in einer
Agarose-Gelmatrix. Zur Herstellung der Agarosegele wurde zunachst Agarose zu einem
definierten Prozentsatz (0,7-1,8%) in 1-fach Tris-Borat-EDTA(TBE)-Puffer (Verdiinnung
des 10-fach TBE-Puffers mit H.O bidest.) durch Erhitzen gel6st. Die Agarose-Losung

wurde nach Abkiihlen auf 60°C in einen Gelschlitten mit aufgesetztem Kamm gegeben.
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In Tabelle 13 sind die benétigten Puffer und Lésungen aufgelistet.

Tabelle 13: Puffer zur Herstellung der Agarosegele und fir die Gelelektrophorese. Die Zusammensetzung
der Puffer, die Endkonzentration und die Menge der einzelnen Komponenten ist aufgelistet.

Lésung Komponente Endkonzentration Menge

10-fach TBE-Puffer Tris 0,89 M 107,81 ¢
Borsaure 0,89 M 55,03 g
Na:EDTA 0,02 M 7,45¢g

ad 11 H20 bidest.

DNA-Probenpuffer (6-fach) 1 M Tris/HCl pH 8,0 10 mM 1ml
Harnstoff 42% (w/v) 42g
EDTA 0,8% (w/v) 813 mg
80% Glycerin (v/v) 32% (v/v) 40 ml
Bromphenolblau 0,1% (w/v) 100 mg

ad 100 ml H20 bidest.

Die mit 1-fach konzentriertem DNA-Probenpuffer beschwerten Nukleinsduren wurden
in die Taschen des Agarosegels gegeben. Durch Anlegen einer Spannung von 60-100 V
(je nach GroRe des Gels und der Anzahl der Gele in einer Gelkammer) bewegten sich die
negativ geladenen Nukleinsduremolekiile zum Pluspol der Spannungsquelle. Die GroRe
der Nukleinsduremolekiile bestimmte hierbei die Geschwindigkeit beim Durchqueren
der Gelmatrix. Zusatzlich zu den Proben wurde der geeignete GroRenstandard zur

Identifikation der GrofSe der Nukleinsauren aufgetragen.

Die Farbung der Gele erfolgte in einer Ethidiumbromidldsung in der Ethidiumbromid zu
einer Endkonzentration von 1 mg/l in H,0 bidest. gelost wurde. Ethidiumbromid ist ein
in die DNA interkalierender Farbstoff, der durch Bestrahlung mit UV-Licht fluoresziert.
Die Geldokumentation der Agarosegele erfolgte mit dem High Resolution System E.A.S.Y

440K der Firma Herolab, Wiesloch.

4.4 POLYMERASE-KETTENREAKTION

Die Polymerase-Kettenreaktion (PCR) wurde zur Amplifikation von DNA-Fragmenten
eingesetzt. Das grundlegende Prinzip dieser molekularbiologischen Methode besteht
aus der Denaturierung der doppelstrangigen DNA, dem Anlagern der Oligonukleotide an
die einzelstrangige DNA (Annealing) und der anschlieBenden Synthese des

Komplementarstranges durch die DNA-Polymerase in 3‘-Richtung (Elongation). Durch
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Wiederholung dieser drei Schritte wird der, durch die Oligonukleotide begrenzte, DNA-
Abschnitt amplifiziert. Die verwendete Annealing-Temperatur lag 5-10°C unterhalb der
Schmelztemperatur der Oligonukleotide. Nach Beendigung der Zyklen wurde eine
terminale Elongation, bei der samtliche freien 3’-Enden verlangert werden sollten,

angeschlossen.

Aufgrund der hohen Temperaturen muss flir die PCR-Reaktion eine thermostabile
Polymerase verwendet werden. Im Zuge dieser Arbeit wurden drei Polymerasen
verwendet. Zunachst die Tag-Polymerase, welche urspriinglich aus Thermus aquaticus
stammt und eine DNA-Syntheserate von 1000 bp pro min erreicht. Die Tag-Polymerase
besitzt zwar eine 5°-3‘-, jedoch keine 3‘-5‘-Exonukleaseaktivitdit und somit keine
Korrekturlesefunktion. Desweiteren wurde die Pfu-Polymerase, die urspriinglich aus
P. furiosus stammt, verwendet. Diese Polymerase besitzt eine Syntheserate von etwa
500 bp pro min. Da die Pfu-Polymerase sowohl eine 5°-3‘- als auch eine 3‘-5'-
Exonukleaseaktivitat besitzt, ist sie genauer als die Tag-Polymerase und wurde
bevorzugt fir Klonierungen verwendet. Die dritte verwendete Polymerase ist die hoch
prazise, artifizielle Phusion-Polymerase. Sie besitzt ebenfalls sowohl eine 5’-3‘- als auch
eine 3‘-5‘-Exonukleaseaktivitat und eine Syntheserate von 1000 bp innerhalb von 15-
30 s. Die Phusion-Polymerase eignet sich besonders fiir die Amplifikation langer DNA-
Fragmente. Alle drei Polymerasen benétigen Magnesiumchlorid und das freie 3’-OH-
Ende der Nukleotide fir die Initiation der Polymerisation. In Tabelle 14 sind eingesetzte
Mengen der verschiedenen DNA-Matrizen und die zur Amplifikation verwendete

Zyklenzahl aufgefiihrt.

Tabelle 14: Mengen der verschiedenen DNA-Matrizen und zur Amplifikation bendotigte Zyklenzahlen.

Art der Matrize Menge Zyklenzahl
Plasmid-DNA 50 ng 25-30
genomische DNA 200 ng 25-30
PCR-Produkt 200 ng 10-15

Zur Amplifikation von DNA-Fragmenten wurden die in Tabelle 15 angegebenen Puffer

und Losungen verwendet.
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Tabelle 15: Puffer und Losungen zur Amplifikation von DNA-Fragmenten. Angegeben sind die
Zusammensetzungen und die verwendete Menge und die Endkonzentration der einzelnen Komponenten.

Losung Komponente Endkonzentration Menge

10-fach PCR-Puffer fiir Tag-Polymerase  KCl 500 mM 3,75¢g
Tris/HCl; pH 9,0 100 mM 12¢g
Triton X-100 1% (w/v) 1g
ad 100 ml Hz0 bidest. pH 9,0 mit HCI

10-fach PCR-Puffer fiir Pfu-Polymerase Qiagen 1-fach

dNTP66-Mix (66% GC-Gehalt) dATP (100 mM) 1 mM 10 ul
dTTP (100 mM) 1 mM 10 ul
dCTP (100 mM) 1,5mM 15 pl
dGTP (100 mM) 1,5mM 15l

ad 1 ml H20 bidest.

Der Standard-PCR-Ansatz und das Standard-PCR-Programm zur Amplifikation der

verschiedenen PCR-Fragmente sind in Tabelle 16 und 17 aufgelistet.

Tabelle 16: Standard PCR-Ansatz zur Amplifikation von DNA-Fragmenten. Aufgelistet sind Menge und
Endkonzentration der einzelnen Komponenten.

Komponente Endkonz. Menge
DNA-Matrize X nNng X ul
10x Polymerase-Puffer 10% (v/v) 10l
DNA Polymerase 1% (v/v) 1l
dNTP66-Mix 16% (v/v) 16 ul
MgCl2 (25 mM) 1,6 mM 6,4 ul
Zusatze s. U. a
Oligonukleotid 1 (20 pmol/ul) 1 pmol 5ul
Oligonukleotid 2 (20 pmol/ul) 1 pmol 5 ul

ad 100 pl H20 bidest.

56,6 pl - (x+y) pl

Tabelle 17: Standard PCR-Programm zur Amplifikation von DNA-Fragmenten. Angegeben sind
Temperatur, Dauer und die Zyklenzahl der Amplifikations-Schritte.

Schritt Temperatur Dauer Zyklenzahl
initiale Denaturierung 96°C 5 min 1
Denaturierung 96°C 30s. s. Tabelle 14
Annealing x°C 30s. s. Tabelle 14
Elongation 72°C 90s. s. Tabelle 14
additionale Elongation 72°C 5 min 1

Lagerung 4°C oo 1

Zur Amplifikation der PCR-Produkte wurde entweder die Tag-Polymerase oder die Pfu-

Polymerase mit den entsprechenden Puffern verwendet. Zur Optimierung der PCR-
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Reaktionen wurde 1 M Betain (25 pl 4 M Betainlésung auf 100 ul PCR-Ansatz) oder 5%
DMSO eingesetzt.

4.4.1 Fusions-PCR

Fiir die Fusion wurden die zuvor amplifizierten Fragmente zunachst gereinigt und je
200 ng als DNA-Matrize verwendet. Im ersten Schritt wurde eine Standard-PCR ohne
Zugabe der Oligonukleotide fur funf Zyklen durchgefihrt. Hierbei wurde die
Annealing-Temperatur auf 60 s verlangert und die Elongationszeit auf 105 s erhoht.
AnschlieBend wurden die entsprechenden Oligonukleotide hinzugegeben und eine
zweite PCR fir weitere 15 Zyklen durchgefiihrt, wobei im Vergleich zur Standard-PCR

die Elongationszeit auf 2 min erhéht wurde.

Im ersten Reaktionsteil, ohne Zugabe der Oligonukleotide, lagern sich die
komplementidren Uberhdnge der beiden Fragmente an. Da die DNA-Polymerase fiir
die DNA-Synthese ein freies 3’-OH-Ende bendtigt, kann ausschlieBlich die
Uberlagerung der Uberhdnge des 5‘-3‘-Stranges von F1 und des 3‘-5‘-Stranges von F2
zur Synthese des Fusionsprodukts fiihren. Im zweiten Schritt flihrt die Zugabe der

Oligonukleotide zur Amplifikation des Fusionsprodukts.

4.4.2 Kolonie-PCR

Die Kolonie-PCR mit ganzen Zellen als DNA-Matrize dient zur schnellen Analyse
einzelner Klone. Durch Verwendung einer MTP und Mehrkanalpipette konnten
hierbei die Klone vieler sRNA-Deletionen parallel und mit geringem Mehraufwand

getestet werden. Als Polymerase diente die Tag-Polymerase.

Bei E. coli Klonen betrug die Annealing-Temperatur 50°C und es wurde ein Klon zu
20 ul des PCR-Ansatzes gegeben. Bei H. volcanii Klonen wurden diese zur Erhéhung
der Effizienz der PCR zunachst in 30 pl H2O lysiert und 1 pl davon zu 20 pl PCR-Ansatz
gegeben. Die Annealing-Temperatur betrug hierbei 67°C. Bei Verwendung von
Plasmid-DNA als DNA-Matrize wurde 1 pl des Deletionsplasmids auf 20 ul PCR-Ansatz

gegeben.
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4.4.3 Herstellung von Digoxigenin-markierten Sonden mittels PCR

Die Herstellung der DNA-Gensonden erfolgte analog zur Standard PCR-Reaktion.
Abweichend hierzu wurde das Reaktionsvolumen auf 50 pl halbiert, es wurden je 1 pl
der entsprechenden Plasmid-DNA als DNA-Matrize und je 2 pl jedes Oligonukleotids
(20 pmol/ul) eingesetzt. Die Elongationszeit wurde aufgrund des langsameren
Einbaus von Digoxigenin-markiertem Desoxyuridin (DIG-dUTP) (1 pl einer 1 mM
Stammldsung) auf 2 min erhoht. Statt des dNTP66-Mix wurde 1 pl eines dNTP-Mix
mit einer verringerten Konzentration an dTTP (dNTP-Mix low dTTP) und einer
erhohten Konzentration von 4 mM MgCl; eingesetzt. Bei der Erzeugung der Sonden
wurde als Kontrolle jeweils ein Ansatz ohne Zugabe von DIG-dUTP mitgefiihrt. Zudem

wurde die Zyklenzahl auf 30 erh6ht.

4.5 SEQUENZIERUNGEN NACH SANGER

Im Sequenzieransatz wurde 5pul Oligonukleotid (5pmol/pl) mit 5ul der zu
sequenzierenden Probe in einem 1,5ml Eppendorfgefal gemischt. Fir die
Sequenzierung von PCR-Produkten wurden die Ausgangslésungen auf eine
Konzentration von 20 bis 80 ng/ul und fiir Plasmid-DNA auf eine Konzentration von 80
bis 100 ng/ul eingestellt. Die Schmelztemperatur des Oligonukleotids lag zwischen 52
und 58°C und die Lange zwischen 17 und 19 bp. Das 3‘-Ende des Oligonukleotids bestand
aus mindestens einem und maximal drei Desoxyguanosin oder Desoxycytidin. Abfolgen

von mehr als vier gleichen Basen wurden vermieden.

Die Sequenzierungen wurden von der Firma GATC Biotech AG (K6In) durchgefiihrt und
erfolgten mit dem ABI 3730xlI DNA-Analyzer-System (Gerat mit 96 Kapillaren) basierend
auf der Kettenabbruch-Methode nach Sanger et al. (1992).

4.6 DNA-MIKROARRAY VON HALOFERAX VOLCANII

Fiir den DNA-Mikroarray wurden mit Poly-L-Lysin beschichtete Glastrager von der Firma
PolyAn (Berlin) bezogen und bei einer Luftfeuchte von 45% gedruckt. Der DNA-
Mikroarray bestand hauptsachlich aus liber das Genom verteilten Spots, welche aus
DNA-Molekiilen mit einer GroRe von etwa 1,5 kbp zusammengesetzt waren. Da die

mittlere GengroRe von H. volcanii etwa 1 kbp betragt, sind durchschnittlich 1,5 Gene auf
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einem Spot vertreten. Bei kleineren Genen kdnnen jedoch auch mehrere Gene auf
einem Spot gedruckt worden sein. Einige Gene waren auf mehreren Spots vertreten,
andere Gene waren nur teilweise bzw. ein Teil der Gene gar nicht auf den Mikroarray
gedruckt. Zusatzlich wurde eine Reihe von ausgewahlten Genen (z.B. sRNAs) als
Oligonukleotide auf den Mikroarray gedruckt. Die gedruckten Glastrager wurden dunkel

im Exsikkator gelagert.

4.6.1 Vorbehandlung der Glastrager

Die Glastrager wurden in eine Feuchtigkeitskammer gelegt und fir 10-15 min
inkubiert bis ein Glitzern der Spots zu erkennen war. Anschlieend wurden die
Glastrager mit der unbedruckten Seite auf einen auf 80°C vorgeheizten Heizblock mit
umgedrehten Einsatzen gelegt und fiir 2-3 min getrocknet. Nachdem alle Spots
trocken waren, wurden die Glastrager im UV-Stratalinker® 1800 bei 150 m)

quervernetzt.

4.6.2 Blocken der Glastrager

Die Vorbehandelten Glastrager wurden anschlieBend geblockt. Hierzu wurden alle
Arbeiten aufgrund der Toxizitdt von Dichlorethan unter dem Abzug durchgefiihrt.
Wahrend des gesamten Vorgangs durften die Glastrager nicht antrocknen. Die
verwendeten Losungen sind in Tabelle 18 angegeben.

Tabelle 18: Lésungen zum Blocken der Glastrdager fiir den DNA-Mikroarray. Angegeben sind die

einzelnen Komponenten, ihre Endkonzentration und ihre entsprechende Menge. Die Angaben reichen
zum Blocken von 20 Glastragern.

Losung Komponente Endkonzentration Menge

Acetanhydrid-Dichlorethan Acetanhydrid 4% 8 ml
ad 200 ml Dichlorethan immer frisch ansetzen!

Tris-Saline-Puffer NaCl 600 mM 175¢g
1 M Tris/HCl, pH7,5 100 mM 50 ml

ad 500 ml H20 bidest.

Zunachst wurden die Glastrager vorsichtig in 200 ml Acetanhydrid-Dichlorethan-
Losung eingetaucht und (ber Nacht bei Raumtemperatur in einem
lichtundurchlassigen GefaR leicht geschiittelt (max. 30 Upm). Danach wurden die

Glastrager vorsichtig in Tris-Saline-Puffer gewaschen und in ein neues Gefall mit
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frischem Tris-Saline-Puffer Gberfihrt und fiir zwei Stunden bei Raumtemperatur
inkubiert. AnschlieBend wurden die Glastrager dreimal fir 30 s in frischem H.O
bidest. gewaschen und zum Trocknen fiir mindestens 10 min bei maximal 500 Upm

zentrifugiert. Die Lagerung der Glastrager erfolgte dunkel im Exsikkator.

4.6.3 cDNA-Synthese und Vorbereitung der Proben fir den Mikroarray

Mittels DNA-Mikroarray wurden zwei RNA-Proben miteinander verglichen. Hierzu
musste zunachst stabilere cDNA synthetisiert werden. Zusatzlich zum Low-T-dNTP-
Mix, der eine geringere Menge an Desoxythymidintriphosphat (dTTP) enthielt,
wurden beiden Vergleichsproben unterschiedlich fluoreszierende
Desoxyuridintriphosphate (dUTPs) zur Verfligung gestellt. Fir die cDNA-Synthese der
ersten RNA-Probe wurden die fluoreszierenden Nukleotide Amersham™ Cy5-dUTP,
die eine Emission bei 635 nm besitzen, verwendet. Die synthetisierte cDNA
fluoreszierte rot. Die cDNA-Synthese der zweiten RNA-Probe wurde unter Zugabe von
Amersham™ Cy3-dUTP durchgefiihrt. Die synthetisierte cDNA emittierte griines Licht
bei 532 nm. Fiir jeden Mikroarray wurde jeweils eine RNA-Probe mit Amersham™
Cy5-dUTP und die andere mit Amersham™ Cy3-dUTP versetzt. Der Ansatz fir die
cDNA-Synthese einer RNA-Probe ist in Tabelle 19 gezeigt. Um die fluoreszierenden
Nukleotide vor dem Zerfall zu schiitzen, wurden die ReaktionsgefdaRe wahrend der
Inkubationszeiten lichtgeschiitzt behandelt. Fiir die cDNA-Synthese wurde zunachst
der Reaktionsansatz ohne die Zugabe des Enzyms fiir 5 min bei 65°C denaturiert und
anschlielfend zwei min auf Eis inkubiert. Danach erfolgte die cDNA-Synthese durch
Zugabe von 2 pl M-MLV-Reverse Transkriptase und einer Inkubation bei 42°C fiir zwei
Stunden. Nach der ersten Stunde wurde nochmals 1 pl Reverse Transkriptase
hinzugeflgt.

Tabelle 19: Ansatz fiir die cDNA-Synthese von RNA-Proben fiir den DNA-Mikroarray. Angegeben sind
die einzelnen Komponenten, ihre Endkonzentration und Menge.

Losung Komponente Endkonzentration Menge
Low-T-dNTP-Mix dATP 5mM 4 ul
dCTP 5mM
dGTP 5mM
dTTP 2mM
Amersham™ Cy3-dUTP (1 mM)/ 25 uM 1l

Amersham™ Cy5-dUTP (1 mM)

52



Material und Methoden

Lésung Komponente Endkonzentration Menge
Hexamer-Mix (1 mg/ml) 15 uM 0,6 ul
M-MLYV 5-fach Reaktionspuffer 1-fach 8 ul
M-MLV Reverse Transkriptase 10 U/ul 2 ul
(200 U/pl)

ad 40 pl Nuklease-freies Wasser

Nach der cDNA-Synthese erfolgte die Vorbereitung der Proben fiir den DNA-Mikroarray. Die

bendtigten Losungen sind in Tabelle 20 aufgefiihrt.

Tabelle 20: Losungen zur Vorbereitung der Proben fiir den DNA-Mikroarray.

L6ésung Menge
EDTA, pH 7,9 (0,5 M) 5 pl
NaOH (0,1 M) 10 pl
Tris/HCl, pH 7,5 (1 M) 25 ul
Hefe-tRNA (4 mg/ml) 2 ul
Nexterion® Oligo Hyb 122 ul
(Hybridisierungslésung) Lagerung bei 4°C; vor Gebrauch auf Raumtemperatur erwédrmen!

Im Anschluss an die cDNA-Synthese erfolgte die Inaktivierung aller Enzyme (M-MLV-
Reverse Transkriptase, RNase, DNase) durch die Zugabe von 5 ul 0,5 M EDTA (pH 7,9)
und 10 ul 0,1 M NaOH fir 15-60 min bei 65°C. Danach wurde die Losung auf
Raumtemperatur abgekihlt, 25 pul 1 M Tris/HCI (pH 7,5) hinzugegeben und die
Proben vereinigt. Die vereinigten Proben wurden mit dem MinElute™ PCR
Purification Kit der Firma Qiagen nach Herstellerangaben aufgereinigt und mit 16 pl
Nuklease-freiem Wasser eluiert. AnschlieRend erfolgte die Zugabe von 2 pl Hefe-
tRNA und das Aufflillen mit Nexterion Oligo Hyb auf 140 ul. Dieser
Hybridisierungspuffer musste vor Benutzung auf Raumtemperatur gebracht und
Prazipitate gegebenfalls gelost werden. AbschlieBend wurde der Ansatz fiir 5 min bei

95°C inkubiert und bis zur Hybridisierung bei 45°C gehalten.

4.6.4 Hybridisierung des DNA-Mikroarrays

Flr die Hybridisierungsstation (Tecan HS 4800 Pro Hybridisierungsstation) wurden
die in Tabelle 21 aufgelisteten Puffer jeweils frisch vorbereitet. Fir die Losungen
wurde pro Glastrager ein Volumen von 200 ml, bei drei oder vier Glastragern ein

Volumen von 500 ml bendtigt.
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Tabelle 21: Benotigte Losungen fiir die Hybridisierung des DNA-Mikroarrays mittels Tecan HS 4800 Pro
Hybridisierungsstation. Aufgelistet ist der Kanal zum Anschluss an die Hybridisierungsstation, die
benétigte Losung, deren Zusammensetzung, die Endkonzentration der einzelnen Komponenten und
die eingesetzte Menge.

Kanal Losung Komponente Endkonzentration Menge

1 Prihybridisierungslosung  BSA 10 mg/ml 2g
20-fach SSC 3,5-fach 35 mi
20% SDS 0,1% 1ml
ad 200 ml Hz0 bidest

2 H20 bidest. 200 ml

3 Natronlauge 1 M NaOH 100 mM 20 ml
ad 200 ml Hz0 bidest.

4 Waschpuffer 1 20-fach SSC 0,5-fach 6,25 ml
20% SDS 0,01% 125 pl
ad 250 ml Hz0 bidest.

5 Waschpuffer 2 20-fach SSC 0,06-fach 750 pl

ad 250 ml H20 bidest.

Zunachst wurden die Flaschen mit den frisch angesetzten LOsungen an den
entsprechenden Anschlissen befestigt, die Heizung eingeschaltet und die
vorbehandelten Glastrager eingelegt. In nicht benutzte Positionen wurden
sogenannte ,Dummies” eingelegt. AnschlieBend wurde die Stickstoffversorgung und
dann das Programm ,Hv_PolyAn_PolylLysin“ gestartet. Die Programmierung ist in

Tabelle 22 gezeigt.

Tabelle 22: Programm der Tecan Hybridisierungsstation HS 4800 Pro zur Hybridisierung der Glastrager.
Gezeigt sind die einzelnen Schritte, der Vorgang, die Temperatur und die Programm-Beschreibung.

Schritt Vorgang Temp. Programm-Beschreibung
1 Waschen 50°C First: Yes; Channel 1; Run 2; Wash time: 1 min; Soak time: 0
min
2 Prahybridisie- 50°C Agitation Frequency: High; High Viscosity Mode: Yes; time: 1
rung h
3 Waschen 25°C First: No; Channel 2; Run 2; Wash time: 1 min; Soak time: 0
min
4 Waschen 25°C First: No; Channel 3; Run 2; Wash time: 1 min; Soak time: 0
min
5 Prahybridisie- 25°C Agitation Frequency: High; High Viscosity Mode: Yes; time: 30
rung min
6 Waschen 25°C First: No; Channel 2; Run 2; Wash time: 1 min; Soak time: 0
min
7 Injektion der 42°C Agitation: Yes; BCR: No
Proben
8 Hybridisierung  42°C Agitation Frequency: High; High Viscosity Mode: Yes; time: 16
h
9 Waschen 25°C First: No; Channel 4; Run 1; Wash time: 1 min; Soak time: 1
min
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Schritt Vorgang Temp. Programm-Beschreibung

10 Waschen 25°C First: No; Channel 5; Run 1; Wash time: 1 min; Soak time: 1
min

11 Waschen 25°C First: No; Channel 4; Run 1; Wash time: 1 min; Soak time: 1
min

12 Waschen 25°C First: No; Channel 5; Run 1; Wash time: 1 min; Soak time: 1
min

13 Trocknen 25°C 2 min; Final Manifold Cleaning: No; Channel: No

4.6.5 Auswertung des DNA-Mikroarrays

Zur Auswertung des DNA-Mikroarrays wurden die Glastrager nach der Hybridisierung
mit dem Scanner GenePix® 4200A von Molecular Devices eingescannt und mit der
Software GenePix® Pro 7 ausgewertet. Die Scans der Rot- (635 nm) und Grinwerte
(531 nm) wurden unter Hardware-Settings eingestellt. Die Photomultiplier-
Verstarkung (PMT-Gain) wurde zunachst in beiden Kanalen auf 550 und die Leistung
auf 70% gestellt. AnschlieBend wurde ein Vorschau-Scan lber einen kurzen Bereich
gemacht. Danach wurden die Einstellungen PMT-Verstarkung optimiert, um eine
optimale Laserintensitat zu erhalten, sodass auf der einen Seite mdéglichst wenige
weille Spots (zu starkes Signal), auf der anderen Seite deutliche Signale zu erkennen
waren. Hierzu wurde das automatisch erstellte Histogramm beachtet. Um die
Positionen der Spots auf dem Array zu identifizieren und zuzuordnen wurde die zum
Druck gehorende Arraylist geladen. Anschlieend wurde die korrekte Orientierung
der Raster Uberprift und bei Bedarf die einzelnen Spots korrigiert. Danach wurden
die Intensitaten mit GenePix® Pro 7 analysiert und als GPR-Datei abgespeichert. Die
anschlieBende Auswertung der GPR-Dateien erfolgte mit Microsoft® Excel. Hierzu
wurden zunachst die jeweiligen Hintergrundintensitditen von den Rot- bzw.
Grinwerten abgezogen und die Mediane des Signal-Rausch-Verhaltnisses (SNR
Median) bestimmt. In die weitere Auswertung wurden ausschlieRlich SNR Median-
Werte von mindestens drei einbezogen. AnschlieBend wurden die Kontrollspots
herausgefiltert und im Scatter Blot die Rot- gegen die Griinwerte der auswertbaren
Spots aufgetragen. Falls eine Verschiebung der Spots in einer Bananenform entlang
der Mittelachse festgestellt werden konnte, wurden die Werte mit dem Programm
Acuity® von Molecular Devices korrigiert. Aus mehreren Mikroarrays wurde die
mittlere Ratio bestimmt und Spots, deren Transkriptlevel mindestens zweifach

erhoht bzw. verringert waren, als differentiell reguliert definiert.
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4.7 REINIGUNG VON DNA-FRAGMENTEN

Fir die Reinigung von PCR-Produkten wurden verschiedene molekularbiologische Kits
verwendet. Zur Reinigung von PCR-Produkten aus Losungen und Agarosegelen wurde
das ,PCR-Kombi-Kit‘ von Seqlab und das ,Monarch DNA Extraction Kit‘ von New England
Biolabs jeweils nach Anleitung des Herstellers verwendet. Desweiteren wurde zur
Reinigung von DNA aus Agarosegelen das ,Gelelution Kit‘ von Seqlab und das ,Monarch

Gelelution Kit* von New England Biolabs jeweils nach Herstellerangaben verwendet.

4.8 DNA-SPALTUNG MIT RESTRIKTIONSENZYMEN

Firr die analytische und praparative Spaltung von DNA wurden die Restriktionsenzyme
von der Firma Thermo Fisher Scientific (Waltham, USA) bezogen und nach Anleitung des
Herstellers mit den empfohlenen Puffern verwendet. Zur Spaltung von 1 ug DNA wurde
pro Stunde 1 U des Restriktionsenzyms bendétigt. Fir die analytische Spaltung von
Plasmid-DNA wurden 0,5 ug, fir die praparative Restriktion von Plasmid-DNA 5 ug

eingesetzt. Fiir die Southern Blot Analyse wurden 2 ug chromosomaler DNA gespalten.

4.9 LIGATION

Die Ligation von gespaltenem Vektor pMH101 mit dem Fusionsprodukt wurde nach den
Angaben in Tabelle 23 angesetzt und die Menge des Inserts anhand folgender Formel

berechnet:

150 ng Vektor * Lange des Inserts [bp]
Menge des Inserts [ng] = Lange des Vektors [bp] * 3

Wie in der Formel gezeigt ist, wurde fir die Ligation die dreifache molare Menge des
Inserts eingesetzt. Zur Erhohung des Ligationserfolges wurde das entsprechende
Restriktionsenzym mit seinem Puffer und das von der Ts-DNA-Ligase zur Aktivitat
benotigte ATP zum Ansatz hinzugegeben. Vor einer ersten Probenentnahme (Probe vor
der Ligation) wurde der Ansatz mit Eis gekiihlt. Nach einer Inkubation fiir eine Stunde
bei Raumtemperatur wurde erneut eine Probe entnommen (Probe nach der Ligation).
Nach der Entnahme wurden beide Proben direkt fiir 20 min bei 80°C hitzeinaktiviert und

zur Dokumentation des Ligationserfolges auf ein 1%-iges analytisches Gel aufgetragen.
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Tabelle 23: Reaktionsansatz fiir die Ligation von geschnittenem Vektor und Fusionsprodukt (Insert).

Komponente Endkonzentration Vol. [ul]
150 ng gespaltener Vektor 7,5 ng/ul X
Insert X ng X
Restriktionsenzym (1 U/ul) 0,05 U/l 1
10 mM ATP 0,5mM 1
2-fach Puffer 1-fach 2
T4-DNA-Ligase (1 U/pl) 0,05 U/l 1

ad 20 ul H20 bidest.

4.10 VORBEREITUNG VON ESCHERICHIA COLI-ZELLEN FUR DIE TRANSFORMATION

Die E. coli-Zellen wurden nach Inoue et al. (1990) fiir die Transformation vorbereitet.
250 ml einer Gber Nacht gewachsenen Kultur wurden bis zu einer ODgoonm Von 0,6 bei
37°C inkubiert. Die Kultur wurde fir 10 min auf Eis abgekiihlt, in eisgekihlte
Zentrifugenbecher gefillt und fir 10 min und 2.500 x g bei 4°C zentrifugiert. Das
Zellsediment wurde anschlieBend in 80 ml eiskaltem TB-Puffer (s.Tabelle 24)
resuspendiert, fiir 10 min auf Eis inkubiert und fir 10 min bei 2.500 x g zentrifugiert. Das
Zellsediment wurde erneut in 20 ml TB-Puffer resuspendiert, 1,4 ml DMSO
hinzugegeben, vorsichtig gemischt und fir 10 min auf Eis inkubiert. Im Anschluss
wurden 200 ul Alliquots in kalte Eppendorf-Cups gegeben, in fliissigem Stickstoff

eingefroren und bei -80°C dauerhaft gelagert.

Tabelle 24: Zusammensetzung des TB-Puffers zur Vorbereitung von E. coli-Zellen auf die Transformation.

Komponente Endkonzentration Menge
MOPS 10 mM 0,21g
CaClz * H.0 15 mM 0,22g
KCl 250 mM 1,86 ¢
ad 90 ml H20 bidest. pH 6,8 mit KOH
MgCl2 * 2 H20 55 mM 0,89 g
ad 100 ml Hz0 bidest. sterilfiltrieren

4.11 TRANSFORMATION VON ESCHERICHIA cOLI

Die Transformation von E. coli-Zellen wurde nach Dower et al. (1988) durchgefihrt.
Zundachst wurde ein 200 ul-Aliquot vorbereiteter E. coli XI1-blue Zellen langsam auf Eis
aufgetaut. AnschlieBend wurden 5 pl der Plasmid-DNA hinzugeben, vorsichtig gemischt
und 30 min auf Eis inkubiert. Danach wurden die Zellen ohne Bewegung fiir 45 s bei 42°C

im Wasserbad inkubiert und sofort fiir 2 min auf Eis abgekihlt. Der plotzliche
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Temperaturanstieg flihrte zur Ausbildung von Poren in der Zellmembran. Zudem
wurden durch die stark calciumhaltige Umgebung die elektrostatischen
AbstoBungskrafte zwischen der Zellmembran und der DNA ausgeglichen und die
Aufnahme der Fremd-DNA in die Zelle ermdglicht. Zu den Zellen wurden 800 pl SOB*
hinzugeben und diese eine Stunde bei 37°C inkubiert. AnschlieBend wurden 100 pl
dieser Zellsuspension auf SOB*-Amp-Platten ausgestrichen und Uber Nacht bei 37°C

inkubiert.

4.12 TRANSFORMATION VON HALOFERAX VOLCANII

In der exponentiellen Wachstumsphase wurde 2 ml einer H. volcanii-Kultur
abgenommen, fiir 2 min bei 6.800 x g zentrifugiert und der Uberstand verworfen. Das
Zellsediment wurde anschlieRend vorsichtig in 180 pl Spharoplasten Bildungsldsung, im
Verhaltnis 1:10 mit EDTA gemischt, (SBL/EDTA-LGsung) aufgenommen. Zur
mikroskopischen Kontrolle wurden 10 pl abgenommen und auf Spharoplastenbildung
(Ausbildung einer runden Zellform) lberprift. Zu der Suspension wurden 20 pl DNA-
Lésung hinzugegeben und vorsichtig 20 Mal umgedreht. Fir die DNA-L6sung wurden 2-
5 ug der zu transformierenden Plasmid-DNA in 4 M NaCl zu einer Endkonzentration von
0,8 M NaCl gelost. Nach einer Inkubation fir 5 min bei 20°C wurden 210 ul
Polyethylenglycol (PEG)-L6sung in den Deckel der Eppendorfreaktionsgefalie gegeben.
Durch rasches Schwenken wurden die beiden Losungen gemischt und 20 min bei
Raumtemperatur inkubiert. Zur mikroskopischen Kontrolle des Transformationserfolges
wurden erneut 10 pl abgenommen und eine Zusammenlagerung der Spharoplasten
beobachtet. Zu dem Ansatz wurden 1.600 ul Spharoplasten Verdiinnungslésung (SVL)
gegeben und durch Umschwenken griindlich gemischt. Abschliefend wurden 100 pl der
Zellsuspension auf Popln-Medium ausgestrichen. Fiir die Transformation von H. volcanii

wurden die in Tabelle 25 beschriebenen Medien und Losungen bendtigt.

Tabelle 25: Medien und Losungen fir die Transformation von H. volcanii. Aufgelistet sind die
Endkonzentration und Mengen der einzelnen Komponenten.

Lésung Komponente Endkonzentration Menge
SBL NaCl 0,8 M 23,4¢g
KCl 27 mM lg
1 M Tris/HCl; pH 8,2 50 mM 25 ml
Saccharose 15% (w/v) 75¢g

ad 500 ml H20 bidest sterilfiltrieren
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Lésung Komponente Endkonzentration Menge
SVL NaCl 34M 100 g
MgSO4 x 7 H20 175 mM 216¢g
KCl 34 mM 1,25¢g
1 M Tris/HCl; pH 7,2 50 mM 25 ml
CaCl2x 2 H.0 5mM 0,36¢g
Saccharose 15% (w/v) 75g
ad 500 ml H20 bidest.  sterilfiltrieren
EDTA-L6sung EDTA 0,5M 185¢g
ad 100 ml SBL; pH 8,2 sterilfiltrieren
SBL/EDTA-L6sung SBL 90% (v/v) 9 ml
EDTA-LOsung 10% (v/v) 1ml
NaCl-Lésung NaCl 4M 234¢
ad 100 ml H20 bidest.  autoklavieren
PEG-Lésung PEG 600 60% (v/v) 6 ml
SBL/EDTA-LGsung 40% (v/v) 4 ml

4.13 SOUTHERN BLOT-ANALYSE

Die Southern Blot-Analyse (Southern, 1975) wurde zum Nachweis der Popln- und
PopOut-Klone verwendet. Mittels Southern Blot-Analyse wurde die in einem Agarosegel
aufgetrennte DNA durch Kapillarkrdfte auf eine Nylonmembran Ubertragen. Im
Anschluss konnte durch Hybridisierung mit einer markierten Sonde der Nachweis

erfolgen.

Der Southern Blot beruht auf dem Prinzip der Kapillarkrafte. Der 20-fach SSC Puffer wird
durch das Gel und die Membran bis hin zu dem trockenen, dicken Blotting-Papier
gesogen. Hierbei nimmt der Puffer durch die hohe Salzkonzentration die DNA auf. Beim
Durchqueren der positiv geladenen Nylonmembran bindet die negativ geladene DNA an

diese. Die bendtigten Lésungen fir den Southern Blot sind in Tabelle 26 angegeben.

Tabelle 26: Losungen und Puffer fiir die Southern Blot-Analyse. Gezeigt sind die einzelnen Komponenten,
ihre Endkonzentration und ihre Menge.

Losung Komponente Endkonzentration Menge
20-fach SSC-Puffer NaCl 3M 1753 ¢g
tri-Natriumcitrat 300 mM 88,2g
ad 1| H20 bidest pH7,0 autoklavieren
HCI HCI 0,25 M 9,12¢g

ad 11 H20 bidest.
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Lésung Komponente Endkonzentration Menge

NaOH/Nacl NaOH 0,5M 20g
NaCl 1,5M 87,7g
ad 11 H20 bidest.

Tris/HCI/NaCl Tris 0,5M 60,6 g
NaCl 1,5M 87,7g
ad 11 H20 bidest. pH 8,0 mit HCI

Zunachst wurde genomische DNA isoliert (s. 111.4.1) und 2 pg mit dem entsprechenden
Restriktionsenzym bzw. den entsprechenden Restriktionsenzymen gespalten (s. 111.4.8).
AnschlieBend wurden die DNA-Fragmente in einem 1%-igen Agarosegel aufgetrennt,
mit Ethidiumbromid gefarbt und dokumentiert. Das Gel wurde zunachst fir 10 min in
0,25 M HCl und fir 45 min in 0,5 M NaOH/ 1,5 M NaCl gewaschen. AnschlieBend wurde
das Gel durch Inkubation in 0,5 M Tris/HCl pH8/1,5 M NaCl fir 60 min neutralisiert. Vor
dem Blotten wurde das Gel 10 min in 20-fach SSC-Puffer geschwenkt. Fiir den Blot
wurden 20 Blatt 1,4 mm dickes Blotting-Papier (dickes Blotting-Papier) auf einen festen
Untergrund gelegt. AnschlieBRend wurden drei Blatt 0,37 mm dickes Blotting-Papier
(dinnes Blotting-Papier) in 20-fach SSC-Puffer aquilibriert und bilindig auf das dicke
Blotting-Papier gelegt. Die Luftblasen wurden nach Auftragen jeder neuen Schicht durch
Rollen mit einem Reagenzglas entfernt. Die Nylonmembran, die fiir 10 min in H,0 bidest.
vorgequollen war, wurde ebenfalls in 20-fach SSC-Puffer dquilibriert und oben aufgelegt.
AnschlieBend wurde das Agarosegel auf die Nylonmembran gelegt und die Luftblasen
entfernt. Auf das Gel wurden erneut drei Blatt dinnes in 20-fach SSC-Puffer
dquilibriertes Blotting-Papier gelegt. AnschlieRend wurde, um das Austrocknen zu
verhindern, eine in 20-fach SSC-Puffer aquilibrierte Briicke aus diinnem Blottingpapier
aufgelegt und deren Enden in zwei Behilter mit 20-fach SSC-Puffer getaucht.
AbschlieBend wurde eine Acrylplatte und eine Schottflasche als Gewicht auf das

Blottingpapier aufgestellt. Der Aufbau ist in Abbildung 5 dargestellt.

Nach dem Southern Blot wurde die DNA im Stratalinker bei 120 mJ mit der Membran

mittels UV-Licht quervernetzt und somit fest an die Membran gebunden.
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Briicke — Schottflasche

— Acrylplatte
3 x Mal diinnes Blottingpapier
EEEEeeeeee—— — Gel
— Membran
} 3 x diinnes Blottingpapier

20 x dickes Blottingpapier

20xSSC  ——

Abbildung 5: Aufbau des Southern Blots. Gezeigt sind die verschiedenen Schichten aus Blotting-Papier,
die Membran und das Gel. Die in 20-fach SSC-Puffer getauchte Briicke aus diinnem Blotting-Papier dient
zum standigen Puffernachschub und verhindert das Austrocknen des Blottingpapiers. Die Arylplatte und
die Schottflasche dienen zum Beschweren des Blots.

4.14 HYBRIDISIERUNG UND CHEMOLUMINESZENZ NACHWEIS

Fiir den Nachweis der DNA-Fragmente wurde die Membran mit der DNA-Sonde

(11.4.4.3) hybridisiert. Die benotigten Losungen und Puffer sind in Tabelle 27 aufgelistet.

Tabelle 27: Losung fir die Hybridisierung der Membran.

Losung Komponente Endkonzentration Menge
100-fach Denhardt- BSA 2% (w/v) 10g
Losung Ficoll 400 2% (w/v) 10g
Polyvinylpyrrolidon 2% (w/v) 10g
ad 500 ml H20 bidest. sterilfiltrieren Lagerung: -20°C
Hybridisierungspuffer ~ 20-fach SSC-Puffer 5-fach 250 ml
100-fach Denhardt-Lésung 3-fach 30 ml
SDS 0,5% (w/v) 5g
N-Laurylsarcosin 0,2% (w/v) 2 ml
Dextransulfat 5% (w/v) 50g
ad 500 ml H20 bidest. autoklavieren
100 % Formamid 50% (w/v) 500 ml

Die Vorhybridisierung und Hybridisierung der Membran wurde bei 50°C im
Hybridisierungsofen durchgefiihrt. Zur Vorhybridisierung wurde die Membran zunachst
fiir eine Stunde bei 50°C in Hybridisierungspuffer inkubiert. Die Hybridisierung der
Membran erfolgte fir 16 Stunden in 15 ml Hybridisierungspuffer mit 30 ul der zuvor fir

5 min bei 95°C denaturierten DNA-Sonde.
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Fir den nachfolgenden Chemolumineszenz Nachweis wurden die Puffer und Lésungen

bendtigt, die in Tabelle 28 angegeben sind.

Tabelle 28: Puffer und Losungen fir den Chemolumineszenz Nachweis. Aufgelistet sind die einzelnen

Komponenten der Losungen, ihre Endkonzentration und ihre Menge.

Losung Komponente Endkonzentration Menge

2-fach SSC-Puffer 20-fach SSC-Puffer 10% (v/v) 100 ml
SDS 0,1% (w/v) lg
ad 11 H20 bidest.

1-fach SSC-Puffer 20-fach SSC-Puffer 5% (v/v) 50 ml
SDS 0,1% (w/v) lg
ad 1 1 H20 bidest.

Maleinsaurepuffer Maleinsaure 100 mM 116¢g
NaCl 150 mM 8,77¢g
ad 1| H20 bidest. autoklavieren pH7,5

Waschpuffer Tween®20 750 pl
ad 500 ml Maleinsdurepuffer frisch ansetzen!

Blockinglosung Blockingreagenz 1% (w/v) 10g
ad 1 | Maleinsaurepuffer autoklavieren Lagerung bei 4°C

Antikorperlosung Anti-DIG-AP-Konjugat 5%o (V/V) 1yl
ad 20 ml Blockinglosung

Detektionspuffer Tris/HCI 100 mM 12,11 ¢
NaCl 100 mM 584¢g
MgCl2 x 6 H20 50 mM 10,17 g
ad 1 | H20 bidest. pH9,5

CDP-Star L6sung CDP-Star 0,07% (w/v) 10 ul

ad 15 ml Detektionspuffer

wiederverwendbar

Lagerung bei 4°C

Nach der Hybridisierung wurde 2 mal fiir 5 min in 2-fach SSC-Puffer und anschlieBend 2
mal fir 15 min in 1-fach SSC-Puffer bei 50°C gewaschen. Die folgenden Schritte wurden
bei Raumtemperatur im Hybridisierungsofen durchgefiihrt. Nach kurzer Inkubation in
Waschpuffer wurde fiir 30 min in 20 ml Blockinglosung inkubiert. AnschlieRend wurde
die Antikorperlosung fir 30 min auf der Membran belassen. Danach wurde die
Membran 2 mal fir 15 min in 100 ml Waschpuffer gewaschen. AnschlieBend wurde die
Membran fiir 2-5 min in Detektionspuffer und fiir 5 min in CDP-Star Losung inkubiert.
Die noch feuchte Membran wurde in eine Folie gelegt und fiir verschiedene
Zeitabschnitte auf einem Rontgenfilm exponiert. Danach wurde der Film entwickelt,

kurz in Wasser gesplilt und fixiert.
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4.15 RNA-ISOLATION

Fir alle Arbeiten mit RNA wurden, zur Beseitigung von RNasen, der Arbeitsplatz und
bendtigte Glasgefdlle zuvor mit einer 3%-igen H;0,-L6sung gereinigt. Zudem wurden

Handschuhe getragen.

Die RNA-Isolation erfolgte mittels Phenol/Chloroform-Fallung. Die hergestellten
Losungen sind in Tabelle 29 aufgelistet. Zunachst wurden 2 ml einer exponentiellen
H. volcanii-Kultur fir 1 min bei 13.000 Upm zentrifugiert. Der Uberstand wurde
vollstandig entfernt und das Zellsediment in 400 pl Aufschlusslésung resuspendiert.
Unter dem Abzug wurden 50 pl 2 M Natriumacetat, 400 ul TE-gesattigtes Phenol (Roth,
Karlsruhe) und 100 pl Chloroform/Isoamylalkohol hinzugegeben und nach jeder Zugabe
grindlich durchmischt. Anschliefend erfolgte eine 30-miniitige Inkubation bei -20°C.
Danach wurde fiir 15 min bei 13.000 Upm zentrifugiert, moglichst viel des wassrigen
Uberstands (etwa 400 pl) abgenommen und in ein neues ReaktionsgefiR iiberfiihrt. Es
wurde 1 ml 96%-iger Ethanol zur wassrigen Phase gegeben, gut gemischt und fir
mindestens 30 min, falls moglich Gber Nacht, bei -20°C inkubiert. Danach wurde fir
30 min bei 13.000 Upm zentrifugiert und der Uberstand vollstindig entfernt. Nach der
vorsichtigen Zugabe von 500 pl 70%-igem Ethanol wurde fiir 15 min bei 13.000 Upm
zentrifugiert und erneut der Uberstand verworfen. Das Sediment wurde unter dem
Abzug getrocknet und anschliefend in 30-60 pl H2Opepc flir 10 min bei 60°C geldst. Die
RNA-Konzentration wurde mittels Nanodrop Spekrophotometer bestimmt und die

Integritat mit einem denaturierendem RNA-Gel Uberpriift.

Tabelle 29: Zusammensetzungen der Losungen zur Isolation von RNA mittels Phenol/Chloroform-Fallung.
Angegeben sind die einzelnen Komponenten der Lésungen, ihre Endkonzentration und ihre Menge.

Lésung Komponente Endkonzentration Menge
Aufschlusslésung Guanidiniumthiocyanat a4 M 100 g
750 mM Na-Citrat-Lésung 25 mM 7 ml
30% (w/v) N-Lauoylsarcosinat  0,5% 3,5 ml
ad 210 ml H200perc pH7,0
R-Mercaptoethanol 0,1 mM 1ml
(B-Mercaptoethanol wurde erst nach dem Autoklavieren hinzugeben!)
2 M Natriumacetat  Natriumacetat 2M 16,4 ¢
ad 100 ml H20opepc pH 4,0 mit Essigséure
Chloroform/ Chlorophorm 24 Teile 96 ml
Isoamylalkohol Isoamylalkohol 1 Teil 4ml
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Lésung Komponente Endkonzentration Menge
70%-iges EtOH 96% EtOH p.a. 70% 70 ml

Um hoch reine RNA zu erhalten wurde die RNA-Isolation mit dem Nucleospin® miRNA-
Kit nach Angaben des Herstellers Macherey-Nagel GmbH & Co. KG (Diren)
durchgefiihrt.

4.16 DENATURIERENDE GELELEKTROPHORESE ZUR AUFTRENNUNG VON RNA UND NORTHERN BLOT-

ANALYSE

Die Northern Blot-Analyse wurde flir den Nachweis spezifischer Transkripte verwendet.
Zundchst wurde die isolierte RNA in einem 1 bis 1,8%-igen Agarose-Gel aufgetrennt. Fur
die Agarose-Gele wurde RNase-freies H.Opepc verwendet. Die Zusammensetzung der
Gele und die nétigen Puffer sind Tabelle 30 zu entnehmen. Die Zugabe von Formaldehyd
erfolgte erst nach dem Abkiihlen der Agarose-Losung unterhalb von 70°C unter dem

Abzug.

Tabelle 30: Benotigte Losungen und Bestandteile der RNA-Gele fiir die Northern Blot-Analyse.

Lésung Komponente Endkonzentration Menge

10-fach MOPS-Puffer MOPS 500 mM 104,7 g
EDTA 10 mM 37¢g
ad 1 | H20 bidest.; pH 7,0

H200bepPc DEPC 1% (v/v) 1ml
ad 11 Hz0 bidest.

RNA-Agarosegel H200erc 68,6 ml
10-fach MOPS-Puffer 1-fach 8 ml
37% Formaldehyd 1,3% 2,9 ml
ad 80 ml H20peprc

0,25-fach RNA-Probenpuffer 10-fach MOPS-Puffer 1-fach 1ml
100% Formamid 50% 5ml
37% Formaldehyd 6,8% 1,84 ml
87% Glycerin 11,7% 1,34 ml
Bromphenolblau 1,5 mM 0,01g
0,1 mg/ml Ethidiumbromid 1,27 uM 0,05 ml

ad 10 ml H20perc

Um ein einheitliches Volumen auf das RNA-Gel aufzutragen wurden 1-5 pg jeder RNA-
Probe mit H2Opepc versetzt. AnschlieBend wurden die so vorbereiteten Proben mit 0,25-

fach RNA-Probenpuffer versetzt, flir 10 min bei 60°C denaturiert und auf das Gel
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aufgetragen. Als Laufpuffer wurde 1-fach MOPS-Puffer (10-fach MOPS-Puffer 1:10 mit
H2O0pepc verdiinnt) verwendet. AnschlieRend wurde das Gel im Gegensatz zum Southern
Blot nicht gewaschen sondern direkt geblottet. Der Transfer auf die Membran wurde
wie beim Southern Blot durchgefiihrt (s.I1.4.13). Die Hybridisierung und der
Chemolumineszenz Nachweis wurde wie in Absatz 111.4.14 beschrieben durchgefiihrt.
Abweichend hierzu wurde bei der Vorhybridisierung Hefe-tRNA in einer

Endkonzentration von 120 pg/ml hinzugegeben.

5. BIOCHEMISCHE METHODEN

5.1 PROTEINFALLUNG

Die benotigten Losungen fir die Proteinfallung mit Methanol und Chloroform sind in

Tabelle 31 angegeben.

Tabelle 31: Losungen fiir die Proteinfallung mit Methanol und Chloroform. Angegeben sind die einzelnen
Komponenten in ihrer Endkonzentration und Menge.

Losung Komponente Menge

DNase/Proteinase Inhibitor-Mix DNase-Inhibitor 10l
Proteinase-Inhibitor 10 ul

25 mM Tris/HCI; pH 8,0 400 pl

Fir die Proteinisolation wurden 10 ml der exponentiellen Kulturen fir 20 min bei
3.200 x g zentrifugiert. Die Lyse der Zellen erfolgte durch Aufnahme des Zellsediments
in 1 ml H,0. Danach wurden je 20 ul DNase/Proteinase Inhibitor-Mix hinzugegeben,
gemischt und fir 15-30 min bei Raumtemperatur inkubiert. Nach der Homogenisierung
des Gemischs erfolgte eine Zugabe von 4 ml Methanol. Dann wurde 1 ml Chloroform
hinzugegeben und erneut gemischt. Nach der Zugabe von 1 ml H,O wurde erneut
homogenisiert und anschlieflend bei 3.200 x g zentrifugiert. Die Proteine befanden sich
nach der Zentrifugation in der Interphase. Die obere Phase wurde abgenommen und
verworfen. Im Anschluss erfolgte die Zugabe von 3 ml Methanol und eine erneute
Zentrifugation fiir 5 min bei 3.200 x g. Danach wurde der Uberstand verworfen und das
Proteinsediment nach dem Trocknen in 400 pl 25 mM Tris/HCI aufgenommen und bei

65°C gelost.
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5.2 PROTEINBESTIMMUNG

Die Proteinmengen wurden mit dem BCA Protein Assay Kit nach Pierce von der Firma
Thermo Fisher Scientific bestimmt. Zunachst wurde eine Eichreihe mit dem Protein BSA
erstellt. Hierzu wurde BSA in Konzentrationen von 0/ 0,1/ 0,2/ 0,4/ 0,6/ 0,8/ 1,0/ 1,2/
1,4/ 1,6/ 1,8 und 2,0mg/ml in H,O bidest. (Proteingele) bzw. in Basalsalz
(Reportergenassays) gelost. 10 pl der Verdiinnungsreihe wurden in Doppelbestimmung
in die Vertiefungen einer MTP gegeben. Die Proteinproben wurden unverdiinnt und in
einer Verdliinnung von 1 zu 2 ebenfalls in die Vertiefungen einer MTP gegeben. Die
Proteinbestimmungen wurden anschlieBend nach Angaben des Herstellers

durchgefiihrt, flir 20-25 min bei 37°C inkubiert und anschlieBend bei 550 nm gemessen.

5.3 NATRIUMDODECYL-POLYACRYLAMIDGELELEKTROPHORESE

Zur Auftrennung von Proteinen wurden 70 pug der gefdllten Proteine mittels SDS-
Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) aufgetrennt. Zur Auftrennung der
grofReren Proteine wurde ein 12%-iges SDS-Gel und zur Auftrennung kleinerer Proteine
ein 18%-iges SDS-Gel verwendet. In Tabelle 32 sind alle fiir die SDS-PAGE bendétigten

Puffer und Losungen aufgelistet.

Tabelle 32: Zusammensetzung der Losungen und Puffer zur Herstellung der SDS-Gele und Durchfihrung
der SDS-PAGE.

Lésung Komponente Endkonzentration Menge

Trenngelpuffer Tris/HCl pH 8,0 15M 181,7 g
SDS 0,384% (w/v) 384¢g
ad 11 H20 bidest.

Sammelgelpuffer Tris/HCl pH 6,8 0,5M 60,6 g
SDS 0,4% (w/v) 4g
ad 11 H20 bidest.

APS-L6sung Ammoniumperoxodisulfat 10% (w/v) 20 mg
ad 2 ml Hz20 bidest. taglich frisch ansetzen!

TCA-L6sung Trichloracetat 3M 248¢
ad 50 ml H20 bidest.

4-fach Probenpuffer 0,5 M Tris/HCl pH 6,8 0,13 M 3,125 ml
86% Glycerin 49 % (v/v) 6,84 ml
SDS 10% (w/v) 1,2g
Bromphenolblau 0,5% (w/v) 60 mg

ad 12 ml H20 bidest.

Vor Gebrauch 4 Teile Puffer und 1 Teil B-Mercaptoethanol mischen!
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Lésung Komponente Endkonzentration Menge

10-fach Laufpuffer Tris 3% (w/v) 30g
Glycin 14,4% (w/v) 144 g
SDS 1% (w/v) 10g
ad 11 H20 bidest.

Coomassie- Coomassie Blue R-250 05g

Farbelosung Methanol 545 ml
Eisessig 92 ml

ad 11 H20 bidest.

Entfarbel6sung Methanol 500 ml
Eisessig 100 ml
ad 2 | H20 bidest.

Die Zusammensetzung von Trenn- und Sammelgel sind in Tabelle 33 angegeben. In
dieser Arbeit wurde die Acrylamid-/Bisacralamidlosung ProtoGel® (Verhaltnis 37,5:1)
der Firma Biozym, Oldenburg verwendet. Die Gesamtmenge des Acrylamidgemisches
und der Anteil an Bisacrylamid bestimmt die PorengrofRe und somit die Durchlassigkeit
flir Proteine eines bestimmten Molekulargewichts. In dieser Arbeit wurde zur
Veranderung der PorengrofRe der SDS-Gele die Gesamtmenge des Acrylamidgemisches
variiert. Fur Proteine mit einem Molekulargewicht von 30-120 kDa eigenen sich 10%-ige,
fir Proteine mit einem Molekulargewicht von 10-60 kDa 15%-ige und flir Proteine mit
einem Molekulargewicht von 1,5-10 kDa 18%-ige Trenngele (Der Experimentator,

Proteinbiochemie/Proteomics, 2010).

Tabelle 33: Zusammensetzung der Losungen zur Herstellung der SDS-Gele.

Lésung Komponente Menge
Trenngel Trenngelpuffer 2,6 ml
APS-Losung 150 ul
TEMED 10 pl
12% Acrylamid-/Bisacralamidlésung ProtoGel® (37,5:1) 3,2 ml
H.0 bidest. 4,1 ml
18% Acrylamid-/Bisacralamidlésung ProtoGel® (37,5:1) 4,8 ml
H.0 bidest. 2,48 ml
Sammelgel Sammelgelpuffer 1,27 ml
APS-LOsung 80 ul
TEMED 7ul
Acrylamid-/Bisacralamidlésung ProtoGel® (37,5:1) 666 pl
H20 bidest. 3ml
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Fir die Herstellung der Gele wurde ein GieRstand verwendet. Die Zugabe von APS-
Lésung und TEMED startet die Polymerisation, deshalb wurden diese Lésungen erst zum

Schluss hinzugegeben.

Zundachst wurde das Trenngel wie in Tabelle 33 beschrieben hergestellt, gemischt, im
GieRstand auf der Hohe von etwa 4/5 der Laufstrecke gegossen und mit Isopropanol
Uberschichtet. Nach Polymerisation des Trenngels (mind. 30 min) wurde das Sammelgel

hergestellt, gemischt und gegossen. Dann wurde der Kamm eingesetzt.

Nach vollstandiger Polymerisation wurden die Gele mit den Proteinproben beladen oder

in feuchten Papiertiichern eingeschlagen und ca. drei Monate bei 4°C gelagert.

Die Proteinproben wurden durch Zugabe der berechneten Menge an 4-fach
Probenpuffer zu 70 ug der gefallten Proteine fir die Gelelektrophorese vorbereitet.
AnschlieBend wurden die Proteinproben fiir 5 min auf 60°C erhitzt, kurz zentrifugiert

und auf Eis abgekihlt.

5.4 DIHYDROFOLATREDUKTASE-REPORTERGEN ANALYSE

Fir die Reportergen-Analysen  wurden  Deletionsstamme der nativen
Dihydrofolatreduktase (DHFR) verwendet. Die verwendeten Reportergen-Konstrukte
basierten auf dem Vektor pMB1-Ncol. Dieser wurde stets als Kontroll-Vektor mitgefihrt.
Zusatzlich wurde, um eine plasmidspezifische Hintergrund-Aktivitat auszuschlieBen, der
Vektor pNP10 als Kontrolle mitgefiihrt. Dieser basierte nicht auf dem Vektor pMB1-Ncol
und kodierte nicht fiir die DHFR.

Zunachst wurden die Klone von der Platte in 30 ml synthetischem Medium mit der
Kohlenstoffquelle Glucose und einer Phosphatkonzentration von 1 mM inokuliert und
bis zur stationdaren Phase inkubiert. Das Medium wurde mit Novobiozin in einer
Endkonzentration von 0,4 ug/ml versetzt und bis zu vier Wochen im Kuhlschrank
aufbewahrt. Mit den frischen stationaren Kulturen wurden Vorkulturen inokuliert und
bis zur exponentiellen Wachstumsphase (ca. 4 x10® Zellen/ml) inkubiert. Die
exponentiellen Vorkulturen wurden fir das Inokulum der Hauptkulturen verwendet.
Von den exponentiellen Hauptkulturen (3 bis 5 x 10% Zellen/ml) wurden fur die RNA-

Isolation je zweimal 2 ml Kultur entnommen und bei 13.000 Upm fir 2 min bei
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Raumtemperatur zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und das Zellsediment
in 400 ul Aufschlusspuffer resuspendiert. Die Proben wurden bei -80°C bis zur RNA-
Isolation gelagert und mittels Phenol-/Chloroformfallung (s. 111.4.15) isoliert. Fiir den
Enzymtest wurden weitere 20 ml der Hauptkultur fiir 15 min bei 40°C und 4.000 Upm
sedimentiert. Der Uberstand wurde entfernt und das Zellsediment in 5 m| Basalsalz
resuspendiert. AnschlieBend wurden die Kulturen bei 4°C und 4.000 Upm fiir weitere
15 min sedimentiert. Das Zellsediment wurde in 1 ml Basalsalz resuspendiert. Die
gewaschenen Zellen wurden anschliefend mittels Ultraschall sonifiziert (3 x 30 s, duty

cycle 50%, output control 3). Danach wurden die Zelllysate konstant auf Eis gehalten.

Die Zusammensetzungen der verwendeten Losungen sind in Tabelle 34 angegeben. Die
NADPH-und DHF-L6sungen wurden am Versuchstag frisch angesetzt und konstant auf

Eis gelagert.

Tabelle 34: Zusammensetzung und Konzentrationen der Puffer und Losungen, die fiir den Enzymtest
verwendet wurden.

Lésung Komponente Endkonzentration Menge

Phosphat-/Citratpuffer K2HPO4 x 3 H20 50 mM 114¢
KH2PO4 50 mM 6,88
CsHsO7 x H20 50 mM 10,5¢g
ad 11 H20 bidest., pH 6,0 mit KOH einstellen

3 MKCl KCl 3M 111,8¢g
ad 500 ml Phosphat-/Citratpuffer

4 M KCl KCl 4M 1491 ¢g
ad 500 ml Phosphat-/Citratpuffer

DHF-L6sung DHF-Stammloésung (10 mM in H20 bidest.) 0,6 mM 180 pl
ad 3 ml3 M KCI
Taglich frisch ansetzen und lichtgeschiitzt auf Eis lagern!

NADPH-L6sung NADPH+H* 2mM 0,008 g

ad 5 ml H:0 bidest.

Der Enzymtest wurde in Mikrotiterplatten durchgefiihrt. Dies ermdéglichte die parallele
Messung von bis zu 96 Einzelreaktionen. Das Gesamtvolumen eines Reaktionsansatzes
betrug 200 pl. Tabelle 35 zeigt die Zusammensetzung des Enzymtests pro Vertiefung der
Mikrotiterplatte. Die Zelllysate wurden unverdiinnt und, mit Basalsalz verdiinnt, in den
Verdiinnungsstufen 1:2 und 1:5 in den Enzymtest eingesetzt. Jede Verdliinnung wurde

in Dreifachbestimmung gemessen.
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Tabelle 35: Reaktionsansatz des Enzymtests pro Vertiefung der Mikrotiterplatte. Angegeben sind
Endkonzentration und Menge der einzelnen Lésungen.

Losung Endkonzentration Menge
Zelllysat 0,7 M KCI/ NaCl 100 pl
4 M KCl 1,5 M KCI/ NaCl 150 pl
2 mM NADPH 0,16 mM 25 ul
0,6 mM DHF 0,05 mM 25 ul

Das Enzym DHFR katalysiert die Umwandlung von Dihydrofolsaure zu
Tetrahydrofolsaure. Hierbei wird NADPH+H* zu NADP+ oxidiert. Der NADPH-Zerfall
wurde photometrisch bei 340 nm bestimmt. Fir die anschlieBende Auswertung wurde
die geringste Verdiinnungsstufe, bei der die Extinktionsabnahme fiir mindestens 3 min
linear war, ausgewdhlt. In diesem Zeitbereich wurde die maximale
Reaktionsgeschwindigkeit erreicht. Fiir alle gemessenen Konstrukte wurde die gleiche
Verdinnungsstufe ausgewertet. Die Schichtdicke und die Extinktionsdanderung pro
Minute wurde mit dem Programm SoftMax Pro 5.4.5 von Molecular Devices bestimmt.
Die Hintergrundaktivitdt entsprach der Extinktionsanderung der Stamme mit pNP10-
Konstrukten. Diese wurde direkt von der bestimmten Extinktionsdanderung abgezogen.
Bei maximaler Reaktionsgeschwindigkeit korreliert die Menge des Enzyms DHFR mit der
Menge an oxidiertem NADPH. Die spezifische Enzymaktivitat gilt somit als Gradmesser
fir die Menge an DHFR und wurde mit Hilfe des Lambert-Beerschen Gesetzes nach

folgender Formel bestimmt:

AE)
: min
U/min = ————— *

/M= e o
uU: Spezifische Aktivitit (umol*min = 16,67 nkat)
AE: Extinktionsdnderung (min)
€: spezifischer Extinktionskoeffizient NADPH (6,220 mM™*cm™)

Konzentration (mg*ml?)

d: Schichtdicke der Kiivette (cm)

Die Transkriptmenge wurde mittels Normierung der Signalintensitdaten der Northern
Blot-Analyse auf die 16S-rRNA bestimmt. Zur Berechnung der relativen spezifischen
Enzymaktivitdt und der relativen Transkriptmenge wurde auf die Kontrollkultur (pMB1-

Ncol) normiert. Die relative Translationseffizienz wurde durch Division von relativer
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spezifischer Enzymaktivitat durch die relative Transkriptmenge berechnet.

relative spezifische Enzymaktivitat

relative Translationsef fizienz = - -
relative Transkriptmenge

6. IN SILICO-ANALYSEN

6.1 SEQUENZKONSERVIERUNG MITTELS NUKLEOTID BLAST

Die Sequenzkonservierungen wurden mithilfe des Nukleotid BLASTs (Basic Local
Alignment Search Tool) des Web-Servers NCBI (Johnson et al., 2008) bestimmt. Zur
Ermittlung der Konservierung des Operons HVO_A0477-80 wurde die durch cr-RT-PCR
ermittelte Sequenz mitsamt dem nicht-kodierenden Genombereich der 3-UTR (pHV4:
483.383-488.507/F) verwendet. Die Konservierung von HVO_2375-8 wurde anhand des
gesamten Genombereichs des Operons ermittelt (CHR: 2.239.456-2.244.046/F). Fur die
Sequenzkonservierung von sRNAi13; wurde ebenfalls die durch cr-RT-PCR ermittelte

Sequenz verwendet (CHR: 1.280.196-1.280.335/R).

Um den Konservierungsgrad des potentiellen Promotorbereichs von sRNAiz; zu
bestimmen, wurde zusatzlich zur Genomsequenz der sRNA der 150 nt stromaufwarts
gelegene Genbereich verwendet (CHR: 1.280.196-1.280.485/R). Fir die Konservierung
des potentiellen Promotorbereichs der Operons HVO 2375-8 und HVO_A0477-80
wurden 150 nt stromaufwarts des entsprechenen Operons und das darauffolgende Gen
(HVO_2375 bzw. HVO_A0477) in den Nukleotid BLAST eingesetzt (150 nt+HVO_2375
(CHR: 2.239.306-2.240.493/F); 150 nt+HVO_A0477-80 (pHV4: 483.233-484.573/F). In

Tabelle 36 sind die Parameter zur Ermittlung der Konservierungen aufgelistet.

Tabelle 36: Parameter zur Ermittlung von Sequenzkonservierungen von sRNAi32 und der Operons
HVO_2375-8 und HVO_A0477-80 bzw. der entsprechenden Promotorsequenzen.

Parameter Auswahl

Microbial Nucleotide BLAST (blastn):

Database Draft Genomes

Organism Halobacteriales (taxid:2235)

Optimize for Highly similar sequences (megablast): Yes

Optimize for More dissimilar sequences (discontiguous megablast):
No
Optimize for Somewhat similar sequences (blastn): No
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Parameter Auswahl
Algorithm parameters:
Max. Target sequences 100

Short queries
Exspect threshold

Automatically adjust parameters for short input sequences:Yes
10

Word size 28

Max matches in a query range 0

Match/Mismatch Scores 1,-2

Gap Costs Linear

Filter Low complexity regions: Yes
Mask Mask for lookup table only: Yes

Mask lower case letters: No

6.2 STRUKTURKONSERVIERUNG MITTELS LOCARNA

Die Strukturkonservierung der sRNA13; wurde mithilfe des Programms LocARNA (Will et

al., 2012) der Universitat Freiburg mit den in Tabelle 37 Parametern durchgefiihrt.

Tabelle 37: Parameter, ihre Beschreibung und die verwendeten Einstellungen zur Ermittlung der

Strukturkonservierung von sRNA13.

Parameter Beschreibung Einstellung
Sequence and Structure  Sequence Input in FASTA Format [.fa]l
Alignment Alignment Type Global
Alignment Mode LocARNA-P
Alignment Scoring Structure Weight 200
Indel Opening Score -500
Indel Score -350
Use Ribosum File TRUE
Match Score 50
Mismatch Score 0
RNA Folding Local folding: max. base pair span 150
Temperature in °C 42.0

Energy parameter set (Vienna package)

rna_turner2004.par
Turner model, 2004

Heuristics for Minimal Pair Probability 5.0E-4
speed/accuracy tradeoff Minimal Probability for Constructing the 0.005
Guide Tree
Maximal Difference for Sizes of Matched 30
Arcs
Maximal Difference for Alignment Edges 60
Other Parameters Ignore Constraints yes
Disallow Lonely Pairs yes
Use alifold consensus dot plots no
Consistency Transformation (LocARNA-P yes
only)
Keep Sequence Input Order no
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IV. ERGEBNISSE

1. PHANOTYPISCHE CHARAKTERISIERUNG VON SRNA-DELETIONSMUTANTEN VON HALOFERAX VOLCANII

In einer groR angelegten phanotypischen Charakterisierung wurden 27 sRNA-
Deletionsmutanten unter zehn verschiedenen Wachstumsbedingungen mit dem
Wildtyp verglichen (Jantzer[Diplomarbeit]; 2011). Die Kulturen wurden in synthetischem
Medium mit vier verschiedenen Kohlenstoffquellen (Glucose, CAS, Xylose und Acetat)
phanotypisch  charakterisiert. = Desweiteren wurde das Wachstum unter
Hochsalzbedingungen (4 M NaCl), unter Niedrigsalzbedingungen (0,7 M NaCl) und bei
einer optimalen Salzkonzentration von 2,1 M NaCl (Standardbedingung) untersucht.
Zusatzlich wurde eine phanotypische Charakteriserung der sRNA-Deletionsmutanten
nach Induktion von vier verschiedenen Stressbedingungen durchgefihrt. Zum einen
wurden die Zellen oxidativem Stress mittels Zugabe von 4 mM Paraquat- bzw.
Alkoholstress mittels Zugabe von 1% EtOH ausgesetzt, zum anderen wurde Kalte- bzw.
Niedrigsalzstress appliziert. Alle Deletionsmutanten wurden morphologisch hinsichtlich
ihrer Zellform, ZellgroBe, Kolonieform, Koloniefarbe und KoloniegréBe mit dem Wildtyp
verglichen. Zudem wurde das Schwarmverhalten hinsichtlich Bewegung und Chemotaxis
von 17 Deletionsmutanten im Vergleich zum Wildtyp charakterisiert
(Jantzer[Diplomarbeit]; 2011). Fir die Charakterisierungen wurde in der Regel der
Elternstamm H. volcanii H26 verwendet. Einige der untersuchten Deletionsmutanten
wurden von der Partnerarbeitsgruppe AG-Marchfelder aus Ulm zur Verfligung gestellt.
Zur Charakterisierung dieser Deletionsmutanten wurde deren Elternstamm

H. volcanii H119 als Vergleichsstamm verwendet.

Die Auswertung und Zusammenstellung der Daten erfolgte im Rahmen dieser

Doktorarbeit (Heyer et al., 2012; Jaschinski et al., 2014).

1.1 PHANOTYPISIERUNG VON SRNA-DELETIONSMUTANTEN

Das Wachstumsverhalten von 27 verschiedenen Deletionsmutanten wurde bezliglich
der Dauer der Latenzphase, der Verdopplungszeit und der Wachstumsausbeute

ausgewertet. Alle Wachstumsversuche wurden in Dreifachbestimmung durchgefiihrt
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und fuhrten somit zu einem Datensatz mit mehr als 1000 Wachstumskurven. Die
Erhebung dieser Daten und die parallele Auswertung von Kolonieform, Koloniefarbe,
ZellgroRe und Zellmorphologie wurde nur durch die Kultivierbarkeit von H. volcanii in
der Mikrotiterplatte ermdoglicht (van Ooyen und Soppa, 2007; Jantzer et al., 2011). Von
17 Deletionsmutanten wurde zudem eine Auswertung des Schwarmverhaltens
vorgenommen. Eine Zusammenstellung aller phanotypischen Unterschiede im Vergleich
zu dem entsprechenden Wildtyp-Stamm (H26 bzw. H119) ist in Tabelle 38 gezeigt.
Hierzu fand zunachst eine Datenerhebung der durchschnittlichen Verdopplungszeiten
und Wachstumsausbeuten mit den dazugehorigen Standardabweichungen statt. Diese
Werte sind im Anhang in Tabelle A1 und A2 zu finden. Als phanotypischer Unterschied
wurden alle Werte mit einer Abweichung von mindestens 10% im Vergleich zum Wildtyp

definiert. AusschlieBlich signifikante Werte wurden beriicksichtigt.

Tabelle 38: Zusammenstellung phanotypischer Unterschiede von sRNA-Deletionsmutanten im Vergleich
zum Wildtyp von mindestens 10% (fett gedruckt). Gezeigt sind die Dauer der Latenzphase verglichen mit
dem Wildtyp (Wt) und die prozentualen Abweichungen der Verdopplungszeit (Zeit in Stunden), der
Wachstumsausbeute und des Schwarmradius bezogen auf den Wildtyp. Abkiirzungen: keine Daten (k.D).
taufgrund ungleichmiaBigem Wachstum des Wildtyps nicht signifikant. Verdffentlicht in Jaschinski et al.
(2014) und *Heyer et al. (2012).

SRNA- Wachstums- Latenzphase Verdop- Wachs- Schwarm-
Deletions- bedingung plungszeit tumsaus- radius
mutante [% des Wt] beute [% des Wt]
(Zeit in Std.) [% des Wt]
H26A63 CAS verlingert 108% (6,0) 97% 121%
Xylose verkdirzt 72% (10,5) 110%
Glucose (4 M) gleich 99% (6,4) 85%
H26A132 4 mM Paraquat 71% (8,0) 125% 83%
H26A168 Glucose (1,2 M)  gleich 116% (10,8) 98% 40%
H26A194 CAS verkiirzt 108% (5,9) 102% 79%
Glucose (1,2 M) verkiirzt 89% (8,3) 101%
Glucose (2,1 M) verkiirzt 93% (6,6) 91%
Glucose (4 M) verkiirzt 81% (5,3) 87%
H26A235 Glucose (1,2 M) verlingert 105% (9,7) 107% 77%
Glucose (2,1 M) verlangert 95% (6,8) 94%
Glucose (4 M) gleich 103% (6,7) 70%
H26A288 Glucose (4 M) gleich 98% (6,4) 77% 85%
H26A308 4 mM Paraquat 95% (10,6) 126% 35%
H119A362 CAS verlingert 124% (7,8) 98% k.D.
Xylose verlingert n.a. 92%
Acetat verlingert viel langer 72%
Glucose (2,1 M) verlingert 109% (7,9) 91%
Glucose (4 M) verlingert 95% (6,1) 92%
H119A450 Acetat verldngert 97% (16,5) 90% k.D.
Glucose (1,2 M) gleich 57% (10,4) 110%
H119A479 Acetat verlingert 139% (23,6) 90% k.D.
Glucose (1,2 M) gleich 55% (10,0) 114%
H26A500 4 mM Paraquat 94% (10,5) 129% 29%
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sRNA- Wachstums- Latenzphase Verdop- Wachs- Schwarm-
Deletions- bedingung plungszeit tumsaus- radius
mutante [% des Wt] beute [% des Wt]
(Zeit in Std.) [% des Wt]
H119A529 Glucose (4 M) gleich 118% (7,6) 87% k.D.
H26AH225.2R  Acetat verldngert viel langer 98% 94%
Glucose (1,2 M) verldngert 172% (19,1) 77%
Glucose (2,1 M) verldngert 92% (6,9) 88%
Salzstress 93% (9,0) 137%
Kaltestress gleich 123%
H26Ahtsf182 63%
H26Ahtsf242 Glucose (2,1 M) verlingert 108% (9,1) 101% k.D.
H26Ahtsf339 Acetat verlingert 102% (19,8) 101% k.D.
H26Ahtsf416 Acetat verldngert 93% (18,0) 107% 70%
Glucose (2,1 M) verldngert 110% (9,3) 98%
H26Ahtsf468  Xylose gleich 35% (24,9) 113% 47%
Glucose (2,1 M) gleich 140% (10,6) 63%
Glucose (4 M) verlangert 120% (5,9) 78%
H26Ahtsf494  Acetat gleich 82% (15,8) 107% 72%
H26Ahtsf574 Glucose (2,1 M) verlingert 117% (9,9) 101% k.D.
H119Ahts4* Acetat verldngert n.a. 76% k.D.
Glucose (2,1 M) gleich 106% (7,7) 87%
Glucose (4 M) n.a. 110% (7,0) 84%
H119Ahts10* Acetat verldngert n.a. 87% k.D.
Glucose (1,2 M) gleich 81% (14,7)* 113%
Glucose (4 M) n.a. 106% (6,8) 89%
H119Ahts14 Xylose n.a. 83% (72,4) 121% 113%
Acetat verkiirzt 85% (28,4) 138%
Glucose (2,1 M) n.a. 98% (7,5) 113%
Salzstress 68% (11,7) 203%
Kéltestress 98% (8,4) 74%
H119Ahts21* Acetat verkiirzt 86% (28,7) 134% 100%
Glucose (2,1 M) n.a. 102% (7,8) 120%
Salzstress 64% (11,0) 264%

Insgesamt zeigten 24 der 27 getesteten Deletionsmutanten unter mindestens einer der
getesteten Bedingungen phanotypische Merkmale. In der Summe konnten 54
phanotypische Unterschiede verglichen zu dem entsprechenden Elternstamm

identifiziert werden (s. Abbildung 6).

Einige Mutanten zeigten einen sehr differenzierten Phanotyp unter einer der getesteten
Bedingungen wie zum Beispiel die Deletionsmutanten H26AsRNA;3,> oder H26AsRNA¢s.
Bei anderen Deletionsmutanten wurden pleiotrophe Phdnotypen beobachtet. Diese
Mutanten zeigten unter mehreren der getesteten Bedingungen phanotypische
Unterschiede. Beispielsweise zeigte die Deletionsmutante H26AsRNA#225.2r sowohl bei
unter auch bei Wachstum mit den

Wachstum Niedrigsalzbedingungen als

Kohlenstoffquellen Acetat und Glucose phanotypische Unterschiede zum Wildtyp.
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Zusatzlich wurden Phanotypen bei der Adaptation an Niedrigsalz- und Kaltestress

beobachtet.

Es wurden Wachstumsdefizite, sogenannte ,Loss-of-function” (LOF)-Phanotypen, bei
denen die Deletion eines sRNA-Gens zu einem verminderten Wachstum fiihrte, aber
auch sogenannte , Gain-of-function” (GOF)-Phdnotypen beobachtet. Hierbei resultierte
die Deletion einer sSRNA in einem verbesserten Wachstum. Insgesamt gab es etwa halb
so viele GOF-Phanotypen wie LOF-Phanotypen (s. Abbildung 6). Bei Verdopplungszeit
und Wachstumsausbeute ist das Verhaltnis an GOF- und LOF-Phanotypen nahezu
identisch. Im Bezug auf Schwarmverhalten und Latenzphase konnten deutlich mehr LOF-

Phanotypen beobachtet werden.
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Abbildung 6: Verteilung von , Loss-of-function” (LOF)- und , Gain-of-function” (GOF)-Phdnotypen. Gezeigt
ist die Gesamtzahl an GOF- (hell griin) und LOF-Phanotypen (dunkel griin). Zudem ist die Anzahl der
Mutanten mit einem GOF- und einem LOF-Phanotyp beziglich der Latenzphase, der Verdopplungszeit,
der Wachstumsausbeute und des Schwarmverhaltens gezeigt.

Ein Phanotyp, der zu einer vollstindigen Inhibition des Zellwachstums der
Deletionsmutante flihrte, konnte nicht beobachtet werden. Die Verteilung der
festgestellten Phdnotypen ist in Abbildung 7 gezeigt. Da einige Mutanten unter
verschiedenen Bedingungen Phanotypen aufwiesen, Uberstieg die Anzahl der

Phanotypen die Gesamtzahl der getesteten Mutanten. Bedingungen, die unter allen drei

Salzkonzentrationen oder ausschlieRlich bei Standardbedingungen beobachtet wurden,
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sind aus der Grafik ausgeschlossen, da diese Phdnotypen nicht eindeutig der
Salzkonzentration bzw. der Kohlenstoffquelle zugeordnet werden konnten. Das
Wachstum mit der Kohlenstoffquelle Glucose entspricht gleichzeitig auch dem
Wachstum bei einer optimalen Salzkonzentration von 2,1 M NaCl. Phanotypen, die
jedoch entweder der Kohlenstoffquelle Glukose, oder der Salzkonzentration von 2,1 M
NaCl zugeordnet werden konnten, sind in Abbildung 7 unter der entsprechenden

Bedingungen aufgefihrt.
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Abbildung 7: Anzahl der Phanotypen unter den verschiedenen Bedingungen. Die Kohlenstoffquellen sind
in blau, die Salzkonzentrationen in rot und die Stressbedingungen in griin Tonen dargestellt. Glucose
wurde ebenfalls als Standardbedingung fir die Zellanzucht verwendet. In der Grafik ist diese Bedingung
als Kohlenstoffquelle und als Salzkonzentration von 2,1 M NaCl aufgefihrt.

Ein grafischer Uberblick (iber die Verteilung der Phidnotypen beziiglich ihrer Auspragung,

d.h. in der Latenzphase, der Verdopplungszeit oder der Wachstumsausbeute, ist in

Abbildung 8 gezeigt und wird im folgenden naher beschrieben.
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Abbildung 8: Verteilung der Mutanten mit Phanotypen bezlglich der Wachstumsbedingungen und der
Art des Phanotyps. Gezeigt sind nur die verschiedenen Kohlenstoffquellen und Salzkonzentrationen.

1.2 EINFLUSS DER SRNAS AUF DIE REGULATION DES ZELLMETABOLISMUS

Die Art der Kohlenstoffquelle hat einen Einfluss auf Art und Auspragung des Phanotyps.
Die Verdopplungszeit von H. volcanii in der Mikrotiterplatte lag bei Wachstum mit CAS
in etwa bei 4 Stunden, mit Glucose bei sieben bis acht Stunden, mit Xylose in etwa bei
15 Stunden und mit Acetat bei etwa 18 Stunden (Jaschinski et al., 2014). In der Tendenz
ist ein Anstieg der Anzahl der Mutanten mit einem Phanotyp insbesondere beziiglich der
Verdopplungszeit mit einer schlechteren Verwertbarkeit der Stoffwechselquelle zu
beobachten (vgl. Abbildung 7 und 8). Bei Wachstum mit der guten Kohlenstoffquelle CAS
konnte nur ein Phanotyp bezliglich der Verdopplungszeit beobachtet werden, wahrend
bei Wachstum mit Acetat sechs Mutanten einen Phanotyp in der Verdopplungszeit und
flnf in der Wachstumsausbeute zeigten. Zudem ist die Auspragung der Phanotypen in
der Regel milder. Mit CAS als Kohlenstoffquelle zeigte die Deletionsmutante
H26AsRNA194 eine leicht verkiirzte Latenzphase (s. Abbildung 9.A). Bei Wachstum auf
Xylose war die Latenzphase und Verdopplungszeit der Deletionsmutante H26AsRNAg3
deutlich verkiirzt. Diese Deletionsmutante besald einen GOF-Phanotyp (Abbildung 9.B).

Bei Wachstum mit Acetat konnten Phanotypen mit noch deutlicherer Auspragung
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beobachtet werden. Ein Beispiel ist die Deletionsmutante H119AsRNA:s;, die eine stark
verlangerte  Latenzphase und  Verdopplungszeit und eine verringerte

Wachstumsausbeute zeigte (Abbildung 9.C).
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Abbildung 9: Wachstumskurven des Elternstamms (schwarz) verglichen mit ausgewahlten
Deletionsmutanten bei Wachstum mit verschiedenen Kohlenstoffquellen. A. Wachstum des
Elternstamms H26, H26AsRNA194 (lila) und H26AsRNA23s (rot) mit CAS. B. Wachstum des Elternstamms
H26 und H26AsRNAs3 (orange) mit Xylose. C. Wachstum des Elternstamms H119, H119AsRNAse2 (rosa)
und H119AsRNA4so (griin) mit Acetat.

1.3 SRNAS INVOLVIERT IN EXTREME SALZBEDINGUNGEN

Fiir das Wachstum der sRNA-Deletionsmutanten bei extremen Salzbedingungen wie
Niedrigsalzbedingungen mit 1,2 M NaCl und Hochsalzbedingungen mit 4 M NaCl, sowie
unter Standardbedingungen mit 2,1 M NaCl wurden Phanotypen identifiziert
(vgl. Abbildung 10). Es wurden sowohl LOF-Phanotypen, als auch GOF-Phanotypen bei

allen drei Salzkonzentrationen gefunden. Bei 1,2 M NaCl besal} die Deletionsmutante
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H26AsRNAw225.2r beispielsweise eine verlangerte Latenzphase und Verdopplungszeit im
Vergleich zum Elternstamm (Abbildung 10.A). Abbildung 10.B und 10.C zeigen
beispielhaft einige Phanotypen bei 2,1 M und 4 M NaCl. Hierbei wurden jeweils sowohl
GOF-Phanotypen (H26AsRNA1s4), als auch LOF-Phanotypen (H26AsRNAe3, H26AsRNA 35,

H26AsRNA2ss) beobachtet. Generell waren die Phanotypen eher mild.
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Abbildung 10: Wachstumskurven ausgewdhlter Deletionsmutanten im Vergleich zum Elternstamm H26
(schwarz). A. Wachstum des Elternstamms H26 und H26AsRNA#225.2r (rot) bei 1,2 M NaCl. B. Wachstum
des Elternstamms H26, H26AsRNAz94 (lila) und H26AsRNA23s (rot) bei 2,1 M NaCl. C. Wachstum des
Elternstamms H26, H26AsRNAs3 (orange), H26AsRNA194 (lila), H26AsRNA23s (rot) und H26AsRNA2ss (griin)
bei 4 M NaCl.

18 der 27 Deletionsmutanten zeigten unter mindestens einer der drei
Salzkonzentrationen einen Phanotyp. Wie bereits erwdahnt konnten einige dieser
Phanotypen aufgrund der Involvierung der entsprechenden sRNA in die Regulation

wichtiger Prozesse fir das Wachstum mit Glucose hervorgerufen worden sein. Um eine
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eindeutige Zuordnung zu ermdoglichen, wurden Phanotypen, die ausschlieBlich bei 2,1 M
NaCl oder unter allen drei Salzkonzentrationen gefunden wurden, ausgeschlossen. Es
blieben neun Deletionsmutanten, deren Phanotyp ausschlieRlich der Osmoadaptation

zugeordnet werden kann.

1.4 ADAPTATION NACH STRESS-INDUKTION

Um den Einfluss von sRNAs von H. volcanii auf die Adaptation an Stressbedingungen zu
untersuchen, wurden vier verschiedene Stressbedingungen induziert
(Jantzer[Diplomarbeit], 2011): osmotischer Stress, Kaltestress, Losungsmittelstress
hervorgerufen durch EtOH und oxidativer Stress durch Paraquat-Zugabe. Nach
Induktion von Kaltestress zeigte eine Deletionsmutante (H26AsRNAH225.2r) einen GOF-
und eine Deletionsmutante (H119AsRNAh:s21) einen LOF-Phanotyp. Abbildung 11.A zeigt
die erhdhte Wachstumsausbeute von H26AsRNAHz25.2r nach Induktion von Kalteschock,
wahrend nach  Wachstum unter Standardbedingungen eine reduzierte
Wachstumsausbeute beobachtet wurde (s. Abbildung 11.C). Die Induktion von
osmotischem Stress fiihrte bei drei Deletionsmutanten (H26ASRNA225.25,
H119AsRNAhts14 und H119AsRNARss21) zu einem GOF-Phanotyp. Die Deletionsmutante
H26AsRNAnsssa6s zeigte eine reduzierte Wachstumsausbeute (s. Abbildung 11.B). Da
dieser Phanotyp ebenfalls bei Standardbedingungen beobachtet wurde (vgl. Abbildung
11.C), konnte dieser Effekt jedoch dem Wachstum mit der Kohlenstoffquelle Glucose
zugeordnet werden. Nach Induktion von oxidativem Stress wurde bei drei
Deletionsmutanten ein GOF-Phanotyp beobachtet, alle drei erreichten eine um 25-30%
erhohte Wachstumsausbeute verglichen mit dem Wildtyp (s. Abbildung 11.D). Nach
Stressinduktion mit Ethanol konnte bei keiner Mutante ein Phanotyp beobachtet
werden. Zusammengefasst zeigte nur die Mutante H26 AsRNAhtsf6s8 nach Induktion einer
der vier gewahlten Stressbedingungen einen LOF-Phanotyp und die Mutanten

H26ASRNAH225.2r, H26ASRNA 132, H26AsRNA30s und H26AsRNAsoo einen GOF-Phanotyp.
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Abbildung 11: Wachstum von Wildtyp (schwarz) und Deletionsmutanten (bunt) nach Induktion
verschiedener Stressbedingungen. A. Elternstamm H26 und H26AsRNAH225.2r (rot) nach Induktion von
Kalteschock. B. Elternstamm H26, H26AsRNAHz2z5.2r (rot) und H26AsRNAmtsiss (blau) nach Induktion von
osmotischem Stress. C. Wachstum des Elternstamms H26, H26AsRNA#22s5.2r (rot) und H26AsRNAnhtszass
(blau) unter Standardbedingungen. D. Elternstamm H26, H26AAsRNA 132 (hellblau), H26AsRNA3og (grin)
und H26AsRNAsao (lila) nach Induktion von oxidativem Stress.

1.5 EINFLUSS VON SRNAS AUF DAS SCHWARMVERHALTEN

Mehr als ein Drittel der getesteten sRNA-Deletionsmutanten zeigten ein abweichendes
Schwarmverhalten im Vergleich zum Wildtyp. Hierbei zeigte nur die Mutante H26A63
eine erhohte Beweglichkeit im Vergleich zum Wildtyp, wahrend die Deletionsmutanten
von insgesamt funf sRNA-Genen (H26AsRNAiss, H26AsRNAzps, H26ASRNAsoo,
H26AsRNAhtsf1s2 und H26ASRNAntsrass) zu einer reduzierten Schwarmaktivitat fihrten
(s. Abbildung 12).
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Abbildung 12: Schwarmverhalten von 17 Deletionsmutanten im Vergleich zu dem entsprechenden
Elternstamm (H26 in schwarz und H119 in grau). H26AsRNAs3 zeigt eine erhohte Schwarmaktivitat (blau)
und die Mutanten H26AsRNAiss; H26AsRNAzos, H26AsRNAsco, H26ASRNAhtsfis2 und H26ASRNAhtsfass
besitzen eine verringerte Schwarmaktivitat (rot).
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2. REGULATION VERSCHIEDENER SRNAS UND DIE SUCHE NACH POTENTIELLEN ZIELGENEN

Nachdem durch phanotypische Charakterisierung von sRNA-Deletionsmutanten die
Involvierung von sRNAs in viele biologische Prozesse gezeigt werden konnte, war das
nachste Ziel potentielle Zielgene zu identifizieren und den regulatorischen Einfluss von
sRNAs nachzuweisen. Hierzu wurden einige sRNAs, die in wichtige biologische Prozesse
involviert sind und deren Deletion Phanotypen verursacht, fir eine weitere

Charakterisierung ausgewahlt.

2.1 ANALYSE DER TRANSKRIPTLEVEL VON SRNA362 BEI VERSCHIEDENEN WACHSTUMSBEDINGUNGEN

In einer RNomics-Studie wurde sRNAzg; mit einer GroRe von 142 nt identifiziert und
mittels Northern Blot-Analyse verifiziert (Straub et al., 2009). Die sSRNA ist im intergenen
Bereich zwischen dem Transkriptionsinitiationfaktor tfb8 (HVO_A0137) und dem
konservierten hypothetischen Protein HVO_A0138 auf dem zirkuldren Chromsom pHV4
lokalisiert (pHV4: 135.199-135.340 /F). Mittels Phanotypisierung wurde bei einigen
Kohlenstoffquellen (CAS, Xylose, Acetat und Glucose) eine verlangerte Latenzphase und
somit eine langsamere Anpassung an unterschiedliche Kohlenstoffquellen beobachtet
(vgl. Tabelle 38). Insbesondere Wachstum mit Acetat als Kohlenstoffquelle fihrte zu
einer stark verlangerten Latenzphase und Verdopplungszeit. Die Analyse des
Transkriptlevels der sRNA zeigte kaum Unterschiede bei den verschiedenen
Kohlenstoffquellen (s. Abbildung Al im Anhang). In der exponentiellen
Wachstumsphase war das Transkriptlevel der sRNA nach Wachstum mit der
Kohlenstoffquelle Glucose am héchsten. Wachstum mit Xylose bzw. Acetat fiihrte zu

einer leichten Reduktion des Transkriptlevels der sSRNAss2 um den Faktor 0,7 bzw. 0,8.

2.2 TRANSKRIPTOMANALYSE DER SRNAGytsra68

Im Zuge des ersten HTS-Ansatzes zur Identifikation kleiner RNAs in H. volcanii wurde die
differentiell regulierte intergene sRNAnufes identifiziert und eine Deletionsmutante
generiert (Jantzer[Diplomarbeit], 2011; Heyer et al., 2012). Durch den Vergleich der HTS-
Daten unter verschiedenen Bedingungen wurde ein erhohtes Transkriptlevel der

SRNAstaes bei 2,5 M NaCl und 45°C in der stationdren Wachstumsphase festgestellt
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(Jantzer[Diplomarbeit], 2011). lhre GroRe wurde mittels cr-RT-PCR bestimmt und
betragt 193 nt (Mhedhbi[Bachelorthesis], 2012). sRNAnstass ist auf dem zirkuldren
Chromosom pHV1 zwischen dem Gen der sRNAhstas7 und dem Gen HVO_C0058, welches
homolog zu einer nicht funktionalen ISH4-Typ Transposase ist, lokalisiert. Die
Deletionsmutante von sRNAhtstass zeigte bei Wachstum auf Xylose eine stark verkirzte
Verdopplungszeit. Wachstum mit der Kohlenstoffquelle Glucose fiihrte sowohl bei
2,1 M, als auch bei 4 M NaCl zu einer verlangerten Verdopplungszeit und verringerten
Wachstumsausbeute (vgl. Tabelle 38). Da dies auf eine mogliche Involvierung in die
Adaptation an Salzkonzentrationen oberhalb von 2,1 M NaCl deutete, wurde das
Transkriptom von Elternstamm H26 und Deletionsmutante H26ASRNAntsass  bei
Wachstum mit 4 M NaCl in der exponentiellen Wachstumsphase mittels DNA-
Mikroarray verglichen. Der Mikroarray wurde in Dreifachbestimmung durchgefiihrt
(s. Tabelle A3 im Anhang). Gene, deren Expression in zwei oder drei Mikroarrays
mindestens zweifach erhoht bzw. erniedrigt waren, wurden in die Auswertung
einbezogen. Die Standardabweichung betrug maximal 40%. In Abwesenheit der sSRNA
zeigte ausschliefllich das Gen der sRNA3p eine um etwa 50% verminderte Expression.
Insgesamt waren die Transkriptmengen von sieben Spots in Abwesenheit der SRNAnsfass
zwischen zwei- und vierfach erhoht. Davon kodierten sechs Spots flir andere sRNAs. Ein
Spot enthielt die Sonde fiir das Gen HVO B0128, welches filir ein Glucose-1-

Dehydrogenase-verwandtes Protein kodiert (2,4-Fach erhoht).

Das Programm TargetRNA (Tjaden, 2008) wurde zur Identifikation von potentiellen Ziel-
mMRNAs kleiner RNAs entwickelt und fir bakterielle SRNAs optimiert. Die in silico-Analyse
flihrte zur Identifikation von drei potentiellen Ziel-mRNAs (s. Tabelle 39). Nach der
Identifikation musste Gberprift werden, ob die entsprechenden Interaktionsbereiche
tatsachlich innerhalb der kodierenden Sequenz bzw. des moglichen UTR-Bereichs
lokalisiert sind, oder ob es sich um falsch positive Treffer handelt. Danach blieben zwei
potentielle Ziel-mRNAs. Die mRNA fir ein konserviertes hypothetisches Protein
(HVO_A0476) und die mRNA fiir das Protein B des UvrABC-Systems (HVO_0029), einer
Exzinuklease, die ein wichtiger Bestandteil der Nukleotidexzisionsreparatur ist. Die
Uberpriifung dieser potentiellen Ziel-mRNAs steht noch aus, da es keine

Ubereinstimmung zu Array-Daten gab und mit aussichtsreicheren sRNA-Kandidaten
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weiter gearbeitet wurde.

Tabelle 39: Potentielle Ziel-mRNAs ermittelt durch in silico-Analyse mit dem Programm TargetRNA.
Aufgelistet sind die genomische Region, die HVO-Nummer, die Genfunktion und der p-Wert der Ziel-
mMRNAs. Falsch positive Ergebnisse sind in grauer Schrift dargestellt.

genomische Region HVO_Nr. Genfunktion p-Wert
pHV4: 483.179-483.210 /R HVO_A0476 kons. hyp. Prot. 0,0012
CHR: 30.263-30.286 /F HVO_0029 UvrABC-System Protein B 0,0061

2.3 IDENTIFIKATION DER POTENTIELLEN ZIEL-MRNA OsmC vON SRNA479

Die 166 nt groRe sRNA479 wurde wie sRNAss; in der RNomics-Studie identifiziert und
mittels Northern Blot-Analyse verifiziert (Straub et al., 2009). Aktuelle HTS-Daten
flihrten zu einer Erweiterung der urspriingliche Genomregion auf 213 bp (Babski et al.,
2016). Das Gen der sRNA liegt auf dem linearen Chromsom pHV4 (207.661-207.873 /F)
(s. Abbildung 13.A).

Eine in silico-Analyse der Sequenz der sRNAs;9 mittels TargetRNA flhrte zur
Identifikation von zehn moglichen Ziel-mRNAs (s. Tabelle 40). Nach der Identifikation
musste wiederum ausgeschlossen werden, dass es sich um falsch positive Treffer
handelte. Nach Uberpriifung blieben sieben potentielle mRNA-Interaktionspartner der
SRNA479.

Tabelle 40: Potentielle Ziel-mRNAs ermittelt mit dem Programm TargetRNA. Aufgelistet sind der

genomische Bereich der Interaktion, die HVO-Nummer(n), die Genfunktion und der p-Wert. Falsch
positive Ergebnisse sind in grauer Schrift dargestellt

genomische Region HVO-Nr(n) Genfunktion p-Wert
CHR (528.434-528.452/F) HVO_0596-7 kons. hyp. Prot./Protein der OsmC-Familie  0,0005
CHR (921.454-921.478/R) HVO_1013 Protoham-IX-Geranyltransferase 0,0050

pHV4 (522.902-522.923/F) HVO_A0518 Homolog zu Methylmalonyl-CoA Epimerase 0,0050
(nicht funkt.)

CHR (663.000-663.037/R) HVO_0742 kons. hyp. Prot. 0,0058

CHR (1.468.760-1.468.785/F) HVO_1597 kons. hyp. Prot. 0,0058

pHV3 (95.509-95.525/R) HVO_B0084-5 Protein der DUF336-Familie/Glycosid- 0,0058
Hydrolase

pHV4 (52.124-52.139/F) HVO_A0060 Protein der DUF955-Familie 0,0096
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Von diesen potentiellen Ziel-mRNAs war der intergene Bereich der beiden eng
benachbarten Gene HVO_0596, einem konservierten hypothetischen Protein, und
HVO_0597, einem Protein der OsmC-Familie, besonders signifikant (p-Wert = 0,0005)
(s. Abbildung 13.B). Die beiden Gene sind ausschlieRlich von einem intergenen Bereich
von nur 64 bp getrennt. Dies konnte auf die Expression im Operon oder einen 5- bzw.
3‘-UTR-Bereich einer der beiden Gene hinweisen. Die putative Bindestelle liegt 8 nt nach
dem Transkriptionsstop von HVO_0596 und 39 nt vor dem Transkriptionsstart des Gens
HVO 0597 und erstreckt sich (iber 18 bp kovalenter Bindung von sRNA und mRNA
(s. Abbildung 13.C).

A 76 80
nt nt
CRISPR2 casﬁ cas8b cas7 cas5 cas3 cas4 cas2
SRNA7g ™ cas1 CRISPR3
B N
HVO_0595 HVO 0596 ~ . HVO_0597 HVO_0598

minD2 kons. hyp. Prot. ~.osmC kons. hyp. Prot.

Abbildung 13: Genomische Lokalisation der sSRNA479 innerhalb eines CRISPR/Cas-Lokus auf dem linearen
Chromsom pHV4 und ihre potentielle Interaktion mit einer Ziel-mRNA vorhergesagt mittels TargetRNA.
A. Dargestellt ist die genomische Region zwischen 204.861-218.673. Der Abstand zu den benachbarten
Genen CRISPR2-RNA bzw. cas6 betrdagt 76 bzw. 80 nt. B. Gezeigt ist die potentielle Interaktion im
intergenen Bereich zwischen HVO_0596 (konserviertes hypothetisches Protein) und HVO_0597 (osmC).
C. Potentieller Interaktionsbereich der sSRNA479 mit der potentiellen 5'-UTR von HVO_0597 vorhergesagt
mit RNAhybrid (Rehmsmeier et al., 2004).

Das Gen HVO 0597 kodiert fir das osmotisch induzierbare Protein OsmC, einer
Hydroperoxidase. Fiir dieses Protein konnte in E. coli die Involvierung in die Abwehr von

oxidativem Stress gezeigt werden (Conter et al., 2001). In Reportergenassays wurde der
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Promotorbereich der sRNA479 stromaufwarts des Reportergens dhfr inseriert und die
DHFR-Aktivitat unter verschiedenen Bedingungen untersucht. Unter anderem konnte
nur eine leichte, nicht signifikante Erhéhung der Promotoraktivitat 60 min nach
Induktion von oxidativem Stress beobachtet werden (Lehr[Diplomarbeit], 2010). In
Wachstumsversuchen fiihrte die Induktion von oxidativem Stress bei der
Deletionsmutante der sRNA479 zu keinem phanotypischen Unterschied verglichen mit

dem Wildtyp (s. Tabelle A1 und A2 im Anhang).

In der Northern Blot-Analyse mit einer Sonde gegen das Gen HVO_0596, mit einer GroRe
von 585 bp, konnte kein Transkript detektiert werden (Daten nicht gezeigt). Das Gen
HVO_0597 ist ohne mogliche UTRs mit einer GroRe von 468 bp annotiert. Die
Verwendung einer Sonde gegen das Gen HVO_0597 fiihrte zur Detektion eines
monocistronischen Transkriptes in der GréBenordnung von 400-500 nt (s. Abbildung 14
und 15). Vor der Induktion von osmotischem Stress wurde das Transkript nur sehr
schwach detektiert (vor Stress). Im Vergleich zum Wildtyp konnte jedoch eine erhdhte

Expression in Abwesenheit I
oxidativer Stress

von SsRNAs79 beobachtet

vor 1‘ 15° 60‘ Acetat

werden. Direkt nach Stress
Induktion von oxidativem Wt A WtA WtA Wt A Wt A

1000 - 3 ; ;
Stress (1°), durch Zugabe von :

500 -
4mM Paraquat, war das ,q0 _ = HvVO_0597
Transkript von HVO_0597

23S _
sowohl im Wildtyp als auch = 23S
in der sRNA- 165 _

= 16S

Deletionsmutante sehr stark
Abbildung 14: Northern Blot-Analyse mit einer Sonde gegen

induziert (s. Abbildung 14 HvO_0597 (osmC). RNA wurde aus Kulturen des Wildtyps (Wt) und
. Deletionsmutante der sRNA479 (A) isoliert. Aufgetragen sind Proben

und 15). Das Transkriptlevel 3¢ wachstum mit Glucose (vor Stress), 1, 15 und 60 min nach der
. . Induktion von oxidativem Stress und nach Wachstum mit Acetat als

von HVO_0597 fiel bis zu Kohlenstoffquelle. Der GroRenstandard ist in nt angegeben. Als

einem Zeitpunkt von 60 min Kontrolle sind die 23S und 16S rRNA gezeigt.

nach Induktion von oxidativem Stress wieder auf das Transkriptlevel vor Stressinduktion
ab (s. Abbildung 15). In Abwesenheit von sRNA479 war das Transkriptlevel direkt nach

der Induktion von oxidativem Stress und 60 min spater nur etwa halb so hoch wie im
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Wildtyp. Nach 15 min war das

Transkriptlevel, verglichen mit

dem Wildtyp, sogar um das
Zehnfache reduziert
(s. Abbildung 15). Das
Expressionslevel des

Transkriptes nach Wachstum mit
einer Sonde gegen HVO 0597
war in der Deletionsmutante der
SRNA479 nahezu doppelt so stark

wie im Wildtyp (s. Abbildung 15).

Die starke Induktion von osmC

10

Ewt mA
8
6
4
2
0o L _m _ -
vor Stress 1 15' 60' Acetat

Abbildung 15: Auswertung der Northern Blot-Analyse mit einer
Sonde gegen das Transkript HVO_0597 (osmC). Gezeigt sind die
Transkriptlevel ~von  Wildtyp  (Wt, schwarz) und
Deletionsmutante der sRNA479 (A, grau) nach Normierung auf
die 16S rRNA. Ausgewertet wurden die Transkriptlevel von
osmC nach Wachstum mit Acetat und vor (vor Stress), direkt
nach (1‘) und 15 und 60 min nach Induktion von oxidativem

nach Zugabe von Paraquat lasst auf dessen Funktion in die Adaptation an oxidativen

Stress schlieRen. sSRNA47g ist ein positiver Regulator von osmC. Im Vergleich zum Wildtyp

ist das Transkriptlevel von osmCin der sRNA-Deletionsmutante zwar deutlich verringert,

ein Wachstumsphdnotyp konnte nach Induktion von oxidativem Stress jedoch nicht

beobachtet werden. Die Versuche zeigten, dass die regulatorische Kontrolle von osmC

mindestens einem weiteren Faktor unterliegt. Weiterfihrende Untersuchungen der

regulatorischen Funktion von sRNA479 wurden nicht durchgefiihrt, da eine nahere

Charakterisierung von sRNA3p und sRNAi3; im Hinblick auf deren potentielle Ziele

erfolgte.
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3. REGULATION DER SRNA30 UND IDENTIFIKATION VON POTENTIELLEN ZIELEN

Die Phanotypisierung von sRNA-Deletionsmutanten kann einen wichtigen Hinweis auf
ihre  biologischen  Funktionen geben. Dies kann einen Hinweis auf
Wachstumsbedingungen geben, die fir eine ndahere Charakterisierung der sRNA und
ihrer Wirkweise von Bedeutung sind. sRNA3p wurde bereits in einer friheren Studie
naher charakterisiert (Straub et al., 2009). lhre Deletionsmutante zeigte einen starken

Wachstumsdefekt bei 51°C.

3.1 DIFFERENTIELLE EXPRESSION DER SRNA

Neben der Phanotypisierung durch Wachstumsanalysen von Deletionsmutanten bietet
die Analyse der Expression einer sRNA unter verschiedenen Bedingungen eine weitere

Moglichkeit einen Einblick in ihre biologischen Funktionen zu erhalten.

Die Expression von sRNA3g wurde nach Wachstum in Komplexmedium in verschiedenen
Wachstumsphasen mittels Northern Blot analysiert (s. Abbildung 16). Das

Transkriptlevel der sSRNA nahm von der friih-exponentiellen zur spat-exponentiellen

Wachstumsphase um das 1,7- &
& O
. . Q* [ %" e’b (}
Fache zu und stieg in der " & &S T
s(\ Q" &- \\)(a 60 q @ (‘0\. \0‘9
& &K S @ AW

stationdaren Wachstumsphase

weiter an. Zum Vergleich der

S - - sRNA,
Expression der sRNAszy bei

) pra— = 23S
verschiedenen
- = 16S

Kohlenstoffquellen wurde

Abbildung 16: Northern Blot-Analyse der Expression von sRNA3p
synthetisches Medium in verschiedenen Wachstumsphasen (friih  exponentiell,
exponentiell und stationér), nach Wachstum mit verschiedenen
Kohlenstoffquellen (Glucose, Acetat, Xylose), nach 60 min
oxidativem Stress und verschiedenen Salzkonzentrationen
(1,2 M, 2,1 M und 4 M NacCl). 2,1 M NaCl entspricht der Standard

Kohlenstoffquellen Glucose, Salzkonzentration (Glucose).

verwendet. Die Expression

wurde nach Wachstum mit den

Acetat und Xylose analysiert. Hierbei war das Expressionslevel bei Glucose am héchsten
und nahm nur leicht nach Wachstum mit Acetat (0,8-fach) ab. Wachstum mit Xylose
flhrte zu einer halb so starken Expression der sRNA verglichen mit dem Wachstum auf

Glucose.
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Alle weiteren Wachstumsbedingungen wurden in synthetischem Medium mit der
Kohlenstoffquelle Glucose durchgefiihrt. Die Induktion von 60 Minuten oxidativem
Stress flhrte zu einer Reduktion des Expressionslevels der sRNAzo um das 0,6-Fache. Der
Vergleich verschiedener Salzkonzentrationen zeigte, dass die SRNA am starksten unter
Niedrigsalzbedingungen von 1,2 M NaCl exprimiert war. Die Expression lag, verglichen
zur Standardsalzkonzentration von 2,1 M, um das 2,6-Fache und, verglichen mit

Hochsalzbedingungen (4 M NaCl), um das 3,6-Fache hoher.

3.2 DIFFERENTIELLES WACHSTUM BEI 42 UND 51°C

In einer friiheren Studie zeigte die sSRNA3, A 120®

einen starken Wachstumsdefekt bei 51°C 800

G

600

(Straub et al., 2009). Zunachst erfolgte die

400

Kletteinheiten

Reproduktion dieses Wachstumsphanotyps.
200

Hierbei konnte ein geringes Wachstumsdefizit

o

50 100 150
Zeit [Stunden]

bei 42°C und ein starkes Wachstumsdefizit,

resultierend in einer stark verlangerten 200

Latenzphase der sRNA-Deletionsmutante bei 300

51°C, beobachtet werden (s. Abbildung 17).

200

Kletteinheiten

100 » =Wt

In einer Northern Blot-Analyse konnten
—4—AsRNA30

allerdings keine Unterschiede im so 100 150

. Zeit [Stunden]
Expressionslevel der sRNA3p nach Wachstum
Abbildung 17: Vergleich des Wachstums des

bei 42 wund 51°C festgestellt werden Elternstamms H26 (Wt) (schwarz) mit der
] ) Deletionsmutante der sRNAso (AsRNAszo) (rot).
(s. Abbildung A2 im Anhang). A. Wachstum bei 42°C. B. Wachstum bei 51°C.

3.3 TRANSKRIPTIONELLE ANALYSE POTENTIELLER ZIELGENE

In einer ersten Studie zur Charakterisierung haloarchaealer sRNAs in H. volcanii wurde
2D-Gelelektrophorese zur Analyse des Proteoms zweier sRNA-Deletionsmutanten
durchgeflhrt (Straub et al., 2009). Hierbei wurde die differentielle Regulation von vier
Proteinen in Wildtyp und H26AsRNAz gezeigt. Desweiteren wurde ein

Transkriptomvergleich von Wildtyp und Deletionsmutante der sRNA3p mittels DNA-
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Mikroarray durchgefiihrt (Babski, unveroffentlichte Daten). Insgesamt wurden vier
funktionell interessante potentielle Zielgene ausgewahlt und mittels Northern Blot
analysiert, um eine mogliche Regulation auf post-transkriptioneller Ebene durch sRNAzg
nachzuweisen. Ausgewahlt wurden das ATP-Bindeprotein eines ABC-Transportsystems
mit dem putativen Substrat Zink (HVO_2398), eine terminale Quinol-Oxidase
(HVO_2027) (2D-Gele), eine Histidin-Kinase (HVO_B0143) und das SBP eines
eisenabhangigen ABC-Transporters (HVO_B0144) (DNA-Mikroarray). Nur fiir das Gen

HVO_2398 konnte ein Signal auf Hohe der annotierten GengréRe bestimmt werden.

Das Gen HVO_2398 besitzt eine Lange von 870 bp und zeigte in Abwesenheit von sRNA3g
eine stark verminderte Expression. Das Gen HVO_2398 ist eines von drei Genen des ABC-
Transportsystems HVO 2397-9 mit einer Gesamtlange von 2967 bp. Im Northern Blot
wurde ein Transkript knapp unterhalb von 3000 bp detektiert (s. Abbildung 18). Dies

weist auf die Exression des ABC-Transportsystems 42°c  51°C
wt A30 wt A30

als polycistronische mRNA, bestehend aus den
Transkripten dieser drei Gene, hin. Aufgrund des Hvo_2397-99 -3 - ":
Wachstumsdefekts von H26AsRNAsp bei 51°C ¥ ¥y

wurde das Transkriptlevel des Operons HVO_2397- 23SrRNA —

99 in Wildtyp und Deletionsmutante sowohl nach

) ) ) ] 16S rRNA =
Wachstum bei 42°C als auch bei 51°C bestimmt. Bei

Abbildung 18: Northern Blot-Analyse
von Wildtyp und AsRNA3 nach

verstarkte Expression des Operons in Abwesenheit Wachstum bei 42°C und 51°C. Es wurde
eine Sonde gegen das Transkript des

von sRNA3zq festgestellt (vgl. Abbildung 18). Gens HVO_2398 verwendet.

beiden Wachstumstemperaturen wurde eine

3.4 TRANSKRIPTOMANALYSE NACH HITZESCHOCK-INDUKTION

Die Wachstumsversuche legten eine Involvierung von sRNA3zp in die Adaptation an hohe
Wachstumstemperaturen nahe. Deshalb wurde eine Transkriptom-Analyse von Wildtyp
und Deletionsmutante der sSRNA3p mittels DNA-Mikroarray nach Hitzeschock fiir 15 min
bei 51°C im Wasserbad durchgefiihrt. Tabelle 41 zeigt eine Ubersicht tiber die in Zwei-
bzw. Dreifachbestimmung regulierten Gene unterteilt in Funktionsklassen. Insgesamt
zeigten nur zwolf Spots eine differentielle Regulation wobei die Gene nur eine um das

2,4-Fache erhohte bzw. das 2,5-Fache verringerte Expression zeigten. Im Stamm ohne
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SRNA3zp war sRNAss schwacher und die beiden sRNA-Gene sRNAzssense und sRNA1g

waren starker exprimiert. Zudem waren einige Gene involviert in Transportvorgdange wie

zum Beispiel ein ABC-Transporter mit dem putativen Substrat Zucker und drei Gene des

Zellmetabolismus reguliert. Desweiteren waren einige Regulator-Proteine und eine

Reihe konservierter hypothetischer Proteine reguliert.

Tabelle 41: Vergleich des Transkriptoms von Wildtyp und Deletionsmutante H26AsRNAso nach 15-
minUtigem Hitzeschock bei 51°C im Wasserbad mittels DNA-Mikroarray. Gezeigt sind die mindestens
zweifach erhdhten bzw. verringerten Transkriptlevel der Spots. Aufgelistet sind die HYO-Nummern, die
Genfunktionen, der Grad der Regulation und die Standardabweichung (s.a.). Es wurden nur regulierte
Gene mit einer Standardabweichung von maximal 40% beriicksichtigt. Zum besseren Uberblick sind Gene
mit erhéhtem Transkriptlevel normal und mit verringertem Transkriptlevel fett gedruckt.

HVO-Nummern Genfunktionen Regulation s.a. [%]
SRNAs
SRNA264 0,4 1
sRNA24 sense 2,2 35
sRNA1o 2,4 19
Transport
HVO_2996 Anionen-Permease 0,4 12
HVO_2031-2 ABC-Typ Transportsystem (putatives Substrat Zucker): SBP 0,5 40
(tsgA12); ATP-bindendes Protein (tsgD12)
HVO_B0194 LppX-Protein Familie 2,1 39
HVO_B0276 Protein der DMT-Superfamilie 2,4 36
Metabolismus
HVO_2995 Ferredoxin (2Fe-2S) 0,4 12
HVO_0541 Aconitat-Hydratase (citB2, acnA) 2,0 29
HVO_B0376 Protein Aldo-Keto-Reduktase-Familie (Oxidoreduktase) 2,1 30
Sonstiges
HVO_0376-8 hypothetische Proteine 0,5 40
HVO_0540 konserviertes hypothetisches Protein 2,0 29
HVO_B0193 Transkriptionsregulator der ArsR-Familie 2,1 39
HVO_B0191-2 konservierte hypothetische Proteine 2,1 39
HVO_B0374-5 konserviertes hypothetisches Protein; Protein der SpoOM- 2,1 30
Familie (Sporulation)
HVO_0632 Sensor-Box Histidin-Kinase 2,1 40
HVO_0266-70 Protein der UPF0395-Familie; Homolog zu den strukturellen 2,2 24
Virus-Proteinen HGPV1-VP2 und HGPV1-VP3; zwei
konservierte hypothetische Proteine
HVO_B0275 konserviertes hypothetisches Protein 2,4 36
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3.5 1D-PROTEOM NACH HITZESCHOCK-INDUKTION

Eine Reihe bakterieller sSRNAs liben ihre regulatorische Funktion tiber direkte Interaktion
mit Proteinen aus. Um mogliche Proteininteraktionspartner von sRNA3zo zu identifizieren
wurde eine 1D-Proteom-Analyse mittels denaturierenden SDS-Gelen durchgefiihrt. Das
Proteom von Wildtyp und sRNA-Deletionsmutante wurde zu unterschiedlichen
Zeitpunkten nach Hitzeschockinduktion (5, 15, 30, 60, 120 und 240 min) verglichen
(s. Abbildung 19).

A 42°C . 51°c B 42°C 1 51°C
1

120 240 I5 15 30 60 120 240
WtAWtAWtAWtAWtAWtAWtA WtAWtAWtAWtAWtAWtAWtA

lgzzmm]% SR

*l =
NPT Y T T T T T

170 —

130-’.’! !‘

tt

100 -

70 =
55 =
25 —

40 —

35 -
15 =

Abbildung 19: Vergleich des Proteoms von Wildtyp (Wt) und H26AsRNA3o (A) nach Hitzeschock mittels
denaturierender SDS-Gelelektrophorese. Aufgetragen wurden Proteinproben beider Stamme vor (42°C)
und nach (51°C) 5, 15, 30, 60, 120 und 240 min Hitzeschockinduktion bei 51°C. Veranderte
Proteinproduktionen bei der Deletionsmutante im Vergleich zum Wildtyp sind in den entsprechenden
Spuren mit einem Rechteck und Pfeil gekennzeichnet. Der GroRenstandard ist jeweils im linken Bereich
der Proteingele gezeigt und in kDa angegeben A. 15%-iges SDS-Gel zur Auftrennung kleiner Proteine.
B. 8%-iges SDS-Gel zur Auftrennung groRerer Proteine.

Zur ldentifikation kleiner Proteine wurde ein 15%-iges (A) und zur ldentifikation
groBerer Proteine ein 8%-iges (B) Acrylamidgel verwendet. Das Proteom in der
Deletionsmutante unterschied sich nur geringfligig von dem des Wildtyps. Zwei
Proteinsignale bei etwa 55 und 65 kDa (A) und bei mehr als 170 kDa (B) zeigten eine
leicht verringerte Proteinproduktion in Abwesenheit der sRNA. In spateren
Wiederholungen des Versuchs konnten diese nicht reproduziert werden.

Um Unterschiede des Proteoms eindeutig dem Fehlen der sRNA3p und deren Bedeutung
bei Adaptation an Hitzeschock zuordnen zu kénnen, wurden in weiteren Versuchen
parallel Kontrollkulturen bei 42°C mitgefiihrt. Hierbei konnten einige Proteinsignale, die
nach Hitzeschock verstarkt exprimiert wurden, und andere Proteinsignale, die nach

Hitzeschock ein verringertes Transkriptlevel aufwiesen, identifiziert werden
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(vgl. Abbildung 20). Unterschiede in der Proteinproduktion zwischen Wildtyp und
Deletionsmutante der sRNAzo konnten jedoch weder bei 42 noch bei 51°C ausgemacht
werden. Der Hitzeschock selbst flihrte jedoch zu einer erhéhten Proteinproduktion einer
Reihe von Proteinsignalen. Da es sich bei den beobachteten Veranderungen des
Proteoms der sRNA-Deletionsmutante im Vergleich zum Wildtyp nur um Artefakte

handelte, wurde die Charakterisierung von sRNA3p nicht weiter verfolgt.

0 30 60 150 270 1320

42 51 42 51 42 51 42 51 42 51 42 51
Wt A Wt A Wt A Wt A Wt A WtA Wt A Wt A Wt A WtA Wt A Wt A

Abbildung 20: Vergleich des Proteoms von Wildtyp (Wt) und H26AsRNAsz (A) vor und nach
Hitzeschockinduktion mittels denaturierender SDS-Gelelektrophorese (8%-ig). Aufgetragen wurden
Proteinproben beider Stamme 0, 30, 60, 150, 270 und 1320 min nach Hitzeschockinduktion von 51°C
(51). Als Kontrolle wurden Proteinproben beider Stamme, die parallel bei 42°C kultiviert wurden,
aufgetragen (42). Verdanderte Proteinproduktionen in den bei 51°C geschockten Proben sind durch
Rechtecke hervorgehoben.
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4. SRNA132 UND PUTATIVE ZIELGENE

4.1 IN siLcO-ANALYSEN VON SRNA132 UND HVO_A0477-80

Wichtige Nukleotidsequenzen fiir den Interaktionsbereich oder die Struktur von sRNAs
sind oftmals weniger von Mutationen betroffen. Konservierungen von Sequenz und

Struktur einer sSRNA kdnnen so einen wichtigen Hinweis auf ihre Funktionsweise geben.

4.1.1 Konservierung von sRNAi13; und den Genclustern HVO_A0477-80 und
HVO_2375-8

Die Sequenzkonservierung der Gene von sRNAi3z; und von beiden ABC-
Transportsystemen wurde durch einen , Nucleotide BLAST” mit der Datenbank NCBI
(Johnson et al., 2008) ermittelt (s. I11.6.1). Fur die SRNA und das Operon HVO_A477-
80 wurden die durch cr-RT-PCR ermittelten Enden fiir die Suchanfrage verwendet. Im
Laufe der Arbeit wurde das zweite ABC-Transportsystem fiir anorganisches Phosphat
HVO_2375-8 als potentielles Ziel von sRNAi3, identifiziert. Fir das Gencluster
HVO _2375-8 wurde die in der Datenbank HaloLex annotierte Sequenz, die alle vier
Gene umspannt, eingesetzt. Die Konservierungen wurden mit 112 Genomsequenzen
(,Draft Genomes”) der Ordnung Halobacteriales (taxid:2235) abgeglichen.
Ausgewertet wurden ausschlieBlich hoch konservierte Sequenzen mit einer ,,Query

Cover” von mindestens 90% und einer Sequenzidentitat von mindestens 75%.

sRNA132 war in zwolf Haloferax Spezies mit einer Sequenzidentitat von mehr als 90%
hoch konserviert. Abbildung 21 zeigt die Konservierung der sRNA, grafisch dargestellt

mit dem Programm SeaView 4.6.1 (Gouy et al., 2010).
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Abbildung 21: Konservierung der sRNA132 ermittelt durch ,Nucleotide BLAST“ mit dem Server NCBI.
Die Darstellung erfolgte mit dem Programm SeaView. Die sSRNA ist in zwolf Haloferax Spezies mit einer
Sequenzidentitdt von mehr als 90% konserviert. Farblich markiert sind die vier Nukleotide: gelb: G;
blau: T; griin: C; rot: A

In Tabelle 42 sind alle Arten, in denen das Gen der sRNAi13; und die Gencluster
HVO_A0477-80 und HVO_2375-8 konserviert waren, gezeigt. Alle drei Gensequenzen
zeigten ausschliefllich in Haloferax Arten eine hohe Sequenzkonservierung. Die
konservierten Arten waren fir die drei analysierten Gensequenzen sehr dhnlich. In
allen zwolf Arten in denen die Gensequenz der sRNA13> konserviert war, war
mindestens eines der beiden Gencluster ebenfalls konserviert. Das Gencluster
HVO_A0477-80 war in 16 und das Gencluster HYO_2375-8 in 15 Arten der Gattung
Haloferax konserviert. In den Arten H. mediterranei, H. sp. ATB1 und H. mucosum
waren ausschlieRlich die ABC-Transporter, nicht jedoch sRNA13; hoch konserviert. In
H. sulforinitis waren nur sRNAis; und das ABC-Transportsystem HVO_2375-8
konserviert. Die genetische Lokalisation von sRNA13; war mit einer Sequenzidentitat
von mindestens 90% in acht Arten konserviert (s. Tabelle 42). Hierzu wurde die

Sequenzkonservierung des Genbereichs des stromabwarts der sSRNA gelegenen Gens
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HVO_1405 bis zum Genende des stromaufwartsgelegenen Gens HVO_1406

analysiert.

Tabelle 42: Auflistung aller Arten, bei denen die Gensequenzen der sRNA13, oder mindestens eines
der Gencluster HVO_A0477-80, HVO_2375-8 konserviert waren. Sequenzkonservierungen wurden
mittels Nucleotide Blast der Datenbank NCBI identifiziert. War die Gensequenz in der Art konserviert
wurde eine 1 und falls nicht eine 0 vergeben. Der Konservierungsgrad entspricht der Anzahl der in der
entsprechenden Art konservierten Gensequenzen (1-3). *Sequenzkonservierung der genetischen
Lokalisation der sRNA132.

Art SRNA13 HVO_A0477-80 HVO_2375-8 Konservierungsgrad

*H. volcanii 1 1 1 3
*H. sp. BAB2207 1 1 1 3
H. gibbonsii 1 1 1 3
H. alexandrinus WGS 1 1 1 3
*H. lucentense 1 1 1 3
H. prahovense 1 1 1 3
*H. alexandrinus JCM 1 1 1 3
*H. denitrificans 1 1 1 3
*H. sp. ATCC_BAA-644 1 1 1 3
*H. sp. ATCC_BAA-645 1 1 1 3
*H. sp. ATCC_BAA-646 1 1 1 3
H. mediterranei 0 1 1 2
H. sp. ATB1 0 1 1 2
H. mucosum 0 1 1 2
H. sulfurifontis 1 0 1 2
H. larsenii 0 1 0 1
H. elongans 0 1 0 1

4.1.2 Sequenz und vorhergesagte Faltung der sRNA13;

Die Strukturkonservierung wurde mit dem Programm LocARNA (Will et al., 2012) der
Universitat Freiburg durchgefihrt. Hierzu wurden die Nukleotidsequenzen der
sRNA13; aller zwolf konservierten Arten (vgl. IV.4.1.1) in das Programm LocARNA (Will
et al., 2012) eingegeben und die Strukturkonservierung ermittelt (s. l1l.6.2 und
Abbildung 22). Hervorgehoben ist die putative Bindestelle am 3‘-Ende der sRNA13;.
Diese ist bis auf eine Basenfehlpaarung liber 20 nt komplementar zur 3-UTR des
Operons HVO _A0477-80. Die Bindestelle befindet sich zum GrofSteil innerhalb des

doppelstrangigen Bereichs einer Haarnadel-Struktur.
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Abbildung 22: Konservierte Struktur der
sRNA13> ermittelt mit dem Programm
LocARNA der Universitat Freiburg. Die
potentielle Binderegion der SRNA,
komplementdr zur 3‘-UTR des Operons
HVO_A0477-80, ist mit einem Rechteck
hervorgehoben. Der Farbton steht fiir die
Anzahl (C-G, G-C, A-U, U-A, G-U, U-G)
unterschiedlicher Basenpaare und gibt den
Grad der Sequenzkonservierung an (1-6:
rot: 1; gelb: 2; griin: 3; hellblau: 4; blau:5;
lila: 6).

4.2 MECHANISMEN DER PHOSPHATABHANGIGEN REGULATION

Das Operon HVO_A0477-80 ist als ABC-Transporter mit dem putativen Substrat
Phosphat annotiert. In einer vorherigen Arbeit konnte bereits die phosphatabhingige
Expression des Operons HVO_A0477-80 und der sRNA13; bei Phosphatkonzentrationen

zwischen 0 und 1 mM gezeigt werden (Kliemt, 2014[Masterarbeit]).

4.2.1 Regulation von sRNA13> und des ABC-Transporters HVO_A0477-80

In dieser Arbeit wurde die Phosphatabhangigkeit des Operons HVO_A0477-80 und
der sRNA13; Giberprift. Die Phosphatabhangigkeit konnte bestatigt werden und fiir
ein breiteres Spektrum an Phosphatkonzentrationen (0 bis 5 mM) gezeigt werden

(s. Abbildung 23). Bei 0 mM Phosphat war die Expression des Operons am starksten.

Das Transkriptlevel des 0 00301 02 03 1 3 5 mM P,

Operons nahm bis zu einer | # s s oo " = HVO_A0477-80

Phosphatkonzentration  von = SRNA;;,

0,2mM etwa um das

i = 23S rRNA
Dreifache ab. Das

Transkriptlevel des Operons = 165 rRNA

Abbildung 23: Northern Blot-Analyse des Wildtyps zur
Detektion der Transkripte von HVO_A0480 und sRNA13; bei
bei einer Phosphatkonzentrationen von 0 bis 5 mM. Die RNA wurde aus

exponentiellen Zellen isoliert. Als Kontrolle sind die 23S und
Phosphatkonzentration ~ von 16S rRNA gezeigt.
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5mM mit einer Neunfach geringeren Expression im Vergleich zu 0 mM sein
Minimum. Von 0,2 auf 0,3 mM Phosphat war ein starker Abfall des Transkriptlevels
der sRNA132 um das Fiinffache zu beobachten. Zwischen 0,3 und 5 mM konnte ein
relativ konstantes Transkriptlevel beobachtet werden.

In einer weiteren Northern Blot-Analyse wurden die Transkriptlevel des Operons und
der sRNA13; in Wildtyp und sRNA-Deletionsmutante bei Phosphatkonzentrationen
zwischen 0 und 5 mM verglichen (s. Abbildung 24). In der sRNA-Deletionsmutante
konnte zwischen 0 und 0,1 mM Phosphat kein Unterschied im Expressionlevel des
Operons beobachtet werden. Das Signal befindet sich in diesem Bereich vermutlich
bereits in der Sattigung. Zwischen 0 und 0,1 mM Phosphat war das Transkriptlevel

des ABC- Wt A132
Transportsystems im

© OO0 O -wmo oo o = mMP,

Wildtyp im Vergleich zur ————————— — — —

sRNA-Deletionsmutante = HVO_A0477-80

sehr ahnlich bis leicht - SRNA,5,

erhoht. Bei Phosphat- —
o - 23S rRNA

konzentrationen von 0,3
bis 5mM konnte in = 16S rRNA

Abwesenheit der sRNA Abbildung 24: Northern Blot-Analyse von Wildtyp und
Deletionsmutante der sRNA132 zum Vergleich der Transkriptlevel von
keine  Expression des Hvo A0480 und sRNAis bei Phosphatkonzentrationen von 0 bis
5mM. Die RNA wurde aus exponentiellen Zellen isoliert. Als

Operons BEMESSEN  yontrolle sind die 235 und 165 rRNA gezeigt.

werden. Im Wildtyp hingegen wurde der ABC-Transporter bei Phosphat-

konzentrationen oberhalb von 0,3 mM detektiert.

4.2.2 Induktions-Kinetik nach Phosphatentzug

Bei einer Phosphatkonzentration von O mM ist das Transkript des Operons
HVO_A0477-80 und der sRNA13; im Wildtyp maximal exprimiert. In Abwesenheit der
SRNA ist die Expression des Operons nur ein Drittel so stark. Um die Involvierung der
sRNA an die Adaptation an phosphatlimitierende Bedingungen zu tGberpriifen, wurde

den Zellen Phosphat entzogen.
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Exponentielle Zellen von Wildtyp H26 und H26AsRNA13; kultiviert in synthetischem
Medium mit 1 mM Phosphat wurden zweimal in Medium ohne Phosphatquelle
gewaschen und anschlieRend in diesem Medium inkubiert. Zusatzlich wurde eine
Kontrollkultur bei 1 mM Phosphat mitgefiihrt. Diese Kultur wurde in Medium versetzt
mit 1 mM Phosphat gewaschen. Eine Induktion der Expression des Operons durch
den Phosphatentzug in An- und Abwesenheit der sRNA wurde direkt nach 0, 5, 15, 60
und 180 min Uberprift (s. Abbildung 25). In Anwesenheit der sRNA132 wurde das
Operon vor dem Phosphatentzug detektiert. Direkt nach dem Phosphatentzug
konnte zunachst weder in der Kontrollkultur, noch in der Versuchskultur die
Expression des Operons gemessen werden. Nach 5 min konnte eine Induktion der
Expression des Operons in beiden Kulturen beobachtet werden. Ohne
Phosphatquelle stieg das Transkriptlevel des Operons bis auf 180 min hin an. In der
Kontrollkultur wurde das maximale Transkriptlevel bereits nach 15 min erreicht und
sank danach wieder ab. Die Induktion des ABC-Transportsystems, trotz des Waschens
in  Anwesenheit von \a.

Phosphat, ist auf eine Vvor 0 5 15 60 180

1 1010101010 mM P;

kurzzeitige
= 6000 nt

- HVO_A0477-80
= 5000 nt

Unterversorgung  mit

Phosphat wahrend der

. . . = SRNA;3,

Zentrifugationsschritte

. . — 23S
zuriickzufihren. Nach
180 min  konnte bei - 16S
einer langeren
Belichtungszeit nur = 6000 nt

- = HVO_A0477-80

noch eine sehr geringe = 5000 nt

Transkriptmenge - 23S

detektiert werden -_16S

(Daten nicht gezeigt). In Abbildung 25: Northern Blot-Analyse zu verschiedenen Zeitpunkten

nach Phosphatentzug. Gezeigt sind Proben vor dem Phosphatenzug
(vor), Proben einer Kontrollkultur inkubiert bei 1 mM Phosphat (1) und
sRNA132 erfolgte in der Proben der Versuchskultur (0) nach 0, 5, 15, 60 und 180 min
Phosphatentzug. Im Wildtyp (Wt) wurde eine zweifache Sonde gegen
Kontrollkultur auch HVO_A0480 und die sRNA1; verwendet. In der sRNA-
Deletionsmutante (A132) eine Sonde gegen HVO_A0480. Als
nach extrem langer [adekontrollen sind jeweils die 23S und 16S rRNA gezeigt.
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Belichtungszeit keine Expression des Operons. In der Versuchskultur konnte nach
Phosphatentzug zunachst keine Induktion des Operons beobachtet werden. Erst nach
60 min konnte ein Transkript des Operons beobachtet werden, dies stieg nach

180 min nochmals deutlich an.

Das Transkriptlevel der sRNAi32 in der Kontrollkultur stieg direkt nach dem
Waschvorgang kurzzeitig an. Sank dann jedoch leicht ab, bis es nach 180 min nahezu
Null erreichte. Das Transkriptlevel der sRNA in der Versuchskultur blieb nach dem
Phosphatentzug zunachst nahezu gleich. Nach 15 min wurde jedoch eine leichte
Induktion der sRNA beobachtet, die nach 180 min in etwa auf das Flinffache
verglichen mit dem Transkriptlevel vor dem Phosphatentzug anstieg (vgl. Abbildung

25).

Durch den direkten Vergleich der Kinetik des Phosphatentzugs von Wildtyp und
sRNA-Deletionsmutante sollte der Zeitpunkt, zu dem der Unterschied im
Transkriptlevel des Operons in beiden Kulturen maximal wurde, ermittelt werden
(s. Abbildung 26). Der kurzzeitige Verlust des Transkriptes des ABC-Transportsystems
ist auf den Wachvorgang zuriickzufihren. In Abwesenheit der sRNA13; wurde eine
schwache Induktion des Operons gemessen, die nach 180 min ihr Maximum erreichte
und bis auf Wildtyp-Niveau anstieg. In Anwesenheit der sSRNA hingegen wurde das
Transkript des Operons HVO_A0477-80 deutlich starker induziert. Bereits direkt nach
Phosphatentzug konnte eine leichte Induktion des Transkriptes des ABC-Transporters
beobachtet werden. Nach fiinf Minuten Uberstieg das Transkriptlevel des Operons
bereits dessen Transkriptlevel vor der Induktion. Der Unterschied im Transkriptlevel
des Operons zwischen Wildtyp und sRNA-Deletionsmutante wurde nach 30 min

maximal (s. Abbildung 26 und A3 im Anhang).

102



Ergebnisse

ImM 0 5 15 30 45 60 75 90 120 180 23h
Wt AWtAWtA Wt AWt AWtAWtA WtAWtAWtAWtAWtA
== HVO_A0477-80

— : -— . \
= 23S
= 16S

Abbildung 26: Induktionskinetik von HVO_A0477-80 in Wildtyp (Wt) und Deletionsmutante der
sRNA132 (A) nach Phosphatentzug. Gezeigt sind Proben vor dem Phosphatenzug (1 mM) und nach O,
5, 15, 30, 45, 60, 75, 90, 120 und 180 min und 23 Stunden Phosphatentzug. Als Ladekontrollen sind
jeweils die 23S und 16S rRNA gezeigt. Rechteck: Zeitpunkt zu dem der Unterschied im Transkriptlevel
in Wildtyp und Deletionsmutante maximal war.

—- - ‘

4.2.3 Zellmorphologie unter Phosphatiiberschuss

Vor dem Phosphatentzug und zu allen Zeitpunkten danach wurde eine
mikroskopische Kontrolle der Proben durchgefiihrt. Sowohl die Zellen des Wildtyps,
als auch die Zellen der Deletionsmutante der sRNAi3> zeigten ein kokkales

Erscheinungsbild (s. Abbildung A4 im

Wt A132
Anhang). Nach Wachstum mit 5 mM 3 : =1 [ o b
Phosphat konnte in der exponentiellen ' 3
Wachstumsphase eine - : 5 \' " : 1’
Zellverlangerung der SRNA- | . Sk : ,:( L .*'-.':""':

Deletionsmutante im Gegensatz zum Abbildung 27: Lichtmikroskopie von Wildtyp (Wt)

und Deletionsmutante der sRNAiz2 (A132) in
synthetischem Medium mit 5 mM Phosphat in der
(s. Abbildung 27). exponentiellen Wachstumsphase.

Wildtyp beobachtet werden

4.2.4 In vivo-Nachweis der Bindung von sRNA13; an die 3-UTR von HVO_A0477-
80

Zum Nachweis der Regulation von sRNA13; tber die Bindung der 3-UTR des Operons
HVO _A0477-80 wurden die Reportergenkonstrukte pJB21 und pJKO3 verwendet
(Babski[Dissertation], 2013; Kliemt[Masterthesis], 2014). Beide
Reportergenkonstrukte sind Derivate des Plasmids pMB1-Ncol. Bei dem Konstrukt
pJB21 ist die native 3-UTR des Operons HVO _A0477-80 stromabwarts der dhfr
inseriert. Das Konstrukt pJKO3 tragt ebenfalls die 3-UTR, jedoch mit einer Deletion

von 18 nt der sRNA-Bindestelle.
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In dieser Arbeit sollte der in vivo-Nachweis der sRNA-Regulation (iber die direkte
Bindung an die 3-UTR des Operons HVO_A0477-80 erfolgen. Zudem sollte diese
Regulation durch Mutation der sRNA-Bindestelle wieder aufgehoben werden. Die
vorhergehenden Reportergenversuche wurden nach Wachstum in Medium mit
0,3 mM Phosphat durchgefiihrt (Kliemt[Masterthesis], 2014). Im Gegensatz dazu
wurden die Reportergenversuche in dieser Arbeit nach einem 30-minltigen
Phosphatentzug durchgefiihrt. Diese Bedingungen wurden gewahlt, da hierbei der
Unterschied des Transkriptlevels des Operons in Wildtyp verglichen mit der
Deletionsmutante maximal war. In der Northern Blot-Analyse wurden die
Transkriptlevel der in den Enzymtest eingesetzten Proben bestimmt (s. Abbildung
28). Auf dem Kontrollplasmid pNP10 ist keine dhfr kodiert, dementsprechend wurde
kein dhfr-Transkript detektiert. In Proben der Stamme transformiert mit dem
Kontrollplasmid pMB1 wurde ein Transkript bei etwa 500 nt detektiert. Fir das
Reportergenkonstrukt pJB21 wurde ein um die 3‘-UTR verlangertes Transkript bei
etwa 650nt detektiert. Bei den in Mehrfachbestimmung durchgefiihrten

Reportergenassays konnte keine einheitliche Regulation gemessen werden (Daten

nicht gezeigt). Es ware eine verringerte wt A132
Ny AN N D
Transkriptmenge der dhfr im Konstrukt \‘bq'w“‘b N @q'@% &
A S R S I S )
pJB21 und somit eine Destabilisierung A
o — = HVO_A0477-80
des dhfr-Transkriptes mit 3‘-UTR zu -

erwarten gewesen. Auch die An- bzw. B
Abwesenheit der sRNA hatte keinen

| dhfr
Einfluss auf die Stabilitat des dhfr-
Transkriptes mit 3‘-UTR (Daten nicht —— ot s s [PEXS

gezeigt). Bei einem positiven =165

regulatorischen Einﬂuss der SRNA132 auf Abblldung 28: Northern BIot-AnaIyse der RNA-
Proben fir den Reportergenassay entnommen

die 3-UTR des Operons HVO_A0477-80 nach 30-minitigem Phosphatentzug. Gezeigt sind

. ] . ] Proben des Wildtyps (Wt) und der sRNA-
wadre eine erhohte Transkriptmenge der peletionsmutante (4132), jeweils transformiert

. . ) ., mit dem Plasmid pJB21, pMB1 oder pNP10. A. Mit
dhfr im Wildtypstamm mit dem Plasmid einer Sonde gegen das Gen HVO_A0480 wurde das

Transkript des Operons HVO_A0477-80 detektiert.
B. Sonde gegen das Transkript der dhfr. Die GrofRen

Deletionsmutante 72U erwarten entsprechen dem Transkript der dhfr mit (pJB21)
und ohne 3‘-UTR (pMB1). C. Ladekontrolle 16 und

gewesen. Desweiteren wurde die 23SrRNA.

pJB21 im Vergleich zur
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Enzymaktivitat und Translationseffizienz der DHFR bestimmt und in den Stammen
transformiert mit den verschiedenen Plasmiden ohne 3-UTR, mit artifizieller 3-UTR
und mit mutierter 3-UTR verglichen. Mit 3‘-UTR wurden in unabhdngigen
Experimenten in Abwesenheit der sRNA sowohl verringerte als auch erhoéhte
spezifische Enzymaktivitaiten und auch Translationseffizienzen im Vergleich zum
Wildtyp gemessen (Daten nicht gezeigt).

Das Transkript des Operons HVO_A0477-80 wurde bei den beiden
Kontrollkonstrukten pMB1 und pNP10 in An-, jedoch nicht in Abwesenheit der sRNA
detektiert (s. Abbildung 28). Interessanterweise fehlte es in Anwesenheit der sRNA
auch im Wildtyp-Stamm transformiert mit dem Reportergenkonstrukt pJB21,
welches die native 3-UTR des Operons kodiert. In weiteren Versuchen mit dem
Reportergenkonstrukt pJKO3, welches die 3-UTR mit deletierter sRNA-Bindestelle
kodiert, wurde wiederum das Transkript des Operons gemessen (s. Abbildung A5 im
Anhang). Zudem wurde eine Sonde gegen die sRNA13; verwendet. Hierbei konnte die
sRNA in allen Wildtyp-Stammen, auller dem Stamm, der die Plasmid-kodierte native
3‘-UTR des Operons enthielt (pJB21), nachgewiesen werden.

Um diesen Effekt zu Uberprifen und ein Problem mit dem verwendeten Wildtyp-
Stamm auszuschlieBen, wurden die Konstrukte pJB21 und pMB1 erneut
transformiert. RNA-Proben wurden vor der Transformation und nach der
Transformation entnommen und in der Northern Blot-Analyse verglichen. Hierbei
wurde sowohl im Stamm mit dem Reportergenkonstrukt pJB21, welches die native
3-UTR enthielt, als auch bei der Kontrolle pMB1 das Transkript des Operons
detektiert (s. Abbildung A6 im Anhang). Im Gegensatz zum Reportergenassay wurden
die RNA-Proben nicht nach 30-miniitigem Phosphatentzug, sondern nach Wachstum
bei 1 mM Phosphat entnommen. Unter dieser Bedingung wurde der regulatorische
Einfluss der sRNA zwar ebenfalls gezeigt, der Unterschied im Transkriptlevel des
Operons in An- bzw. Abwesenheit der sSRNA war jedoch geringer als nach dem 30-

minitigen Phosphatentzug (s. IV.4.2.1 und IV.4.2.2).

4.3 IDENTIFIKATION DES PHOSPHO-REGULONS MITTELS DNA-MIKROARRAY

Zur ldentifikation eines Phospho-Regulons in Abhangigkeit der sRNA13, wurde das

Transkriptom von Wildtyp und sRNA-Deletionsmutante nach 30-minitigem
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Phosphatentzug mittels DNA-Mikroarray verglichen. Dieser Zeitpunkt wurde gewahlt,
da hierbei die Regulation des Operons HVO_A0477-80 durch sRNA13; am starksten war
(vgl. 4.2.2). Der Mikroarray wurde in Vierfachbestimmung durchgefiihrt. Ausgewertet
wurden Spots, die in mindestens zwei Mikroarrays differentiell reguliert waren. In das
Cluster regulierter Gene wurden Spots aufgenommen, deren Transkriptlevel mindestens
um den Faktor zwei erhéht bzw. erniedrigt waren. Tabelle 43 und 44 zeigen die
Gencluster regulierter Spots. Spots, deren Gene in mehrere Funktionsklassen unterteilt
werden konnten, wurden mehrfach aufgefiihrt und die entsprechenden Gene
hervorgehoben. Insgesamt war das Transkriptlevel von 28 Spots um das 2- bis 4,3-Fache
erhoht (s. Tabelle 43). Diesen Spots wurden eine Reihe regulatorischer Proteine, unter
anderem vier Zinkfinger Proteine und ein Transkriptionsregulator der ArsR-Familie
zugeordnet. Insgesamt war das Transkriptlevel von finf sRNA-Genen erhoht: die
intergenen sRNAs sRNA3os, SRNA4sag und sRNAp12 und die asRNAs asRNAsg und asRNA11,.
Zu den Stoffwechselenzymen mit erhéhtem Transkriptlevel gehorten eine Glycerol-3-
Phosphat- und eine Glycerol-1-Phosphat-Dehydrogenase. Zudem waren die
Transkriptlevel von sechs Spots mit Genen fiir ABC-Transporter, einige

Transmembranproteine und ein S-Layer Glycoprotein erhéht.

In Tabelle 44 ist das Cluster aller Gene, deren Transkriptlevel in der sRNA-
Deletionsmutante mindestens zweifach verringert waren, aufgefihrt. Insgesamt zeigten
19 Spots in Abwesenheit der sSRNA verringerte Transkriptlevel. In der Deletionsmutante
erfolgte keine Expression des Transkriptes der sRNA13;, deren Transkriptlevel um den
Faktor 20 verringert war und somit nahe der Hintergrund-Aktivitat lag. Die Ergebnisse
bestdtigten zudem die stark verminderte Expression des Transkriptes des Operons
HVO_A0477-80. Die entsprechenden drei Spots gehorten zu den am starksten
regulierten Spots und waren 2,5- bis mehr als 8-fach verringert. Desweiteren wurden
verringerte Transkriptlevel von sechs Spots bestehend aus Genen, die fir
Transmembran- und Transportproteine kodieren, gemessen. Dazu gehorte das SBP
eines ABC-Transporters mit dem putativen Substrat Glycerol-3-Phosphat. Zudem war
das Transkriptlevel des zweiten ABC-Transportsystem HVO_2375-8 von H. volcanii mit
dem putativen Substrat Phosphat um den Faktor zwei verringert. Zu den beiden

Transkriptionsregulatoren mit  verringerter  Transkriptmenge gehorten der
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Transkriptionsfaktor tfb12 und das homolog zum Transkriptionsregulator phoU2,
welcher die Phosphataufnahme reguliert. Die putativen Gene kodierend fiir Proteine zur
Regulation der Phosphataufnahme phoU1 und phoU2 waren nur teilweise und die
Regulatoren phoU3 und phoU4 gar nicht auf den Mikroarray gedruckt. Zu den acht Spots
involviert in den Zellmetabolismus, die in der sRNA-Deletionsmutante verringerte

Transkriptlevel aufwiesen, gehorte eine  Polyphosphatkinase und eine

Glycerolphosphodiesterase.

Tabelle 43: Vergleich des Transkriptoms von Wildtyp und Deletionsmutante der sRNA13; nach 30-
minUtigem Phosphatentzug mittels DNA-Mikroarray. In der sSRNA-Deletionsmutante mindestens um den
Faktor zwei erhohte Spots. Gezeigt sind die HVO-Nummern, die Genfunktionen und der Grad der
Regulation. Die Arrays wurden in Vierfach Bestimmung durchgefihrt.

HVO-Nr. Genfunktion(en) Regulation
Regulatoren
HVO_B0191-94 2x kons. hyp. Prot./ Transkriptionsregulator der ArsR Familie (HTH- 4,12
Motiv)/ LppX-Domane Protein (Lipoprotein)
HVO_1359 kleines CPxCG-Zinkfinger Protein 2,77
HVO_2704-06 DUF1628 Domdne Protein (Transmembranrotein)/ kons. hyp. Prot./ 2,28
Translationsinitiationsfaktor alF-2B-6 Untereinheit
HVO_2805 A kleines CPxCG-Zinkfinger Protein 2,18
HVO_A0260-61 ISH5 Transposase ISHvo11/ ISH14 Transposase HfIRS9 (nicht 2,18
funktionell)/ HTH-Domaéne Protein
HVO_2901 kleines CPxCG-Zinkfinger Protein 2,16
HVO_0416 kleines CPxCG-Zinkfinger Protein 2,14
HVO_2034-35 ABC-Transportsystem (putatives Substrat Zucker): Permease (tsgC12)/ 2,09
Transkriptionsregulator der TrmB-Familie (maltosespezifischer
Repressor))
HVO_2970-74 Transkriptionsregulator der TrmB-Familie (maltosespezifischer 2,02
Repressor))/ 3x kons. hyp. Prot./ Cupin2-Superfamilie Fass-Domane
Protein
sRNAs
HVO_1355s SRNA30s 3,66
asHVO_A0008 sRNAss (Antisense zu 1S1341-type transposase ISHvo19) 2,37
HVO_1726s SRNA4s 2,17
asHVO_A0251 asRNA112 (Antisense zu HTH Domaéne Protein) 2,04
HVO_2806s SRNA;12 2,01
Stoffwechsel
HVO_A0470-71 Glyoxalase-Domaéne Protein/ Protein mit a/p Hydrolasefaltung 2,55
HVO_B0205-06 Laccase (Oxidoreduktase) (IccA)/ kons. hyp. Prot. 2,48
HVO_A0269 Glycerol-3-Phosphat-Dehydrogenase (Untereinheit A) (g/pA2) 2,16
HVO_0822-23 Glycerol-1-Phosphat-Dehydrogenase (NAD(P+)) (g/dA)/ Protein der 2,06

DUF420-Familie (Transmembranprotein)

107



Ergebnisse

HVO-Nr. Genfunktion(en) Regulation

Zellmembran/ Transport

HVO_2704-06 DUF1628-Domane Protein (Transmembranprotein)/ kons. hyp. Prot./ 2,28
Translationsinitiationsfaktor alF-2B-6 Untereinheit

HVO_2072 S-Layer Glycoprotein (csg) 2,17

HVO_2125-26 ABC-Transportsystem (putatives Substrat Dipeptid/Ologopeptid): 2,13
Permease (dppB4)/ SBP (dppA4)

HVO_2034-35 ABC-Transportsystem (putatives Substrat Zucker): Permease 2,09
(tsgC12)/ Transkriptionsregulator der TrmB-Familie
(maltosespezifischer Repressor))

HVO_0822-23 Glycerol-1-Phosphat-Dehydrogenase (NAD(P+)) (g/dA)/ Protein der 2,06
DUF420-Familie (Transmembranprotein)

HVO_2970-74 Transkriptionsregulator der TrmB-Familie (maltosespezifischer 2,02
Repressor))/ 3x kons. hyp. Prot./ Cupin2-Superfamilie Fass-Domine
Protein

Sonstiges

HVO_1026_R 7S RNA Signalerkennungspartikel 4,25

nicht gefunden 436-D01 2,55

HVO_1431-33 Homolog zu strukturellem Virus-Protein HRPV1-VP4/ -VP3/ 2,26
Homolog zu pHK2-ORF2

nicht gefunden 436-B04 2,18

HVO_A0260-61 ISH5 Transposase ISHvo11/ ISH14 Transposase HfIRS9 (nicht 2,18
funktionell)/ HTH-Domane Protein

nicht gefunden 457-A05 2,13

nicht gefunden 448-E09 2,09

HVO_1730 23S rRNA 2,05

nicht gefunden 446-B09 2,00

Tabelle 44: Vergleich des Transkriptoms von Wildtyp und Deletionsmutante der sRNA132 nach 30-
minUtigem Phosphatentzug mittels DNA-Mikroarray. In der sRNA-Deletionsmutante mindestens um den
Faktor zwei erniedrigte Spots. Gezeigt sind die HYO-Nummern, die Genfunktionen und der Grad der
Regulation. Die Arrays wurden in Vierfachbestimmung durchgefiihrt.

HVO-Nr. Genfunktion(en) Regulation
Regulatoren
HVO_A0098/ Translationsinitiationsfaktor TFB (tfb12)/ ISHwal6 Transposase 0,43
HVO_A0100 ISHvo16
HVO_2374-75 Homolog zu Transkriptionsregulator zur Phosphataufnahme (phoU2)/ 0,50
ABC- Transporter: SBP (pstS1)
sRNAs
HVO_1405s sRNA13> 0,05

Zellmembran/ Transport

HVO_A0476-77  kons. hyp. Prot./ ABC-Transporter (putatives Substrat Phosphat): SBP 0,12
(pstS2)

ABC-Transporter (putatives Substrat Phosphat): SBP (pstS2)/ 0,29
Permease (pstC2)

tRNA (Pseudouridine(54)-N(1))-Methyltransferase (trmY) / tRNA-Pro/ 0,39
ABC-Transporter: SBP

ABC-Transporter (putatives Substrat Phosphat): Permease (pstA2)/ 0,42
ATP-Bindeprotein (pstB2)

HVO_A0477-78
HVO_1989-91

HVO_A0479-80
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HVO-Nr. Genfunktion(en) Regulation

HVO_B0291-92 Glycerolphosphodiesterase (glpQ2, ugpQ2)/ ABC-Transporter 0,44
(putatives Substrat Glycerol-3-Phosphat): SBP (ugpB)

HVO_B0377-79  Protein der FemAB-Familie (Peptidoglycan Biosynthese - Transfer von 0,46
Aminoacyl-Gruppen)/ putative Oxidoreduktase der PPOX-Familie/
Transportprotein der SSSF Familie (Transmembran Transport)

HVO_0899-901 ABC-Transporter (putatives Substrat verzweigt-kettige Aminosduren): 0,47
SBP (livJ1)/ Permease (livH1)/ Permease (livM1)

HVO_B0219-22  ABC-Transporter (putatives Substrat verzweigt-kettige Aminosauren): 0,48
Permease (livM6)/ ATP-Bindeprotein (livG6)/ ATP-Bindeprotein
(livF6)/ Proteinkinase-Domane Protein

HVO_2374-75 Homolog zu Transkriptionsregulator zur Phosphataufnahme (phoU2)/ 0,50
ABC- Transporter: SBP (pstS1)

Stoffwechsel

HVO_1989-91 tRNA (Pseudouridine(54)-N(1))-Methyltransferase (trmY) / tRNA-Pro/ 0,39
ABC-Transporter: SBP

HVO_1650 Polyphosphatkinase (ppk1) 0,44

HVO_B0291-92  Glycerolphosphodiesterase (glpQ2, ugpQ2)/ ABC-Transporter 0,44
(putatives Substrat Glycerol-3-Phosphat): SBP (ugpB)

HVO_0209-11 Glutaryl-CoA-Dehydrogenase (acd1) /kons. hyp. Prot./ Ferredoxin 0,45
(3Fe-4S)(4Fe-4S), Zink-bindend (ferB1)

HVO_0452-54 Leucin-tRNA Ligase (leuS)/ kons. hyp. Prot./ Alanin-Dehydrogenase 0,45
(alanine <-> pyruvate) (ala)

HVO_B0377-79  Protein der FemAB-Familie (Peptidoglycan Biosynthese - Transfer von 0,46
Aminoacyl-Gruppen)/ putative Oxidoreduktase der PPOX-Familie/
Transportprotein der SSSF Familie (Transmembran Transport)

HVO_2948 Phenylalanin-tRNA Ligase a-Untereinheit (pheS) 0,47

HVO_B0219-22  ABC-Transporter (putatives Substrat verzweigt-kettige Aminosduren): 0,48
Permease (livM6)/ ATP-Bindeprotein (livG6)/ ATP-Bindeprotein (livF6)/
Proteinkinase-Domaéne Protein

Sonstiges

nicht gefunden 449-C03 0,13

nicht gefunden 446-A02 0,43

nicht gefunden 446-A03 0,43

HVO_0209-11 Glutaryl-CoA-Dehydrogenase (acd1) /kons. hyp. Prot./ Ferredoxin (3Fe- 0,45
4S)(4Fe-4S), Zink-bindend (ferB1)

HVO_B0173 Smc-dhnliches Protein Sph4 (sph4) (ATPase involviert in 0,46
Chromosomenorganisation und -dynamik)

HVO_A0098/ Translationsinitiationsfaktor TFB (tfb12)/ ISHwal6 Transposase 0,43

HVO_A0100 ISHvo16

4.4 CHARAKTERISIERUNG DES PHOSPHO-REGULONS

Phosphat ist als Bestandteil vieler organischer Verbindungen wie DNA, RNA,

Membranlipiden und als universelle Energiewahrung ATP essentiell fiir jede lebende

Zelle. In natlirlichen Habitaten ist das Vorkommen anorganischer Phosphate zumeist

limitierend. Die Aufnahme von organischen und anorganischen Phosphaten durch

geeignete Transportsysteme ist somit essentiell flr alle Organismen.
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4.4.1 Weitere putativ phosphatabhangige ABC-Transporter von Haloferax
volcanii

In H. volcanii sind insgesamt sieben Transportproteine bzw. ABC-Transportsysteme
annotiert, deren putative Substrate Phosphat, Phosphonat oder Glycerinaldehyd-3-
Phosphat sind. Zudem gibt es das Transportprotein HVO_B0172 fir Phosphat,

welches jedoch nicht funktionell ist (s. Tabelle 45).

Tabelle 45: Transportproteine und Transportsysteme fiir die putativen Substrate Phosphat,
Phosphonat und Glycerinaldehyd-3-Phosphat annotiert in H. volcanii.

HVO-Nr. Genfunktion

HVO_0248 Transportprotein (Phosphat/Sulfat)

HVO_0445-7 ABC-Transportsystem (Phosphat/Phosphonat)
HVO_2375-8 ABC-Transportsystem (Phosphat)

HVO_2996 Transportprotein (Phosphat/Sulfat)

HVO_A0460-1 ABC-Transportsystem (Phosphat/Phosphonat)
HVO_A0477-80 ABC-Transportsystem (Phosphat)

HVO_B0172 Transportprotein (Phosphat/Sulfat) (nicht funktionell)
HVO_B0292-5 ABC-Transportsystem (Glycerinaldehyd-3-Phosphat)

Die beiden Transportproteine HVO_0248 und HVO_ 2996 sind annotiert flr die
Substrate Phosphat bzw. Sulfat und vermutlich Symporter. Die ABC-
Transportsysteme HVO_0455-7 und HVO_A0460-1 sind annotiert fiir die Substrate
Phosphat bzw. Phosphonat und keine kompletten ABC-Transporter, da sie nicht aus
vier Proteinen bestehen. Bei HVO_0455-7 fehlt eine der TMDs und HVO_A0460-1
besteht ausschlieBlich aus beiden TMDs. Als putatives Substrat beider ABC-
Transportsysteme HVO 2375-8 und HVO_A0477-80 ist anorganisches Phosphat
annotiert. Als einziges Transportsystem fiir die Aufnahme von organischem Phosphat
ist das ABC-Transportsystem HVO _B0292-5 mit dem putativen Substrat
Glycerinaldehyd-3-Phosphat annotiert. Alle drei ABC-Transportsysteme sind
vollstandig (ein SBP, zwei TMDs und eine ATP-Bindedomane) und besitzen Homologe
zu ABC-Transportsystemen OE4479-85, OE1675-9 und OE5166-70 von H. salinarum
(s. Abbildung 29).
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Abbildung 29: Orthologe und homologe Proteincluster der drei ABC-Transportsysteme fiir Phosphat
von H. salinarum R1 DSM 671 und H. volcanii DS2 erstellt mittels Microbial Genome Database (MBGD).
Gezeigt sind jeweils die Proteincluster von H. salinarum homolog zu dem ABC-Transportern
HVO_A0477-80 (OE4479-85) (A), HVO_2375-8 (OE1675-9) (B) und HVO_B0292-5 (OE5166-70) (C) von
H. volcanii.

4.4.2 Deletion beider ABC-Transportsysteme

Fiir eine nahere Charakterisierung der beiden ABC-Transporter HVO_A0477-80 und
HVO _2375-8 fiir anorganisches Phosphat wurde jeweils nahezu der komplette

Genombereich im Elternstamm H26 deletiert.

4.4.3 Regulation beider ABC-Transportsysteme

Zum Vergleich der Expression des ABC-Transportsystems HVO_2375-8 mit dem ABC-
Transportsystem HVO_A0477-80 wurde die RNA verschiedener Stamme im Northern
Blot analysiert (vgl. Abbildung 30). Fiir das ABC-Transportsystem HVO_2375-8 wurde
eine Sonde gegen das Gen HVO_2375, kodierend fiir das SBP des ABC-Transporters
Pst1, verwendet. Die GroRe des detektierten Signals entspricht dem Einzeltranskript
des Gens HVO_2375 mit einer GréBe von 1035 bp. Das Transkript des vollstandigen
ABC-Transportsystems HVO_2375-8 (pst1) hat eine Gesamtlange von etwa 4591 nt.
In der RNA-Probe isoliert aus exponentiellen Zellen und kultiviert in synthetischem
Medium war die Transkriptmenge stark erh6ht. Deshalb konnten nur in dieser Probe,

zusatzlich zu dem Haupttranskript, weitere Signale gemessen werden (s. Abbildung
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A7 im Anhang). Neben dem Haupttranskript, das der GroRRe des Gens HVO_2375
entspricht, wurden kleinere, vermutlich prozessierte Transkripte detektiert. In dieser
RNA-Probe wurden zudem mehrere groRere, vermutlich polycistronische,

Transkripte identifiziert. Unter anderem konnte ein schwach exprimiertes Transkript

mit der GroBe des Volllangen- S
w 1
Transkriptes detektiert werden. Das a o Qo l',\', 5
= o 9+ o
Transkriptlevel des Gens HVO_2375 ° 5 28I
- 0 9
lag bei exponentiellen Zellen £ % % -
Y = = <
kultiviert in synthetischem Medium A
mit 1 mM Phosphat in etwa um das M B - HVO_A0477-80
B
1,4-Fache hoher als bei . = SRNA;3,

exponentiellen Zellen kultiviert in

Komplexmedium und nahm in der

stationdren Phase um mehr als das |- HVO_2375

Finffache ab. Im Vergleich dazu _ 236

rde eine sehr geringe Expression
wu i geringe Exp i P

des Transkriptes des ABC-

Abbildung 30: Northern Blot-Analyse zum Vergleich
Transportsystems HVO_A0477-80 in  der Transkriptlevel von HVO_A0477-80 (A), sSRNA132

(B) und HVO_2375 (C). Gezeigt ist die Expression der
Komplexmedium  gemessen. In verschiedenen Transkripte in Komplexmedium
(exponentielle Wachstumsphase) und in
synthetischem Medium mit 1 mM Phosphat
(exponentielle und stationdare Wachstumsphase).
Zudem wurden die Transkriptlevel der ABC-
Operons HVO_A0477-80 ebenfalls in Transporter in den jeweiligen Deletionsmutanten

der ABC-Transportsysteme H26AHVO_2375-8 bzw.
der stationdaren Phase verringert und H26AHVO_A0477-80 (exponentielle

Wachstumsphase, Komplexmedium) tberprift. Als
in der exponentiellen Phase um den  |adekontrollen sind jeweils die 23S und 16S rRNA

igt.
Faktor 2,5 erhoht. gezele

synthetischem Medium war die

Expression des Transkriptes des

Um einen Einfluss der Deletion der ABC-Transportsysteme HVO_A0477-80 bzw.
HVO 2375-8 auf die Transkription des jeweils anderen ABC-Transporters zu
untersuchen, wurden die Transkriptlevel in der exponentiellen Wachstumsphase in
synthetischem Medium mit 1 mM Phosphat in beiden Deletionsmutanten untersucht
(s. Abbildung 30). Wahrend das Transkript von HVO _A0477-80 bei der
Deletionsmutante H26AHVO 2375-8 verglichen mit dem Wildtyp eine recht dhnliche
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Expression aufwies, war das Trankript von HVO_2375 bei der Deletionsmutante

H26AHVO_A0477-80 um das 70-Fache reduziert.

Unter allen Wachstumsbedingungen konnte das Transkript der sRNA13, detektiert
werden (s. Abbildung 30). Das Transkriptlevel von sRNA13; war bei exponentiellen
Kulturen in synthetischem Medium knapp doppelt so hoch wie in Komplexmedium.
In der stationaren Wachstumsphase war das Transkriptlevel der sRNA13; in etwa um
das 2,5-Fache erhoht. Bei den Deletionsmutanten des ABC-Transportsystems
HVO_2375-8 und HVO_A0477-80 lag das Trankriptlevel der sRNA13> auf Wildtyp-

Niveau.

Um den Einfluss niedriger Phosphatkonzentrationen auf die Expression des SBPs
HVO 2375 zu untersuchen, wurde eine Northern Blot-Analyse von exponentiellen
Kulturen nach Wachstum bei Phosphatkonzentrationen von 0, 0,03, 0,1, 0,2 und
0,3 mM durchgefiihrt (s. Abbildung 31). Es wurde eine Sonde gegen das Gen
HVO_2375 verwendet. Zudem sollte iberprift werden, ob sRNA13, ebenfalls einen
regulatorischen Einfluss auf das Transkript von HVO 2375 des zweiten
phosphatabhangigen ABC-Transportsystems HVO_2375-8 auslibt. Hierzu wurde das
Transkriptlevel von HVO 2375 bei allen Phosphatkonzentrationen zusatzlich in der
sRNA-Deletionsmutante analysiert. Die Expression des SBP HVO_2375 war im
Wildtyp bei 0,03 mM Phosphat am hoéchsten und nahm mit zunehmender
Phosphatkonzentration bis auf 0,3 mM Phosphat um den Faktor drei ab. Bei
Wachstum mit 0 mM Phosphat wurde ein dhnliches Transkriptlevel wie bei 0,3 mM

Phosphat detektiert. Zur 0 003 01 02 0,3
Verifikation sollte eine Wt A WtA WtA WtA WtA

Wiederholung dieses Versuchs

” = W W = HVO_2375

erfolgen. Das Transkriptlevel von

= 23S
HVO_2375 in der sRNA-

Deletionsmutante hatte bei =16S

einer Phosphatkonzentration Abbildung 31: Northern Blot-Analyse des Transkriptlevels

von HVO_2375 von Wildtyp (Wt) und Deletionsmutante der
von 0 mM sein Maximum und sgNA;s; (A) bei verschiedenen Phosphatkonzentrationen (0,
0,03, 0,1 0,2 und 0,3 mM). RNA-Proben wurden aus
exponentiellen Zellen isoliert. Als Ladekontrollen sind
jeweils die 23S und 16S rRNA gezeigt.

sank bei einer

Phosphatkonzentration von
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0,03 mM bereits auf ein Drittel dieses Wertes ab. Mit steigender

Phosphatkonzentration sank das Transkriptlevel nahezu auf Null.

4.4.4 Konkurrierendes Wachstum

Um die Bedeutung der beiden phosphatabhdngigen ABC-Transportsysteme
HVO_A0477-80 und HVO_2375-8 auf das Wachstum unter phosphatlimitierenden
Bedingungen zu analysieren, wurde in konkurrierenden Wachstumsversuchen
jeweils eine der beiden Deletionsmutanten im direkten Vergleich mit einem weilRen
Wildtyp (H26AHVO_2528) uberprift (s. Abbildung 32). Zunachst wurde die
Deletionsmutante H26AHVO_A0477-80 mit dem weillen Wildtyp vermischt. Danach

erfolgte der

A
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B
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. S 0,40
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[]
©
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. < 051 056 '
Phosphat bei 02
niedrigen Phosphat- 00 L L1
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konzentrationen zu Versuchstag
erwarten. Nach Abbildung 32: Anteil an roten und weiBen Kolonien nach direkter
Konkurrenz des weien Wildtyps H26AHVO_2528 und einer roten
Phosphatentzug Deletionsmutante in Dreifachbestimmung. A. Vergleich des weiRen
. Wildtyps (grau) mit der Deletion des ABC-Transportsystems
erfolgte eine
g H26AHVO _A0477-80 (rot). Nach Phosphatentzug erfolgte an jedem
stufenweise Versuchstag eine stufenweise Erhéhung der Phosphatkonzentration von
10 auf 50 uM. B. Vergleich des weiBen Wildtyps (grau) mit der Deletion des
Erhéhung der ABC-Transportsystems H26AHVO_2375-8 (rot). Nach Phosphatentzug
erfolgte an jedem Versuchstag (0-7) die Zugabe von 10 uM Phosphat. Start:
Phosphat- Kolonienzahl nach Wachstum in synthetischem Medium mit 1 mM

. Phosphat; 0: Kolonienzahl nach Phosphatentzug.
konzentration um
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jeweils 10 uM pro Versuchstag. Nach sechs Versuchstagen und einer
Phosphatkonzentration von 50 UM machte die Anzahl an roten Kolonien, die der
Deletionsmutante des ABC-Transporters HVO_A0477-80 entsprachen, nur noch 10%
der gesamten Kolonienzahl aus (s. Abbildung 32.A). In direkter Konkurrenz setzten
sich demnach die Wildtyp-Zellen mit beiden intakten ABC-Transportern HVO_A0477-
80 und HVO_2375-8 durch. Auch bei einer stufenweisen Erhohung der
Phosphatkonzentration, hatte die Deletionsmutante trotz der Anwesenheit des
intakten ABC-Transportsystem HVO_2375-8, welches homolog zu dem ebenfalls
niederaffinen  ABC-Transporter OE4479-85 in  H.salinarum ist, einen
Wachstumsnachteil gegenliber dem Wildtyp mit beiden intakten ABC-

Transportsystemen zur Aufnahme von Phoshat.

Um den Effekt der Deletion des ABC-Transportsystems HVO_2375-8 auf das
Wachstum bei niedrigen Phosphatkonzentrationen zu untersuchen, wurde ein
zweiter konkurrierender Wachstumsversuch in Dreifachbestimmung durchgefiihrt.
Hierbei wurde ebenfalls der weiRe Wildtyp H26AHVO_2528 mit der roten
Deletionsmutante H26AHVO_2375-8 gemischt und den Zellen Phosphat entzogen.
AnschlieBend erfolgte an jedem Versuchstag eine Phosphatzugabe von 10 uM.
Sieben Versuchstage nach dem Phosphatentzug fiihrte das Fehlen des ABC-
Transportsystems HVO_2375-8 zu einer Reduktion der Kolonienzahl auf 20% der
gesamten Kolonienzahl (s. Abbildung 32.B). Dies zeigt, dass beide ABC-
Transportsysteme wichtig fir die Phosphataufnahme unter phosphat-limitierenden
Bedingungen sind. Keiner der beiden Transporter kann die Funktion des anderen
ausgleichen. Eine Doppeldeletion beider ABC-Transportsysteme war zudem nicht

moglich (Hammelmann, unveroffentlichte Daten).

In H. salinarum konnte mittels Reportergenanalysen die Bedeutung von cis-aktiven
Elementen, sogenannten P-Boxen, flir die phosphatabhdngige Regulation beider
ABC-Transportsysteme, homolog zu den ABC-Transportern HVO_A0477-80 und
HVO 2375-8, gezeigt werden. Diese P-Boxen bestehen aus AT-Reichen Sequenzen

und sind stromaufwarts beider Gencluster lokalisiert (Furtwangler et al., 2010).
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Die stromaufwarts gelegenen Bereiche der sSRNA und beider ABC-Transportsysteme
wurden auf die Konservierung von Promotorelementen und solcher sogenannter
Pho-Boxen mittels ,Nucleotide BLAST” der Datenbank NCBI hin untersucht. Die
grafische Darstellung erfolgte mit dem Programm SeaView 4.6.1. Bei allen zwolf
Arten in denen die sRNA konserviert ist, konnten Promotorelemente ohne
Sequenzabweichungen zwischen den verschiedenen Arten identifiziert werden. Im
Promotorbereich der sSRNA13; befindet sich die -10 Region (CA), eine TATA-Box (TTAT)
bei -25 bis -22, das BRE bei -32 bis -31 und eine putative Pho-Box (TATATA) bei -70
bis -65 (s. Abbildung 33).

Pho-Box TATA-Box

H. volcanii DS2

H. alexandrinus JCM
H. lucentense DSM

H. sp. BAB2207

H. denitrificans JCM
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H. sp. ATCCC_BAA-646
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H. prahovense DSM
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Abbildung 33: Konservierung der Promotorregion von sRNA132 ermittelt durch ,Nucleotide BLAST*
mit der Datenbank NCBI. Die Darstellung erfolgte mit dem Programm SeaView. Gezeigt sind folgende
Promotorelemente: putative Pho-Box, TATA-Box, -10-Region und der Translationsstart der sRNA
(Start). gelb: G; blau: T; griin: C; rot: A

Flir das Operon HVO_A0477-80 konnte stromaufwarts von 16 der 20 konservierten
Gencluster und fir das Operon HVO_2375-8 stromaufwarts von allen 15
konservierten Genclustern ein Bereich mit konservierten Promotorelementen
identifiziert werden. Fiir das Operon HVO_A0477-80 wurde die -10-Region (CW), eine
hoch konservierte TATA-Box (TTAT) bei -27 bis -24, das BRE (AA) bei -34 bis -35 und
eine putative P-Box (TATTAT) bei -42 bis -37 identifiziert (s. Abbildung 34.A).
Stromaufwarts des Operons HVO_2375-8 lag eine weniger stark konservierte -10-
Region (CC/CG/TT), eine hoch konservierte TATA-Box (TTAT) bei -29 bis -26 und eine

Pho-Box (TATATA) bei -52 bis -47 (s. Abbildung 34.B).
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Abbildung 34: Konservierungen der Promotorelemente der ABC-Transporter HVO_A0477-80 und
HVO_2375-8 von H. volcanii DS2 ermittelt durch ,Nucleotide BLAST” mit der Datenbank NCBI. Die
Darstellung erfolgte mit dem Programm SeaView. Konservierungen der putativen P-Box, TATA-Box,
-10-Region und des Translationsstarts (Start). A. HVO_A0477-80 B. HVO_2375-8 gelb: G; blau: T;

grin: C; rot: A
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V. DISKUSSION

Die Funktion und Wirkweise bakterieller und eukaryotischer kleiner RNAs ist bereits gut
untersucht (Friedman et al., 2009; Papenfort und Vogel, 2009; Storz et al., 2011; Huang
et al., 2013; Borges und Martienssen, 2015; Wagner und Romby, 2015). Uber sRNAs in
Archaea ist deutlich weniger bekannt, ausschlieBlich snoRNAs sind bislang gut
charakterisiert (Bachellerie et al., 2002; Dennis und Omer, 2005; Lui und Lowe, 2013).
Die Identifikation anderer sRNA-Spezies ist bereits in einigen Studien erfolgt (Tang et al.,
2005; Straub et al., 2009; Babski et al., 2011). Neueste Studien in H. volcanii lassen auf
ein sRNA-Inventar schlieRen, das die Anzahl bakterieller sSRNAs weit ibersteigt und in
der GréRBenordnung eukaryotischer kleiner RNAs liegt (Babski et al., 2016). Uber die
biologische Funktion und Wirkweise archaealer sRNAs ist allerdings noch sehr wenig

bekannt.

1. Die BEDEUTUNG KLEINER RNAS UND IHRER BIOLOGISCHEN FUNKTIONEN FUR HALOFERAX VOLCANII

Die phanotypische Charakterisierung von sRNA-Deletionsmutanten bietet die
Moglichkeit Hinweise Uber die biologischen Funktionen von sRNAs zu erhalten. Bislang
wurden nur sehr wenige Deletionsmutanten archaealer sRNAs phanotypisch
charakterisiert. Die Deletionsmutante der sRNA1sa in M. mazei zeigte beispielsweise
einen starken Wachstumsdefekt unter stickstofflimitierenden Bedingungen (Ehlers et
al., 2011). In H. volcanii fihrten die Deletionen von sRNA3p bzw. sRNAs3 zu starken
Wachstumsdefekten bei einer hohen Wachstumstemperatur bzw. niedrigen

Salzkonzentrationen (Straub et al., 2009).

In dieser Arbeit wurden die Daten der phanotypischen Charakterisierung von 27 sRNA-
Deletionsmutanten von H. volcanii ausgewertet. Verglichen mit dem Wildtyp zeigten 24
sRNA-Deletionsmutanten unter mindestens einer der untersuchten Bedingungen
phanotypische Unterschiede (s. Tabelle 38). Wahrend einige sRNAs wie beispielsweise
sRNA13; einen sehr differenzierten regulatorischen Einfluss besitzen, sind andere sRNAs
wie beispielsweise sRNAh2252r 0der sRNA194 in die Regulation vieler verschiedener
biologischer Prozesse involviert und besitzen pleiotrope Phanotypen. Diese Ergebnisse

konnten durch Transkriptomvergleiche des Wildtyps mit der jeweiligen sRNA-
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Deletionsmutante weiter bestdtigt werden. Zum Beispiel waren in Abwesenheit von
sRNA132 nur 16 Gene differentiell reguliert, die Deletion von sRNA194 hingegen flihrte zur
differentiellen Regulation von Uber 200 verschiedenen Genen (Babski[Dissertation],
2013). Die Auswertung der phanotypischen Charakterisierung zeigte, dass die enorme
Diversitat biologischer Prozesse, in die SRNAs von H. volcanii involviert sind, sehr hoch
ist. Dies ist in Abbildung 35 schematisch skizziert. Beispiele flir Phanotypen, die durch
die Deletion einer sRNA hervorgerufen werden, sind die Adaptation an unterschiedliche
Salzkonzentrationen, Zellmetabolismus, hohe Wachstumstemperaturen,

Zellmorphologie, Zellmotilitat und Chemotaxis (Jaschinski et al., 2014).
Kalteschock Salzschock

EtOH-Stress \
\ / oxidativer Stress

hohe Temperatur

\

= Niedrigsalz

/ \ Hochsalz
stationare / | \

Haloferax volcanii

Nitratatmung  ——

Wachstumsphase
Metabolismus

exponentielle Wachstumsphase Schwarmen

Abbildung 35: Schematischer Uberblick Giber alle Bedingungen unter denen ein regulatorischer Einfluss
von sRNAs von H. volcanii gezeigt werden konnte. Zusammenfassende Darstellung der Daten ermittelt
durch phéanotypische Charakterisierungen, Reportergenanalysen, HTS- und Northern Blot-Analysen.
Veroffentlicht in Jaschinski et al. (2014).

Ahnlich der Diversitat archaealer sRNAs, sind sRNAs von Cyanobakterien ein
regulatorischer Bestandteil verschiedener biologischer Prozesse wie Photosynthese,
Hell-Dunkel-Adaptation, Metabolismus, Morphologie und abiotischem Stress (Hess et
al., 2014; Kopf und Hess, 2015). Beispielsweise ist das Transkriptlevel von sSRNA SyR1 von
Synechocystis sp. PCC6803 bei Starklicht sehr hoch und spielt méglicherweise eine Rolle
in der Hell-Dunkel-Adaptation. Zudem fiihrte die Uberexpression von SyR1 zum Verlust
der Zellpigmentierung (Mitschke et al.,, 2011a). Im Gegensatz dazu besitzen sRNA-
Deletionsmutanten bzw. -Uberexpressionsmutanten in anderen bakteriellen

Organismen oftmals keinen oder einen sehr subtilen Phanotyp und sind in der Regel fiir
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das ,Fein-Tuning” von biologischen Prozessen verantwortlich (Shimoni et al., 2007;
Romby und Charpentier, 2010). Ein Beispiel ist die Regulation des Gens ahrC, welches
flir den transkriptionellen Aktivator des Genclusters fiur den Arginin-Katabolismus
kodiert. SRNA SR1 ist involviert in das , Fein-Tuning” des Arginin-Katabolismus und hat
die mRNA ahrC als direktes Ziel. Kleine eukaryotische RNAs hingegen sind in die post-
transkriptionelle Regulation fundamentaler biologischer Prozesse wie Zellproliferation,
Embryogenese, Apoptose, Gensilencing und der Langzeitexpression Uber die
Vermittlung von DNA-Methylierungen involviert (Huang et al., 2013). Sie sind von groRer
Bedeutung fiir die Stabilitdt regulatorischer Netzwerke und ihre veranderte
Genexpression kann zum Ausbruch diverser Krankheiten fiihren. Altersbedingte
Mutationen der Kinase LRRK2 fiihren beispielsweise zu einem negativen regulatorischen
Einfluss auf die miRNAs let-7 und miR-184*. Die verringerte Expression dieser miRNAs
verhindert die translationale Repression der mRNAs e2f1 und dp von Drosophila und
flihrt zur Degeneration dopaminerger Neuronen und somit zum Ausbruch von Parkinson

(Gehrke et al., 2010).

Die Auswertung der phanotypischen Charakterisierung von sRNA-Deletionsmutanten
von H. volcanii zeigte, dass ein Drittel aller getesteten Deletionsmutanten eindeutig in
die Regulation des Wachstums bei Niedrig- bzw. Hochsalz involviert ist. Dieser hohe
Anteil weist auf die enorme Bedeutung in der Anpassung an verschiedene
Salzkonzentrationen fiir H. volcanii hin (vgl. IV.1.3). Die hohe Anpassungsfahigkeit fiihrt
fir das halophile Archaeon zu einem evolutionaren Vorteil in natlrlichen Habitaten wie
dem Toten Meer. Zudem ist die Verwertbarkeit der Kohlenstoffquelle ausschlaggebend
fur die Regulation durch sRNAs. Wahrend bei Wachstum mit CAS nur eine von 27
Mutanten einen phanotypischen Unterschied mit einer um 24% verlangerten
Verdopplungszeit zeigte, fihrte Wachstum mit Acetat bei sechs Deletionsmutanten zu
unterschiedlichen Verdopplungszeiten und bei fiinf Deletionsmutanten zu
phanotypischen Unterschieden in der Wachstumsausbeute (s. Tabelle 38). Zudem sind
die phadnotypischen Unterschiede bei der Verwertung einer schlechten
Kohlenstoffquelle wie Acetat deutlich starker ausgepragt als bei einer guten
Kohlenstoffquelle wie CAS (vgl. Abbildung 9). Interessanterweise spielen sRNAs von

H. volcanii bei der Adaptation an Stressbedingungen eine untergeordnete Rolle. Unter

120



Diskussion

den vier getesteten Bedingungen zeigten nur fiinf der 27 Mutanten einen Phanotyp nach
Stressinduktion. Ausschlielich eine Mutante wies einen LOF-Phanotyp auf. Im
Gegensatz dazu konnte bei vier Mutanten ein GOF-Phanotyp beobachtet werden. Dies
weist darauf hin, dass sSRNAs in H. volcanii einen negativen regulatorischen Einfluss auf
die Adaptation an Stressbedingungen haben. Viele bakterielle sRNAs sind in die
Adaptation an zelluldare Stressbedingungen wie Membran- und oxidativem Stress

involviert (Beisel und Storz, 2010).

Bei der Adaptation an neue Wachstumsbedingungen fiihrte die Deletion von sRNA-
Genen hauptsachlich zu LOF-Phdnotypen, resultierend in einer verldngerten
Latenzphase. Insgesamt zeigten sechs der 27 Deletionsmutanten ein verandertes
Schwarmverhalten (s. Abbildung 12). Eine Deletionsmutante zeigte ein verbessertes
Schwarmverhalten wahrend fliinf Deletionsmutanten eine verringerte Motilitat
gegentber dem Wildtyp aufwiesen. Aktuelle Studien konnten die Involvierung
bakterieller sRNAs in das Schwarmverhalten zeigen. Zunachst wurden in E. coli vier
SRNAs (ArcZ, OmrA, OmrB und OxyS), die einen negativen, und eine sRNA (McaS), die
einen positiven regulatorischen Einfluss auf die Motilitat haben, identifiziert (De Lay und
Gottesman, 2012; Thomason et al., 2012; Mika und Hengge, 2013). Weiterhin wurden
bei anderen bakteriellen Mikroorganismen wie S. typhimurium, Helicobacter pylori oder
Pseudomonas aeruginosa sRNAs entdeckt, deren Deletionsmutanten eine verbesserte
Motilitat aufwiesen und somit einen reprimierenden Einfluss auf das Schwarmverhalten
besitzen (Fuentes et al., 2015; Lu et al., 2016; Vannini et al., 2016). Diese GOF-
Phanotypen bakterieller sRNAs konnten bislang jedoch nur beziglich der Motilitat
beobachtet werden. Bei H. volcanii wurden zwar doppelt so viele GOF-Phanotypen wie
LOF-Phdnotypen beobachtet (s. Abbildung 6), dennoch ist das Auftreten von GOF-
Phanotypen durch Deletion einer sSRNA ein haufiges Ereignis. In dieser Hinsicht ahneln
archaeale sRNAs eher eukaryotischen kleinen RNAs. Fir Knockout-Mutanten von
eukaryotischen kleinen RNAs konnten haufig solche GOF-Phdnotypen beobachtet
werden (Neilson und Sharp, 2008). Zum Beispiel fiihrte der Knockdown der sRNA miR-
320 bei transgenen Mausen nach einer simulierten Reperfusion zum Zellschutz,
wihrend die Uberexpression dieser sRNA zur Apoptose von Herzmuskelzellen fiihrte

(Ren et al., 2009).
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Die oftmals stark ausgepragten Phdnotypen, die durch das Fehlen von sRNAs
hervorgerufen werden, und die hohe Diversitat an biologischen Funktionen in die SRNAs
involviert sind, zeigt ihre enorme Bedeutung fiir die Regulation biologischer Prozesse in

H. volcanii.

2. REGULATION VON SRNAs

Neben der phanotypischen Charakterisierung gibt auch die Expression und Regulation
von sRNAs wichtige Einblicke in die biologische Funktion von sRNAs. In der HTS-Studie
von Heyer et al. (2012) wurde die Expression von 145 intergenen sRNAs unter drei
verschiedenen Bedingungen jeweils in der exponentiellen und der stationaren
Wachstumsphase verglichen. Fiir das HTS wurde RNA aus Zellen isoliert, die bei 2,1 M
NaCl und 45°C und bei 2,5 M NaCl und einer Wachstumstemperatur von 45°C bzw. 48°C
kultiviert worden waren (Jantzer[Diplomarbeit], 2011; Heyer et al., 2012). Zu den
sechs sSRNAs mit der hochsten Expressionsrate nach Wachstum mit 2,1 M NaCl,
verglichen mit der Expressionsrate bei 2,5 M NaCl, gehorte sRNA3p (Hts144) (Heyer et
al., 2012). In dieser Arbeit wurde das Transkriptlevel der intergenen sRNAs3q mittels
Northern Blot-Analyse nach Wachstum mit verschiedenen Salzkonzentrationen
bestimmt (s. IV.3.1). Hierbei korrelierte die Reduktion der Salzkonzentration ebenfalls
mit einer erhohten Expression von sRNAszp. Das Transkriptlevel von sRNAszg war,
verglichen mit der Standardsalzkonzentration von 2,1 M, unter Niedrigsalzbedingungen
von 1,2 M NaCl um das 2,6-Fache hoher und, verglichen mit einer sehr hohen
Salzkonzentration von 4 M NaCl, um das 3,6-Fache hdher (s. Abbildung 16). Auch bei der
HTS-Analyse von Heyer et al. (2012) konnte bei verschiedenen Salzkonzentrationen eine
differentielle Expression einiger sRNAs von H. volcanii beobachtet werden. In der
stationdren Phase zeigten die SRNAs Hts5, Hts71 und Hts107 bei einer Salzkonzentration
von 2,5M eine verringerte, bei einer Salzkonzentration von 2,1 M hingegen eine
erhohte Expression (Heyer et al., 2012). Dies zeigt, dass fiir das Archaeon H. volcanii,
dessen optimale Salzkonzentration bei etwa 2M NaCl liegt, die Adaption an
verschiedene Salzkonzentrationen, insbesondere an Niedrigsalz, eine wichtige Rolle

spielt.

Neben der Induktion von sRNAszg unter Niedrigsalzbedingungen konnte nach einem
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Hitzeschock von 42°C auf 51°C keine Induktion der Expression beobachtet werden
(s. Abbildung A2 im Anhang). Dies deckt sich mit der Beobachtung von Heyer et al.
(2012). Im experimentellen HTS war die Transkriptmenge keiner sRNA nach einer
moderaten Temperaturerhohung von 45°C auf 48,5°C erhoht. Zudem zeigten nur
wenige sRNAs keine Expression. Dies weist zundchst auf eine eher untergeordnete Rolle
von sRNAs bei der Adaptation an hohe Temperaturen hin. Dennoch spielt sSRNA3p eine
wichtige Rolle bei der Adapation an hohe Wachstumstemperaturen. Zum einen wurde
in Abwesenheit von sRNA3p ein starkes Wachstumsdefizit bei 50°C, nicht aber bei 42°C
beobachtet (s. Abbildung 17). Zum anderen zeigte der Transkriptomvergleich von
Wildtyp und Deletionsmutante der sRNA3 nach 15-minitigem Hitzeschock die
veranderte Expression einiger Gene, welche unter anderem in Transportprozesse,
Metabolismus, Transkriptionsregulation und die Expression anderer sRNAs involviert
sind (s. Tabelle 41). Die Expression einer sRNA kommt somit nicht als alleiniger
Gradmesser fiir die Identifikation der biologischen Funktion einer sRNA in Frage und
unterstreicht die Bedeutung phanotypischer Charakterisierungen bei der

Entschliisselung biologischer Funktionen.

In dieser Arbeit konnte eine spezifische differentielle Expression von sRNAszp in
Abhangigkeit der Wachstumsphase beobachtet werden (s. Abbildung 16). Hierbei war
eine Zunahme bis hin zur spat-exponentiellen und ein erneuter Abfall des
Expressionslevels in der stationaren Wachstumsphase zu beobachten. In einer friiheren
Studie von Straub et al. (2009) wurden die Transkriptlevel von sRNAsg, sSRNA13; und
sRNA19s bei verschiedenen Salzkonzentrationen und Temperaturen in der
exponentiellen und stationdaren Wachstumsphase mittels Northern Blot-Analyse
charakterisiert. Hierbei wurde ebenfalls fiir sRNA3o und sRNA13; eine leichte Reduktion
des Transkriptlevels in der stationdren Phase beobachtet. Zudem zeigte sRNA194 eine
stark verringerte Expression in der stationaren Wachstumsphase. Eine genomweite
Analyse von H. salinarum und H. volcanii ergab, dass 10% bzw. 20% der Transkripte
wachstumsphasenabhingig eine differentielle Translationsregulation zeigen (Lange et
al., 2007). Dies verdeutlicht die Bedeutung einer wachstumsphasenabhangigen
Regulation fir Haloarchaea. Die Wachstumsbedingungen, unter denen die Zellen bei

Eintritt in die stationdre Phase kultiviert werden, sind ebenfalls entscheidend fir die
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Regulation der sRNAs (Heyer et al., 2012). Dies macht die Beteiligung von archaealen

SRNAs bei der Anpassung an verschiedene Wachstumsphasen sehr wahrscheinlich.

3. DIE ANWENDUNG BIOINFORMATISCHER IMETHODEN ZUR IDENTIFIKATION VON ZIELGENEN

Nach der Charakterisierung biologischer Funktionen von sRNAs ist die Identifikation
potentieller Ziel-mRNAs zum Aufklaren der regulatorischen Funktion archaealer sRNAs
unerlasslich. Eine schnelle und einfache Methode hierfiir bietet die bioinformatische
Analyse. Im Rahmen dieser Arbeit wurde das Genom von H. volcanii mit dem Programm
TargetRNA auf potentielle Zielgene fiir ausgewahlte sRNAs wie beispielsweise sRNA3o,
sRNAhtsfies und sRNA479 untersucht (s. Tabelle 39, 40 und Daten nicht gezeigt). Der
regulatorische Einfluss von sRNA479 auf die mittels TargetRNA identifizierte Ziel-mRNA
OsmC konnte durch eine anschlieRende Northern Blot-Analyse bestdtigt werden
(s. Tabelle 40 und Abbildung 14). Die bioinformatisch identifizierten Ziel-mRNAs aller
anderen ausgewahlten sRNAs wie beispielsweise SRNA3p und sRNAnsfaes konnten weder
durch anschlieRende Northern Blot-Analysen, noch durch den Abgleich mit den Daten
aus Transkriptomanalysen bestdtigt werden (Daten nicht gezeigt). Das Programm
TargetRNA arbeitet mit den Parametern zur Identifikation bakterieller Ziel-mRNAs. Da
nur sehr wenige archaeale Ziel-mRNAs identifiziert werden konnten, war es bisher nicht
moglich Parameter fiir eine relativ zuverldssige Ziel-mRNA-Vorhersage fiir archaeale
Organismen zu definieren. Fiir bakterielle sSRNAs hingegegen konnten bereits gezielt
Programme wie CopraRNA oder IntaRNA entwickelt werden (Wright et al., 2014). Das
Programm IntaRNA ermoglicht eine Ziel-mRNA-Vorhersage von potentiellen
Interaktionen in einem einzelnen Organismus. CopraRNA hingegen ist eine komparative
Methode, welche die Vorhersage von Zielgenen kombiniert in ausgewdhlten
Organismen ermoglicht. Mithilfe von CopraRNA konnten beispielsweise fiir die SRNA
GevB 35 Zielgene mit Homologen in E. coli oder S. typhimurium identifiziert und elf

davon als Zielgene verifiziert werden (Wright et al., 2013).

Eine weitere Erschwernis bei der Entwicklung verldsslicher bioinformatischer
Programme fir Ziel-mRNA Vorhersagen ist der geringe Grad an Sequenzkonservierung
archaealer sRNAs. Von 27 Uberpriften sRNAs in H. volcanii waren die meisten sRNAs

nicht konserviert. Drei sSRNAs wiesen eine starke Sequenzkonservierung auf, die sich
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jedoch ausschliefSlich auf andere Arten der Familie der Halobacteriales beschrankte
(Jaschinski et al., 2014). Auch sRNA13; und der ABC-Transporter HVO_A0477-80 sind
ausschlieBlich innerhalb der Familie der Halobacteriales, nicht aber in anderen Archaea
konserviert (s.1V.4.1.1). Bei M. mazei beschrankt sich die Konservierung von sRNAs
ebenfalls hauptsachlich auf andere methanogene Archaea (Jager et al., 2009). Und Auch
eukaryotische miRNAs zeigen nur einen geringen Grad an Sequenzkonservierung
(Cuperus et al., 2011). Bei Bakterien sind hoch konservierte sSRNAs hauptséachlich in der
gleichen phylogenetischen Gruppe zu finden, so zum Beispiel die SRNA Yfrl die in nahezu
allen Arten von Cyanobakterien vertreten ist (Georg und Hess, 2011). In S. typhimurium
gibt es einige sRNAs die spezifisch fur diese Gattung sind, andere wiederum sind hoch
konserviert in vielen bakteriellen Arten und durch lateralen Gentransfer stark verbreitet
(Vogel, 2009). In trans-kodierte, bakterielle sRNAs besitzen sogenannte ,Seed”-
Sequenzen. Diese sind definiert als Sequenzen, welche die Basenpaarung zwischen sRNA
und Ziel-mRNA initialisieren oder diese stabilisieren. Sie sind oftmals im 5’-Bereich der
SRNA lokalisiert und dienen zur Regulation mehrerer Ziel-mRNAs wie beispielsweise die
sRNA RhyB, die viele omp-mRNAs reguliert (Papenfort et al., 2010). Ist die ,Seed“-Region
in SRNA und Ziel-mRNA Co-konserviert konnten gute Erfolge bei der Aufklarung globaler
Regulations-Netzwerke mithilfe von CopraRNA und IntaRNA erzielt werden (Wright et
al., 2013; Wright et al., 2014). Wichtig flr die Vorhersage ist die raumliche Struktur der
SRNA. Diese kann jedoch durch sRNA-bindende Proteine, wie beispielsweise Hfq,
verandert und zuvor unzugangliche Regionen an der Oberflache prasentiert werden.

Dies erschwert wiederum eine Vorhersage.

Die Identifizierung der potentiellen Ziel-mRNA des Operons HVO_A0477-80 von sRNA13;
konnte mittels NCBI Nucleotide Blast erfolgen (s. Abbildung 3). Fiir viele andere sRNAs
war das Durchsuchen des Genoms auf eine Sequenzkomplementaritat nicht erfolgreich.
Solch eine starke Komplementaritat tGber 20 bp scheint fiir in trans-kodierte sRNAs in
H. volcanii eher eine Ausnahme zu sein. Auch bei in trans-kodierten bakteriellen sSRNAs
ist haufig eine deutlich geringere Komplementaritat zu finden (Gottesman und Storz,

2011). In der Regel umfasst diese ,,Seed“-Region 7-12 bp (Bandyra et al., 2012).
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4. VON DER BIOLOGISCHEN FUNKTION ZUM POTENTIELLEN INTERAKTIONSPARTNER

Das breit angelegte Phinotypenscreening fiihrte zu einem globalen Uberblick tiber die
biologischen Funktionen in die SRNAs von H. volcanii involviert sind (s. Tabelle 38). Die
biologischen Funktionen von sRNAs geben wichtige Hinweise darauf unter welchen
Bedingungen weitere Charakterisierungen sinnvoll sind. In dieser Arbeit wurden
zunachst sRNAs ausgewahlt, die aufgrund der phanotypischen Auspragung der
entsprechenden Deletionsmutante eine Involvierung in wichtige biologische Funktionen
vermuten lieRen. Da das Wachstum in Mikrotiterplatten jedoch unter anderem
bezliglich der Sauerstoffversorgung vom Wachstum im Kolben abweicht, kénnen
manche Phanotypen zwischen Mikrotiterplatte und Kolben variieren und missen
anschliefend auf ihre Reproduzierbarkeit tUberprift werden. Hierzu wurden sRNA1g4,
SRNA362, SRNAhtstass, SRNAs79, SRNAn2252r UNnd SRNAnsi0 ndher charakterisiert (s. 1.1,
weitere Daten sind aufgrund fehlender Aussagekraft nicht gezeigt). Um einen besseren
Uberblick tiber die biologische Funktion einer sRNA zu erhalten und Bedingungen, die
der Regulation durch sRNAs unterliegen, zu definieren, wurde zudem ihre differentielle
Expression im HTS (Heyer et al.,, 2012) und ihre Regulation in Reportergenassays

(Lehr[Diplomarbeit], 2010) beriicksichtigt.

Eine Moglichkeit, um eine Verbindung zwischen der biologischen Funktion und dem
tatsachlichen regulatorischen Einfluss einer sRNA, moglicherweise auf post-
transkriptioneller Ebene, zu ziehen, bietet der Transkriptomvergleich. Die differentielle
Regulation des Transkriptoms in An- und Abwesenheit einer sSRNA und die Identifikation
potentieller Zielgene kann mittels DNA-Mikroarray erfolgen. In dieser Arbeit wurde der
DNA-Mikroarray genutzt, um das Trankriptom der Deletionsmutante von sRNAhtfsaes,
SRNA3zo bzw. sSRNA132 mit dem Transkriptom des Wildtyps zu vergleichen (s. IV.2.2,1V.3.4
und IV.4.3). Die Transkriptomvergleiche wurden unter Bedingungen durchgefihrt fir
die mittels phanotypischer Charakterisierung eine regulatorische Involvierung der
entsprechenden sRNA gezeigt werden konnte. Sowohl der Transkriptomvergleich in An-
und Abwesenheit der sRNAnisass unter Hochsalzbedingungen als auch der
Transkriptomvergleich in An- und Abwesenheit der sRNA3zp nach einem 15-miniitigem
Hitzeschock wiesen nur geringfiigige regulatorische Veranderungen auf (s. Tabelle 41

und A3 im Anhang). Zudem konnte keine Verbindung zwischen den regulierten Genen
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und den phanotypischen Merkmalen gezogen werden. Die DNA-Mikroarray-Analyse von
sRNA13, hingegen flihrte unter anderem zur Bestadtigung des in silico vorhergesagten
Zielgens HVO_A0477-80 und zur ldentifikation weiterer Zielgene wie zum Beispiel
HVO_2375 (s. Tabelle 43 und 44). Das Operon HVO_A0477-80 kodiert fir das ABC-
Transportsystem Pst2 und das Gen HVO_2375 fiir das SBP des ABC-Transportsystems
Pstl. Beide ABC-Transportsysteme sind fir den aktiven Transport des putativen
Substrats anorganisches Phosphat annotiert. Die Verifikation der potentiellen Ziel-
mRNAs des Operons HVO_A0477-80 und des Gens HVO_2375 konnte anschlieRBend

mittels Northern Blot-Analyse erfolgen (s. Abbildung 30).

Ein Problem bei der Identifikation von Zielgenen mittels DNA-Mikroarray sind sekundare
Effekte, die durch die verdnderte Expression des direkten Ziels ausgeldst werden
kénnen. Dies kann die veranderte Expression einer Reihe von Genen zur Folge haben
und die Suche nach dem direkten Ziel einer sRNA erschweren. Eine Moglichkeit, um
solche sekundaren Effekte zu minimieren, bietet der Transkriptomvergleich nach einer
induzierten Expression. In E. coli flihrten hohe Expressionslevel der sSRNAs OmrA und
OmrB zur Identifikation negativ regulierter Membranproteine und zeigte den Einfluss
dieser sRNAs auf die Zusammensetzung der duleren Zellmembran (Guillier und
Gottesman, 2006). Auch eine komparative Mikroarray-Analyse nach zehnminitiger
Uberexpression der sRNA GevB fiihrte zur Identifikation eines Regulons von mehr als 1%
des S. typhimurium-Genoms (Sharma et al., 2011). Wahrend bei Bakterien bereits
etablierte Systeme zur konditionalen Uberexpression von sRNAs zur Verfiigung stehen
(Massé et al., 2005; Papenfort et al., 2006; Papenfort et al., 2009), konnten bislang nur
wenige sRNAs von H.volcanii erfolgreich Uberexprimiert werden (Menzel-
Hobeck[Diplomarbeit], 2010). Oftmals wurde aufgrund einer unvollstiandigen
Termination kein definiertes Transkript erhalten. In anderen Fallen erfolgte bereits ohne
Induktion eine konstitutive Expression der sRNA. Ein effektives System zur induzierbaren

Expression einer sRNA fiir H. volcanii bleibt weiterhin eine Herausforderung.

Neben der Analyse von Uberexpressionsmutanten gibt es auch bei Bakterien eine Reihe
von Beispielen bei denen der Transkriptomvergleich in An- und Abwesenheit einer sSRNA
zur ldentifikation ihrer Zielgene filihrte. In E. coli konnte durch Vergleich des

Transkriptoms in An- und Abwesenheit der sSRNA GcvB mittels DNA-Mikroarray die
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mRNA CycA, welche fiir eine in den Transport von Aminosaduren involvierte Permease
kodiert, als Ziel identifiziert werden (Pulvermacher et al., 2009). Und auch bei Neisseria
meningitidis fihrte der Transkriptomvergleich von Wildtyp und sRNA-Deletionsmutante
zur ldentifikation der Fur-abhangigen, positiven Regulation des Operons sdhCDAB,
welches fiir die Succinat-Dehydrogenase kodiert, durch die sSRNA NrrF (Metruccio et al.,

2009).

In dieser Arbeit wurden im Arbeitskreis gedruckte DNA-Mikroarrays verwendet. Diese
Arrays bestanden hauptsachlich aus Spots mit einer GroRe von etwa 1,5 kbp. Je nach
GengroRe waren in einem Spot mehrere Gene und dazwischen liegende intergene
Bereiche vertreten. Zusatzlich waren einzelne Oligonukleotidsonden, zum Beispiel fir
eine Reihe von sRNA-Genen, auf den Mikroarray gedruckt. Dies ermoglichte die
verhaltnismaRig kostengiinstige Verwendung von DNA-Mikroarrays. Sogenannte
»Tiling-Mikroarrays”, die Uberlappende Genomregionen enthalten und das gesamte
Genom abdecken, sind sehr kostspielig und miissen kommerziell erworben werden. Das
Detektionslimit des DNA-Mikroarrays liegt zwischen der Hintergrundaktivitat und dem
Bereich der  Sattigung. Hohe Hintergrundaktivitaten aufgrund von
Kreuzhybridisierungen mindern die Sensitivitdt des Mikroarrays. Zudem wird durch die
interne Normalisierung des DNA-Mikroarrays der Vergleich von Expressionsleveln

zwischen verschiedenen Mikroarrays erschwert.

Neben dem Transkriptomvergleich mittels DNA-Mikroarray bieten
Sequenzierungstechnologien die Meoglichkeit zur experimentellen Identifikation
moglicher Zielgene. Durch Weiterentwicklung der Methodik und Reduktion der Kosten
in den letzten zehn Jahren (Reuter et al., 2015) wurde die vermehrte Anwendung von
HTS und dRNA-Seq zur Identifikation von Transkriptionsstartstellen (TSS) ermdglicht.
Diese Sequenzierungsmethoden eignen sich fiir einen globalen Transkriptomvergleich
und somit zur Identifikation potentieller Zielgene. Wahrend der DNA-Mikroarray auf den
Vergleich von zwei Bedingungen limitiert ist, kdnnen durch Sequenzierungen eine Reihe
von Bedingungen verglichen werden. Im Vergleich zum DNA-Mikroarray ist zudem das
Detektionslimit extrem erweitert, sodass sowohl kleinste Transkriptmengen als auch
Millionen von Reads detektiert werden kénnen. Die Sequenzierungstechnologie wurde

sowohl flir Eukaryoten und Bakterien als auch fiir einige Archaea zur Identifikation von
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sRNAs und ihrer Zielgene erfolgreich eingesetzt (Sittka et al., 2008; Sittka et al., 2009;
Wang et al., 2009; Heyer et al., 2012; Babski et al., 2016).

Durch einen Transkriptomvergleich mittels DNA-Mikroarray oder HTS kann nur die
differentielle Genregulation durch sRNAs, die sowohl zur Inhibition der Translation als
auch zum Abbau der Ziel-mRNA fiihren, nachgewiesen werden. Erfolgt kein Abbau der
Ziel-mRNA, wie zum Beispiel durch die direkte Bindung der sRNA an ein Protein, kbnnen
die Interaktionspartner nicht durch den Transkriptomvergleich identifiziert werden. In
diesem Fall kann das Translatom mittels ein- oder zweidimensionaler Proteingele zur
Identifikation direkter Proteininteraktionspartner analysiert werden. Da der
Transkriptomvergleich in An- und Abwesenheit von sRNA3p nicht zur Identifikation
hitzeschockabhangiger, potentieller Zielgene fiihrte, wurden eindimensionale
Proteingele zur ldentifikation von Proteininteraktionspartnern durchgefiihrt. Hierzu
wurde das Translatom von Wildtyp und Deletionsmutante der sRNAs3p nach einem 15-
mindtigen Hitzeschock verglichen (vgl. Abbildung 19 und 20). Es konnten jedoch keine
differentiell regulierten Proteinbanden identifiziert werden. Moglicherweise kénnte die
sensitivere  zweidimensionale  Gelelektrophorese  zur  Identifikation  von
Proteininteraktionspartnern fiihren. Flir sSRNA3o bzw. sRNAs3 von H. volcanii wurde in
vorhergehenden Versuchen mithilfe von zweidimensionaler Gelelektrophorese das
Proteom von Wildtyp mit dem der entsprechenden Deletionsmutante, kultiviert in
Komplexmedium, verglichen. AnschlieBende Massenspektrometrie ermoglichte die
Identifikation direkt oder indirekt regulierter Proteine (Straub et al., 2009). Fir E. coli
war es mittels zweidimensionaler Gelelektrophorese moglich, durch Vergleich des
Translatoms von Wildtyps und Uberexpressionsmutante der sRNA MicA, den
regulatorischen Einfluss von MicA auf die Proteine OmpA und OmpX zu zeigen (Udekwu
etal., 2005; Hammann et al., 2014). Veranderungen des Translatoms konnen, neben der
direkten Regulation von Proteininteraktionspartnern, auch auf die Regulation der
entsprechenden Ziel-mRNA zuriickzufiihren sein. Eine Untersuchung des Translatoms
bietet demnach eine ergidnzende Methode bei der Identifikation von sRNA-

Interaktionspartnern.
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5. IDENTIFIKATION UND VERIFIKATION POTENTIELLER ZIELGENE

Durch Methoden zur Analyse des Transkriptoms oder Translatoms kann sehr schnell
eine groRRe Anzahl von potentiellen Interaktionspartnern identifiziert werden. Nach der
Identifikation muss die Verifikation der direkten Interaktionspartner erfolgen. Der
regulatorische Einfluss einer sRNA kann zum Beispiel mittels Northern Blot-Analyse
verifiziert werden. In dieser Arbeit konnte zum einen das bioinformatisch vorhergesagte
Transkript des Gens osmC mittels Northern Blot-Analyse als potentielles Ziel der sSRNA479
bestatigt werden. Allerdings lag das mit der Sonde gegen osmC detektierte Transkript in
einer GrolRenordnung von 400-500 nt. osmC ist mit einer Lange von 468 bp annotiert.
Um den Bereich der potentiellen Bindestelle zu umfassen, musste das Transkript
zusatzlich eine 5-UTR mit einer Lange von 55 nt und somit eine Gesamtlange von 523 nt
besitzen (s. Abbildung 13). Zur Bestatigung der tatsachlichen Transkriptlange kénnte in
zuklinftigen Experimenten zunadchst eine cr-RT-PCR durchgefiihrt werden. Direkt nach
Induktion von oxidativem Stress konnte eine sehr starke Induktion des Transkriptlevels
von osmC, die bereits 15 min spater wieder deutlich abgeschwacht war, beobachtet
werden (s. Abbildung 14). Dies weist darauf hin, dass OsmC von H. volcanii eine dhnliche
Funktion wie bei E. coli erfullt. OsmC von E. coliist eine stressinduzierte Peroxireduktase
und in die Abwehr von oxidativem Stress involviert (Conter et al., 2001; Lesniak et al.,
2003). sRNA479 scheint wichtig fiir die rasche Induktion von OsmC zur Abwehr von
oxidativem Stress zu sein. Die Expression von OsmC ist in Abwesenheit der sRNA nach
Induktion von oxidativem Stress stark verringert (s. Abbildung 15). Zudem zeigte die
Deletionsmutante der sRNA479 verglichen mit dem Wildtyp eine schlechtere Anpassung
an das Wachstum auf Acetat, sowohl die Latenzphase als auch die Verdopplungszeit
waren verlangert (s. Tabelle 38). In der Deletionsmutante war bei Wachstum mit Acetat
und auch mit Glucose als Kohlenstoffquelle die Transkriptmenge von osmCim Vergleich
zum Wildtyp stark erhoht (s. Abbildung 15). OsmC ist ein acetylphosphatabhdngiges
Effektorprotein, welches in E. coli bei hohen Acetylphosphatkonzentrationen induziert
ist (Wolfe et al., 2003). H. volcanii ist zum einen in der Lage den sogenannten , Acetat-
Switch”, also dem Wechsel zwischen Assimilation und Dissimilation von Acetat, zu
vollziehen (Brdsen und Schonheit, 2001; Wolfe et al., 2003). Zum anderen kann der
Abbau von Hexosen unter Bildung von Acetat liber den Pentose Phosphatweg erfolgen

(Johnsen et al., 2009; Pickl und Schonheit, 2015). Insbesondere bei der Dissimilation von
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Acetat, aber auch bei der Dissimilation von Glucose ist die Acetylphosphatkonzentration
erhoht. Eine erhdhte Acetylphosphatkonzentration kénnte ahnlich wie bei E. coli zu
einer Induktion von OsmC in H. volcanii fihren. Die starke Induktion des Transkriptlevels
von osmC in Abwesenheit von sRNA479 weist auf eine Repression von OsmC durch die
sRNA hin. Eine dhnliche Regulation findet in E. coli statt, hier wird OsmC durch sRNA S-
20 reprimiert (Noro et al., 2017).

Desweiteren konnte in dieser Arbeit mittels Northern Blot-Analyse der positive
regulatorische Einfluss der sRNAis; von H. volcanii auf das ABC-Transportsystem
HVO _A0477-80 und auf das SBP des ABC-Transporters HVO_2375-8 in Abhangigkeit der
Verfligbarkeit von Phosphat gezeigt werden (s.1V.4.2.1 und IV.4.4.3). Auch in
S. typhimurium wurde das Transkriptlevel von OmpX in 35 sRNA-Deletionsmutanten
bestimmt. Die Deletion des Gens der sRNA CyaR flihrte zu einer verstarkten Expression
der OmpX-mRNA (Papenfort et al., 2008). Die Bestatigung der OmpX-mRNA als Ziel der
SsRNA CyaR erfolgte durch Komplementation der sRNA mit einem Plasmid mit hoher
Kopienzahl. Dies flihrte zu einer Reduktion des Expressionslevels der Ziel-mRNA auf

Wildtyp-Niveau.

Mittels Northern Blot-, Transkriptom- oder Translatom-Analyse kann zwar der
regulatorische Einfluss auf einen Interaktionspartner verifiziert werden, ob eine direkte
oder indirekte Regulation vorliegt bleibt jedoch weiter unklar. Viele potentielle
Interaktionspartner sind sekundare Ziele, die beispielsweise durch den direkten oder
indirekten Einfluss der sRNA auf Transkriptionsfaktoren reguliert werden. Eine
Moglichkeit, um Primarziele in vivo nachzuweisen, bieten Reportergenassays. Durch die
Verwendung eines heterologen Promotors, wird ausschliellich die post-translationale
Regulation gemessen. Die anschlieBende Einfliihrung von Mutationen und
kompensatorischen Mutationen ermdoglicht die Identifikation der Bindestelle in der Ziel-
mMRNA. In dieser Arbeit wurde der DHFR-Reportergenassay zum Nachweis der direkten
Bindung von sRNAi3; an die mRNA des ABC-Transportsystems HVO_A0477-80
eingesetzt. Dieser Assay wurde bereits fiir das halophile Archaeon H. volcanii etabliert
(Danner und Soppa, 1996; Brenneis und Soppa, 2009). Durch Fusion der 3-UTR des ABC-
Transporters HVO_A0477-80 mit der DHFR sollte der in vivo-Nachweis der direkten

Bindung von sRNA13; an die 3‘-UTR erfolgen. Aufgrund fehlender Reproduzierbarkeit der
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Messergebnisse war dies jedoch nicht moglich (Daten nicht gezeigt). Fir die
Reportergenkonstrukte wurde der starke, konstitutive fdx-Promotor aus H. salinarum
verwendet. Moglicherweise Ubersteigt die Menge der artifiziellen 3-UTR die Menge der
sRNA132, sodass der regulatorische Einfluss durch diese Methode nicht mehr messbar
ist. Um dieses Problem zu umgehen, kénnte es erforderlich sein die Versuche mit dem
nativem Promotor des ABC-Transportsystems zu wiederholen. In etablierten
Reportergenassays fir Bakterien werden Fusionen mit dem Reportergen B-
Galactosidase (/acZ) oder dem “griin fluoreszierenden Protein” (Gfp) eingesetzt (Urban

und Vogel, 2007; Mandin und Gottesman, 2009).

Obwohl der in vivo-Nachweis mithilfe des Reportergenassays nicht moglich war, ist eine
direkte Interaktion von sRNA132 mit der 3-UTR der mRNA von HVO_A0477-80 weiterhin
anzunehmen. In der Northern Blot-Analyse konnte gezeigt werden, dass in Anwesenheit
von sRNA1iz; und artifizieller 3-UTR  auf dem  extrachromosomalen
Reportergenkonstrukt keine Expression des ABC-Transportsystems HVO_A0477-80
stattfindet (s. Abbildung 28). Dies lasst auf eine Kompetition zwischen nativer und
artifizieller 3-UTR schlieRen. Die erhohte Menge artifizieller 3‘-UTR kénnte die Bindung
durch sRNA1s; beglinstigen und somit ihre Bindung an die native 3-UTR des ABC-
Transportsystems und dessen Stabilisierung verhindern (s. Abbildung 36). Durch
Einflhrung einer mutierten Bindestelle konnte die natirliche Stabilisierung der mRNA

durch sRNA13; wieder hergestellt werden (s. Abbildung A5 im Anhang).

Eine weitere Moglichkeit, um die direkte Interaktion von sRNA13> mit der 3-UTR des
ABC-Transporters HVO_A0477-80 nachzuweisen, konnte in vitro mittels
»electrophoretic mobility shift assay” (EMSA) oder ,footprinting assay” erfolgen. Bei
E. coli konnte so die Bindestelle der sSRNA MicA an die mRNA OmpA identifiziert werden
(Udekwu et al., 2005). Bei S. typhimurium wurde mithilfe von ,footprinting assays” die
post-transkriptionelle Regulation der mRNA OmpD durch die sRNA MicC gezeigt und
eine Bindestelle von maximal 12 bp in der kodierenden Sequenz identifiziert. Auch fir
das methanogene Archaeon M. mazei konnte anhand von Mutationen und
kompensatorischen Mutationen mittels ,,footprinting assays“ und EMSA die Bindung der
sRNA162 an ihre Ziel-mRNAs MM2440-41 und MM2442 verifiziert werden (Jager et al.,

2012). Durch ,footprinting assays” lasst sich zwar die genaue Bindestelle einer sRNA an
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Abbildung 36: Schema fiur die Regulation durch Bindung von sRNA13; an die 3-UTR der mRNA von
HVO_A0477-80. A. Schema der Regulation in An- (Wt) und Abwesenheit (A132) von sRNA13». Die Bindung
der sRNA an die 3‘-UTR flihrt zu einer Stabilisierung der mRNA. Ohne Bindung der 3‘-UTR durch sRNA13
erfolgt der Abbau der mRNA. B. Schema fiir die Kompetition zwischen nativer und artifizieller 3-UTR. Bei
den Stammen, transformiert mit den Reportergen-konstrukten pJK03 und pMB1, erfolgt eine Bindung
der nativen 3‘-UTR und eine Stabilisierung der mRNA. Bei dem Stamm transformiert mit dem
Reportergenkonstrukt pJB21 erfolgt eine Kompetition von nativer und artifizieller 3‘-UTR. Aufgrund des
Uberschusses der artifiziellen 3'-UTR erfolgt keine Bindung der nativen 3‘-UTR und somit der Abbau der
mRNA von HVO_A0477-80.

ihre Ziel-mRNA bestimmen, allerdings ist es wichtig bei solchen in vitro-Experimenten
die physiologischen Bedingungen wie Temperatur, Salzgehalt oder RNA-
Konzentrationen einzuhalten. Zudem spiegeln solche in vitro-Ansatze nicht die reellen
Bedingungen in der Zelle wieder, da fir die Interaktion wichtige, zuvor unbekannte
Proteine mit sSRNA und/oder Ziel-mRNA wechselwirken kénnen. Auch der Abbau durch
RNasen kann eine wichtige Rolle spielen. Durch gezielte Zugabe von RNasen und Hfq zu
in vitro-Ansatzen kann deren Einfluss auf die Translationsregulation der Ziel-mRNA
aufgeklart werden (Darfeuille et al., 2007; Bandyra et al., 2012). Solche in vitro-

Methoden kdnnen wichtige Hinweise auf die Bindestelle und involvierte RNasen oder
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Chaperone wie Hfq geben. Da jedoch weitere unbekannte Faktoren und die exakten
physiologischen Bedingungen wichtig fiir die Translationsregulation sein kénnen, bleibt

der in vivo-Nachweis der sSRNA-mRNA Regulation unerlasslich.

Eine weitere Moglichkeit zur experimentellen Zielgenidentifikation bieten Co-
Immunoprazipitationen. Hierbei wird ein Antigen mit dem entsprechenden Antikdrper
aus einer Losung aufgereinigt. Sm/LSm-Proteine bzw. das RNA-Chaperon Hfg vermitteln
die Bindung kleiner RNAs an ihre Ziel-mRNA in Eukaryoten und Archaea bzw. in den
meisten gram-negativen Bakterien. Durch Co-Immunoprazipitation kdnnen sRNAs und
ihre direkten mRNA- und Proteininteraktionspartner aufgereinigt und mittels
Sequenzierung bzw. Proteomics identifiziert werden. Die Co-Immunoprazipitation von
Hfq fiihrte beispielsweise in E. coli zur ldentifikation von nahezu 300 Ziel-mRNAs und in
S. typhimurium zur ldentifikation von mehr als 700 Ziel-mRNAs (Sittka et al., 2008; Bilusic
et al., 2014). In Archaea wurde ebenfalls eine Co-Immunoprazipitation mit dem Lsm-
Protein von H. volcanii durchgefiihrt. Hierbei wurden 20 sRNAs und 33 Proteine als
Interaktionspartner identifiziert (Fischer et al., 2010). Von den in dieser Doktorarbeit
charakterisierten sRNAs zeigten sRNA3zo, SRNA132 und sRNAu2252r €ine Interaktion mit
dem LSm-Protein. Zusatzlich zu den identifizierten sRNAs wurde bei dieser Co-
Immunoprazipitation eine Reihe von Proteinen, unter anderem Hitzeschockproteine,
identifiziert. Dies unterstiitzt eine mogliche Involvierung der sRNA3p in die Adaptation

an Hitzestress.

Neben der Co-Immunoprazipitation mithilfe von RNA-bindenenden Proteinen, kdnnen
auch gezielt Interaktionspartner einer RNA identifiziert werden. Derzeit erfolgt die
Prazipitation mittels biotinylierter sRNAs in H.volcanii, um mRNA- und
Proteininteraktionspartner von sRNAsz und sRNAi3; zu identifizieren und bereits
identifizierte Interaktionspartner zu verifizieren (Kliemt et al., unveroffentlichte Daten).
Fiir das humanpathogenene Epsilonproteobakterium Helicobacter pylori konnte durch
die Ligation eines DNA-Aptamers an die sRNA HPnc6910, gefolgt von einer
Massenspektrometrie, das Protein HP1334 als Interaktionspartner identifiziert werden
(Rieder et al., 2012). Da in Helicobacter pylori, ebenso wie in etwa 50% der Bakterien,
das RNA-Chaperon Hfq fehlt (Rieder et al., 2012), sind Hfg-unabhdngige Methoden zur

Identifikation von sRNA-Interaktionspartnern von groRer Wichtigkeit.
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6. PHOSPHATABHANGIGE REGULATION ZWEIER ABC-TRANSPORT-SYSTEME VON HALOFERAX VOLCANII

DURCH SRNA132

Die mittels RNomics identifizierte intergene sRNA13; wurde bereits in vorherigen
Arbeiten charakterisiert (Babski[Dissertation], 2013; Kliemt[Masterthesis], 2014). In
diesen Versuchen wurde gezeigt, dass die Regulation des ABC-Transportsystems
HVO_A0477-80 durch sRNA13, zudem phosphatabhangig ist. In dieser Arbeit wurde
mithilfe von Northern Blot-Analysen der Zeitpunkt, zu dem der Unterschied des
Transkriptlevels des ABC-Transporters HVO_A0477-80 in An- und Abwesenheit von
sRNA132 maximal war, auf 30 Minuten nach vollstandigen Phosphatentzug festgesetzt
(s. Abbildung 26 und A3). Um einen Einblick in das Pho-Regulon von H. volcanii in
Abhadngigkeit von sRNA13; zu gewinnen, wurden die zu diesem Zeitpunkt entnommenen
RNA-Proben im DNA-Mikroarray verglichen (s. Tabelle 43 und 44). Insgesamt konnten
dem Pho-Regulon 47 in An- und Abwesenheit von sRNA13; differentiell regulierte Spots
zugeordnet werden. Zu dem Pho-Regulon der sRNA13; gehorten unter anderem der ABC-
Transporter HVO_A0477-80 und das Gen HVO 2375, welches fiir das SBP des ABC-
Transporters HVO_2375-8 kodiert. Beide ABC-Transporter sind fiir den Transport von
anorganischem Phosphat annotiert und zeigten in Abwesenheit von sRNA13; verringerte
Transkriptlevel. Die Gensonde fiir HVO_2375 befindet sich auf dem gleichen Spot wie
der Phosphatregulator phoU2. Die Phosphatregulatoren phoU1 und phoU2 sind nur
partiell auf den DNA-Mikroarray gedruckt und gemeinsam mit anderen Genen auf
unterschiedlichen Spots vertreten. Die Phosphatregulatoren phoU3 und phoU4 sind
nicht auf den DNA-Mikroarray gedruckt. In Abwesenheit von sRNA13, konnte ebenfalls
die verringerte Expression des SBPs des Glycerol-3-Phosphat-abhangigen ABC-
Transporters HVO_B0290-3 und mehrerer Kinasen gezeigt werden. Zudem waren in
Abwesenheit der sSRNA die Transkriptlevel von zwei Glycerolphosphat-Dehydrogenasen
erhoht. Die Gene, die dem Pho-Regulon zugeordnet werden konnten, geben weiterere
Hinweise auf den wichtigen regulatorischen Einfluss von sRNA13; auf die Adaptation von
H. volcanii an Phosphatlimitierung. In H. salinarum wurde mittels DNA-Mikroarrays das
Pho-Stimulon unter Phosphatlimitierung identifiziert. Zu diesem Pho-Stimulon gehéren
etwa 200 Gene, wovon 17 Gene unter Phosphatlimitierung eine mehr als 900-fache,
differentielle Regulation zeigten (Wende et al., 2009). Dem Pho-Stimulon wurde unter

anderem das ABC-Transportsystem pst1, der Glycerol-3-Phosphat-Transporter ugp, die
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alkalische Phosphatase und drei PhoU-Proteine zugeordnet. Der ABC-Transporter
HVO_A0477-80 (pst2) von H. volcanii ist homolog zu dem hoch-affinen ABC-Transporter
pstl von H. salinarum und gehorte in Abwesenheit von sRNA132 zu den am starksten
regulierten Genen. Der zu dem zweiten ABC-Transporter HVO_2375-8 (pst1) homologe
ABC-Transporter pst2 von H.salinarum st niederaffin und war unter
Phosphatlimitierung nur schwach exprimiert (Wende et al., 2009). Bei dem in dieser
Arbeit identifizierten Pho-Regulon der sRNA13; zeigte der ABC-Transporter HVO_2375-8
ebenfalls eine geringere differentielle Regulation als der ABC-Transporter HVO_A0477-
80. Der Glycerol-3-Phosphat-Transporter ugp von H. salinarum ist homolog zu dem
Transporter HVO_B0270-3 von H. volcanii, der dem Pho-Regulon der sRNA13; angehort.
Desweiteren konnten Homologe der Phosphatregulatoren von H. volcanii dem Pho-
Stimulon von H.salinarum zugeordnet werden. Um die Involvierung der
Phosphatregulatoren in das Pho-Regulon von H. volanii zu Uberprifen, sollte in
zuklnftigen Experimenten ihre Expression in An- und Abwesenheit von sRNA13; mittles

Northern Blot analysiert werden.

In nachfolgenden Northern Blot-Analysen wurde der aktivierende Einfluss von sRNA13;
auf die Expression beider ABC-Transporter gezeigt und ihre phosphatabhdngige
Regulation verifiziert (s. Abbildung 30 und 31). Insbesondere bei niedrigen,
wachstumslimitierenden Phosphatkonzentrationen zeigen sowohl sRNA13; als auch der
ABC-Transporter HVO _A0477-80 eine stark erhohte Expression. Die Induktionskinetik
nach Phosphatentzug zeigt ganz deutlich, dass in Abwesenheit von sRNA13; eine stark
zeitverzogerte Expression des ABC-Transporters HVO_A0477-80 stattfindet
(s. Abbildung 25). Dies zeigt, dass es noch weitere Mechanismen zur Regulation dieses
ABC-Transporters gibt und sRNAi13; eine wichtige Rolle bei der ersten, schnellen
Regulation spielt. Aufgrund der enormen Bedeutung von Phosphat fir die Zelle
unterliegt die Phosphataufnahme vermutlich weiteren regulatorischen Mechanismen.
Moglicherweise durch die phosphatabhangige Expression von Transkriptionsfaktoren.
Eine solche proteinbasierte Regulation konnte die verlangsamte Induktion der
Expression des ABC-Transporters HVO_A0477-80 in Abwesenheit der sRNA13, erklaren.
Wahrend sRNA13; von H. volcanii unter Phosphatmangel eine stark erhdhte Expression

zeigte (s.IV.4.2.1), fihrte eine Phosphatlimitierung zur verringerten Expression der
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sRNA 257, in S. solfataricus (Martens et al., 2013). Zudem konnte gezeigt werden, dass

SRNA 2571 in die Repression eines phosphatabhangigen ABC-Transporters involviert ist.

In konkurrierenden Wachstumsversuchen des Wildtyps verglichen mit den jeweiligen
Deletionsmutanten der ABC-Transporter HVO_A0477-80 bzw. HVO_2375-8 unter
phosphatlimitierenden Bedingungen, setzte sich jeweils der Wildtyp mit dem intakten
ABC-Transportsystem gegen die Deletionsmutante durch (s. Abbildung 31). Dies
unterstreicht die Bedeutung dieser Transportsysteme fiir die Anpassung an geringe
Phosphatkonzentrationen. In dem konkurrierenden Wachstumsversuch mit der
Deletionsmutante des ABC-Transportsystems HVO_A0477-80 setzen sich gegen Ende
des Versuchs zu 91% die Wildtyp-Kolonien durch (s. Abbildung 32.A). Im Vergleich dazu
fihrte die Deletion des ABC-Transportsystems HVO 2375-8 ebenfalls zu einen
Wachstumsvorteil des Wildtyp-Stammes. Dieser nahm zum Versuchsende 77% aller
Kolonien ein (s.Abbildung 32.B). Wie bereits weiter oben erwahnt, besitzt der zum ABC-
Transportsystem HVO _A0477-80 von H. volcanii homologe ABC-Transporter Pstl in
H. salinarum eine héhere Phosphataffinitat als dessen zweites ABC-Transportsystem
Pst2 (Furtwangler et al., 2010). Die konkurrierenden Wachstumsversuche zeigen, dass
beide Transportsysteme eine wichtige Rolle fir H. volcanii unter phosphatlimitierenden

Bedingungen einnehmen.

In H. salinarum konnte die Bedeutung der Anwesenheit cis-aktiver Elemente fiir die
phosphatabhdngige Promotoraktivitat der ABC-Transportsysteme pst1 und pst2 gezeigt
werden (Furtwangler et al., 2010). Diese P-Boxen bestehen aus AT-reichen Regionen
stromaufwarts der Promotorelemente und wurden auch fir den ABC-Transporter ugp
identifiziert. In dieser Arbeit wurde die Konservierung der Promotorbereiche der ABC-
Transporter HVO_A0477-80 und HVO_2375-8 und der sRNA13; Uberpriift. Neben den
konservierten Promotorelementen TATA-Box, -10- und in einem Fall des BR-Elements,
enthielten diese drei Promotorregionen konservierte, AT-reiche Bereiche
stromaufwarts der Promotorelemente. In nachfolgenden Versuchen wurde die
phosphatabhdnige Regulation putativer P-Boxen im Promotorbereich von sRNA13; und
des ABC-Transporters HVO_A0477-80 von H. volcanii Uberprift. Fir die getesteten
Promotorbereiche mit einer Lange von 150 nt konnten keine cis-aktiven Elemente

identifiziert werden (Jana Kliemt, personliche Kommunikation).
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sRNA132 besitzt einen aktivierenden regulatorischen Einfluss auf ABC-Transportsysteme
zur Aufnahme von Phosphat aus der Umgebung und spielt somit eine wichtige Rolle
unter phosphatlimitierenden Bedingungen. Um einen weiteren Einblick in die
phosphatabhdngige Regulation von sRNAi3; zu erhalten, konnte in zukinftigen
Experimenten der Einfluss der sRNA13; auf das ABC-Transportsystem HVO_2375-8 und

auf die Phosphatregulatoren PhoU1-4 untersucht werden.

7. ZIELE, WIRKWEISEN UND BEDEUTUNG ARCHAEALER SRNAS

In allen drei Domadnen des Lebens nehmen sRNAs als Translationsregulatoren eine
wichtige Rolle ein. In Archaea wurden bisher nur in M. mazei, S. solfataricus und
Pyrobaculum spp. Ziel-mRNAs kleiner sRNAs identifiziert. sSRNA1s2 von M. mazei reguliert
durch Bindung ihres 5'-Bereichs an die Ribosomenbindestelle ihrer Ziel-mRNAs (Jager et
al., 2012). Hierbei fungiert sie sowohl als cis-kodierte antisense RNA, als auch als trans-
kodierte sRNA in der Translationsregulation ihrer Ziel-mRNAs MM2442 und MM2441.
Die Mehrheit aller Transkripte von M. mazei besitzen lange 5-UTRs (Jager et al., 2009).
Somit ist eine translationale Regulation lGber die 5'-UTR sehr wahrscheinlich. Dies dhnelt
der Regulation durch bakterielle sRNAs, die hauptsachlich durch Bindung der sRNA an
die 5-UTR stattfindet. Meist erfolgt durch Maskierung der Ribosomenbindestelle die
Repression der Translation oder die Regulation der Stabilitdit der mRNA (Waters und
Storz, 2009). Die Bindung der sRNA an sogenannte Enhancer-Elemente stromaufwarts
der Shine Dalgarno (SD)-Sequenz kann wie im Falle der sSRNA GcvB von S. typhimurium
zur einer Repression der Translation flihren (Sharma et al., 2007). Eine weitere
Moglichkeit ist eine Bindung an die kodierende Region der mRNA oder an die 3-UTR.
Dies resultiert oftmals in einer Aktivierung der Ziel-mRNA. Zudem kénnen zwei Regionen

innerhalb einer sSRNA zwei verschiedene Ziel-mRNAs binden (Lease, 1998).

Im Gegensatz zu den Transkripten in M. mazei besitzen die Transkripte vieler anderer
Archaea wie zum Beispiel H. volcanii, H. salinarum, S. solfataricus oder Pyrobaculum
aerophilum in der Regel keine oder nur sehr kurze 5-UTRs (Slupska et al., 2001; Brenneis
et al., 2007; Wurtzel et al., 2010). Dies wirde eher fir eine Bindung im ORF oder an die
3‘-UTR der Ziel-mRNA sprechen. Bei H. salinarum und H. volcanii ist die Richtung der

Translationsregulation in der 3‘-UTR, nicht aber in der 5-UTR, kodiert (Brenneis und
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Soppa, 2009). Zudem besitzen 72% der proteinkodierenden Transkripte von H. volcanii
keine 5-UTR (Babski et al., 2016). Da die Mehrheit aller Transkripte keine 5-UTR besitzt
und die SD-Sequenz nicht wichtig fir die Translationsinitiation ist (Kramer et al., 2014),
wird eine translationale Regulation (iber die Bindung der 3‘-UTR von Ziel-mRNAs durch
haloarchaeale sRNAs sehr wahrscheinlich. Eine komparative RNA-Sequenzierung von
vier Pyrobaculum Spezies fiihrte zur Identifikation der 65 nt groBen Antisense RNA asR3,
die komplementdr zu einem Sekundarelement in der 3-UTR der Triosephosphat-
Isomerase ist und diese moglicherweise reguliert (Bernick et al., 2012). In S. solfataricus
wurde unter Phosphatmangel die verstarkte Expression der sRNAs RNA257:i4 und
gleichzeitig die Reduktion der mRNA 1183 beobachtet (Martens et al., 2013). Zudem
konnte gezeigt werden, dass die 3-UTR von mRNA1183 wichtig fiir die Repression der
MRNA ist. In vitro fUhrte die Duplexbildung der RNA2571 mit der 3-UTR zum Abbau der
MRNA1183. Auch in H. volcanii konnte mithilfe einer in silico-Analyse der sRNA13; eine
nahezu perfekte Bindestelle tber 20bp in der 3-UTR des ABC-Transporters
HVO_A0477-80 identifiziert werden (s. Abbildung 3). In dieser Arbeit konnte die
Induktion des ABC-Transporters HVO_A0477-80 und der sRNA13; durch Phosphatmangel
in vivo gezeigt werden (s. Abbildung 25). Die nahezu perfekte Komplementaritat der
SRNA zu der 3-UTR und die Kompetition der nativen 3‘-UTR von HVO_A0477-80 mit der
artifiziellen 3‘-UTR des extrachromosomalen DHFR-Konstrukts pJB21 legen eine
Interaktion von sRNA13; mit der 3-UTR der polycistronischen mRNA von HVO_A0477-80
nahe (s. Abbildung 28). Obwohl sich der Nachweis der sRNA-Bindung in vivo als
schwierig erwiesen hat, konnte eine Wiederholung der Reportergenassays mit dem
natiirlichen Promotor zum Erfolg fiihren. In dieser Arbeit wurde das Deletionsplasmid
zur Herstellung einer Mutante mit der Deletion der sRNA-Bindestelle in der 3-UTR des
ABC-Transporters HVO_A0477-80 erstellt (Daten nicht gezeigt). Mithilfe dieser Mutante
konnte ebenfalls der in vivo-Nachweis anhand einer verringerten Expression des ABC-
Transporters HVO_A0477-80 im Vergleich zum Wildtyp mittels Northern Blot-Analyse
erbracht werden. Eine zusatzliche Verifikation konnte mithilfe einer kompensatorischen
Mutation, durch die die Expression wieder auf Wildtyp-Niveau angehoben werden
konnte, erfolgen. Die Regulation von sRNAs (iber die Bindung der 3-UTR ist sehr dhnlich
zu eukaryotischen kleinen RNAs. Diese regulieren die Translation ihrer Ziel-mRNA(s)
Uber Bindung an deren 3-UTR (Huang et al., 2013). In der Regel erfolgt der Abbau oder
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die translationale Repression der Ziel-mRNA (Bartel, 2009). Zum Beispiel reprimiert die
miRNA miR-34a die Expression von Survivin, einem Inhibitor der Apoptose, lber die

Bindung an dessen 3‘-UTR (Huang et al., 2015).

Bisher wurde der Mechanismus zur Translationsregulation durch archaeale sRNAs nicht
naher erforscht. Im Falle der sSRNA13; ist eine Stabilisierung der Ziel-mRNA HVO_A0477-
80 durch direkte Bindung an die 3‘-UTR sehr wahrscheinlich. Bei Bakterien erfolgt eine
Aktivierung von Ziel-mRNAs beispielsweise durch die Bindung der sRNA an
Attenuatorelemente wie Haarnadelstrukturen. Diese Bindung resultiert in einer
Freilegung der Ribosomenbindestelle (Majdalani et al., 2002; Brantl, 2015). Die sRNA
DsrA bindet an eine selbst-inhibitorische Haarnadelstruktur der rpoS-mRNA und fihrt
so zur Aktivierung der Translation (ber die Freilegung der Ribosomenbindestelle
(Frohlich und Vogel, 2009). Ein Beispiel fur eine sSRNA-basierte Stabilisierung ist die SRNA
GadY von E. coli. Die Bindung von GadY an die 3-UTR von gadX verhindert deren Abbau
durch RNasen (Opdyke et al., 2004).

sRNAs spielen eine grofle Rolle bei der Translationsregulation. Gegeniiber
regulatorischer Proteine wie Transkriptionsfaktoren haben sie den Vorteil einer
schnelleren und weniger energieaufwandigen post-translationalen Regulation (Levine
und Hwa, 2008). Bakterielle SRNAs erfillen ihre Funktion im sogenannten ,,Fine-Tuning“
der post-translationalen Regulation (Shimoni et al., 2007). Im Vergleich zu sRNAs sind
Transkriptionsfaktoren gegeniiber transkriptionellem Rauschen nicht sensitiv genug
(Wagner und Romby, 2015). Die entstehende Ultrasensitivitdit von sRNAs nahe eines
Schwellenwerts erschwert die Forschung und konnte Zell-Zell-Unterschiede und
phanotypische Heterogenitat erklaren. Die differentielle Regulation von Genen mit
gleichem trankriptionellem Ursprung, d.h. von Genen eines Genclusters, wird durch
sRNAs ermoglicht. Zum Beispiel erfolgt eine differentielle Regulation der Gene des
Galactose-Operons durch die sRNA Spot42 (Mgller et al., 2002). Ein grolRer Vorteil der
sRNA-Regulation wird auch durch das sogenannte ,Multi-Targeting” erreicht. Zum
Beispiel reguliert die SRNA RhyB aus E. coli mindestens 16 Gene (Papenfort und Vogel,
2009). Bei Bakterien ist etwa 80-95% der DNA proteinkodierend, nur etwa 1% des
Genoms besteht aus nicht-kodierenden RNAs wie zum Beispiel rRNAs, tRNAs oder sRNAs

(Mattick, 2004). Dies erhoht die Bedeutung eines ,Multi-Targeting” fiir bakterielle
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sRNAs. Aktuelle Sequenzierungen konnten zeigen, dass der nicht-kodierende Anteil der
translatierten RNA sehr hoch ist. In Vollmedium werden 47% aller annotierten,
proteinkodierenden Gene von H. volcanii translatiert (Babski et al.,, 2016). Dies
entspricht jedoch nur 39% aller identifizierten TSS, wahrend 61% nicht-kodierenden
RNAs zugeordnet werden konnten. Der enorme Einfluss der nicht-kodierenden RNAs
wird in Anbetracht des Transkriptoms im Vergleich zum Translatom (Proteom)
besonders deutlich (vgl. Abbildung 37 entnommen aus Diederichs (2010)). Mehr als 85%
des menschlichen Genoms werden in RNA transkribiert, weniger als 3% davon werden
jedoch in Proteine translatiert (Hangauer et al., 2013). Dies zeigt, dass die Mehrheit der
RNA nicht aus Boten-mRNA, sondern aus nicht-kodierender RNA wie kleine RNAs,
rRNAs, tRNAs, usw. besteht. Daraus lasst sich jedoch auch die erforderliche Sensitivitat
kleiner RNAs ableiten, die trotz der enormen RNA-Menge (transkriptionelles Rauschen)

ihre regulatorische Funktion geziehlt und dulRerst spezifisch erfllen.

In einer neuen dRNA-

Seqg-Studie von Babski et

Genomische DNA

I\

al. (2016) wurde die

bisher = angenommene

Boten- Funktionelle
. mRMA ncRNA
Zahl von etwa Transkriptom: RNA (nichtprotein-
codierende RNA,

inkl. microRMA)

200 intergenen sRNAs in

l

Protein

H. volcanii  dramatisch

nach oben korrigiert.

Insgesamt erhohte sich
] ) Abbildung 37: Informationsgehalt des humanen Genoms. Das gesamte
die Anzahl intergener Genom (blau) in Relation zu dem Transkriptom (rot) und dem Proteom

SRNAs auf 395 und die (gelb). Entnommen aus Diederichs (2010).

der cis-Antisense RNAs auf 1244. Die grolRe Anzahl an sRNAs und ihre Involvierung in
eine Reihe von biologischen Funktionen wie Stickstofffixierung und Phosphatlimitierung
unterstreichen ihre enorme Bedeutung fiir H. volcanii. Die Identifikation von Ziel-mRNAs
und die Erforschung von Wirkweisen archaealer sRNAs bleibt weiterhin eine

Herausforderung und stellt auch in Zukunft ein interessantes Forschungsgebiet dar.
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VIl. ANHANG

1. ABBILDUNGEN UND TABELLEN

Tabelle A1: Auswertung der phanotypischen Charakterisierung von H. volcanii. Wachstumsausbeute von
Aufgelistet sind die
Abweichungen vom Wildtyp in Prozent und die Standardabweichung (s.a. in %). Phanotypen mit einer
Standardabweichung von mindestens 10% sind fett gedruckt. Abkiirzungen: ungleichmaRBiges Wachstum
des Wildtyps (}); optische Dichte zum Zeitpunkt der Induktion héher oder geringer als der Wildtyp (%);
Wachstumsrate ebenfalls héher bzw. geringer unter Standardbedingungen (3). Veréffentlicht in Jaschinski
et al. (2014) und *Heyer et al. (2012).

27 sRNA-Deletionsmutanten im Vergleich zum Wildtyp (H26 bzw. H119).

Wachstumsausbeute in Prozent (s.a. in %) des Wildtyps

Deletions- OX. alk. Salz- Kalte-
mutante CAS Xylose Acetat 12M 2,1M 4M Stress  Stress stress stress
63 7 (0) 110 (0) 104 (4) 4(5) 94(4) 85(12) 88 (1) 96 (4) 97 (4) 91 (3)
132 103 (1) 104 (4) 107 (4) 102 (5) 99(2) 89 (10) 125(1) 103 (3) 110 (4) 99 (2)
168 102 (1) 95(13) 110(2)* 98(5) 95(6) 85(9) 119(0) 98 (2) 97 (5) 91 (2)
194 102 (1) 100 (4) 109 (4) 101(3) 91(4) 87(4) 124(2)> 94(5) 110(2) 95 (3)
235 8 (1) 113 (7) 110 (4)* 107 (6) 94 (4) 70(7) 95 (10) 98 (3) 110 (2) 93 (4)
288 104 (2) 108 (4) 107 (2) 7(6) 93(2) 77 (8) 81(2)2 98(2) 108 (7) 96 (5)
308 100 (1) 105 (7) 109 (2) 5(7) 94(1) 88(7) 126(3) 98(3) 104 (3) 94 (2)
362 8(2) 92(6) 72(9) 98(7) 91(2) 92(3) 75 (6)2 83 (3)2 92 (1) 99 (2)
450 100 (2) 102 (8) 90 (3) 110(2) 103 (2) 98(2) 102 (1) 104 (5) 100 (4) 96 (1)
479 9 (2) 99 (6) 0(2) 114(2) 103(2) 95(2) 101(1) 104 (4) 110(2) 109 (2)
500 98 (1) 92 (15) 110 (3)* 89 (10) 92 (4) 84 (11) 129(2) 96 (2) 100 (2) 88 (3)
529 95 (1) 111 (5) 9(3) 98(6) 94(3) 87(2) 82 (3)2 88(2)2 103 (1) 106 (1)
H225.2R 107 (3) 107 (10) 98 (0) 77 (12) 88 (7) 94 (5) 87 (3 94(8) 137 (23) 123 (34)
htsf_182 98 (2) 99 (15) 98 (6) 91(13) 92(4) 96(6) 100(3) 96(11) 98(6) 102 (4)
htsf_209 96 (2) 100 (5) 6(4 90(11) 96(6) 91(9) 96 (1) 92(12) 95(9) 100 (7)
htsf 242 100 (1) 106 (5) 102 (1) 96 (5) 101 (6) 93 (12) 74 (4)> 114 (6)* 186 (3)* 95 (1)
htsf_339 100 (2) 108 (7) 101 (1) 96 (3) 5(10) 102 (7) 101 (3) 120 (2)* 117 (2)* 97 (2)
htsf_359 101 (1) 106 (6) 106 (2) 97 (5) 103 (9) 102 (7) 83 (0)2 118 (1)* 189 (4)! 97 (2)
htsf_416 102 (1) 107 (5) 107 (2) 93 (5) 8 (3) 101 (2) 77 (1) 115 (2)* 187 (2)* 96 (1)
htsf_467 100 (2) 106 (7) 104 (2) 90 (9) 92 (11) 102 (6) 86 (2)2 114 (3)* 172 (9)* 97 (2)
htsf_468 99 (2) 113 (24) 91(5) 91(16) 63(9) 78(15) 90(6) 64 (17)2 65 (11)°* 57 (6)3
htsf_ 494 102 (1) 96 (4) 107 (1) 100 (0) 107 (10) 99 (5) 80 (2)2 116 (3)* 179 (9)* 94 (1)
htsf 574 103 (1) 95(2) 108 (2) 95 (1) 101 (15) 101 (4) 74 (1)2 106 (5) 193 (2)* 90 (3)
hts4* 95(1) 98(2) 76(2) 95(2) 87(2) 84(3) 80(2)2 79(1)3 94 (2) 97 (2)
hts10* 95(2) 91(2) 87(3) 110(1) 98(2) 89 (3) 92 (1) 94(2) 101(3) 112(2)
hts14 104 (2) 120 (17) 140 (3) 102 (10) 110 (4) 111 (16)* 98 (4) 113 (5)3 203 (38) 74 (17)
hts21* 103 (2) 101 (2) 130(7) 92(9) 120(2) 127 (2)' 95(1) 120 (6)® 264 (24) 103 (23)
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Tabelle A2: Auswertung der phanotypischen Charakterisierung von H. volcanii. Verdopplungszeit von 27
SRNA-Deletionsmutanten verglichen unter zehn verschiedenen Bedingungen mit dem Wildtyp (H26 bzw.
H119). Aufgelistet sind die Abweichungen vom Wildtyp in Prozent und die Standardabweichung (in %).
Phanotypen mit einer Standardabweichung von mindestens 10% sind fett gedruckt. Abkiirzungen: Daten
nicht auswertbar (n.a.) (z.B. Unzureichende Messpunkte, unregelmaRiges Wachstum,...); Daten aufgrund
unzureichender Messpunkte nicht auswertbar (gleich/ viel); ungleichmaRiges Wachstum des Wildtyps (*);
optische Dichte zum Zeitpunkt der Induktion héher oder geringer als der Wildtyp (2); Wachstumsrate
ebenfalls héher bzw. geringer unter Standardbedingungen (3). Verdffentlicht in Jaschinski et al. (2014) und
*Heyer et al. (2012).

Verdopplungszeit in Prozent des Wildtyps

Deletions- CAS Xylose Acetat 12M 2,1M 4M OX. alk. Salz- Kalte-
mutante Stress Stress  stress  stress
63 108 72 81! 91 107 99 n.a. 93 105 105
132 103 99 711 91 91 92 71 93 95 92
168 99 n.a. 82! 116 102 96 100 92 99 106
194 108 91 841 89 93 81 1582 5042 95 103
235 101 96 82! 105 95 103 96 101 105 104
288 104 105 92 107 102 98 n.a. 108 108 108
308 113 100 78! 109 98 107 95 98 100 105
362 124 n.a. viel 73! 109 95 107 n.a. 93 106
450 101 106 97 57 109 108 105 n.a. 98 106
479 107 105 139 55 94 106 96 n.a. 91 104
500 114 n.a. 78! 105 101 107 94 100 100 107
529 108 105 101 721 109 118 109 n.a. 91 105
H225.2R 100 99 viel 172 92 101 107 100 93 gleich
htsf_182 95 104 99 102 98 99 105 101 103 98
htsf_209 92 108 98 99 97 109 101 104 93 97
htsf_242 96 94 91 100 108 109 n.a. 90 103 100
htsf_339 96 97 102 105 94 90 n.a. 90 96 101
htsf_359 98 99 92 98 95 96 n.a. 96 94 93
htsf_416 96 106 93 102 110 99 n.a. 94 109 99
htsf_467 94 98 106 98 99 93 n.a. 99 90 99
htsf_468 97 35 103 n.a. 140 120 108 1173 1393 1423
htsf_494 100 103 82 100 90 94 n.a. 90 99 93
htsf_574 99 94 102 102 117 91 n.a. 94 103 105
hts4* 104 n.a. n.a. 67! 106 110 104 n.a. 94 99
hts10* 99 n.a. n.a. 81! 109 106 85 n.a. 94 96
hts14 107 83 85 58! 98 n.a. 97 96 68 98

hts21* 100 102 86 87! 102 n.a. 99 gleich 64 99
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A Glucose Xylose Acetat B 1,0
Wt A Wt A Wt A 0,8
HVO_A0477-80 -'. . .\ 0,6
0,4

23SrRNA =
0,2
0,0

16SrRNA =

Glucose Xylose Acetat

Abbildung A1: Expression von sRNAss2 nach Wachstum mit Glucose, Xylose und Acetat. A. Northern Blot-
Analyse des Transkriptlevels in der exponentiellen Wachstumsphase. B. Auswertung der Northern Blot-
Analyse. Relative Transkriptlevel bezogen auf das Wachstum unter Standardbedingungen (Glucose).

Tabelle A3: Transkriptomanalyse mittels DNA-Mikroarray. Vergleich der Deletionsmutante von sRNAntsfass
mit dem Wildtyp bei 4 M NaCl. Gezeigt sind die HVO-Nummer, der Grad der Regulation und die
entsprechendende Standardabweichung (s.a. in %) in Abwesenheit der sRNA.

HVO-Nr. Genfunktion Regulation s.a. [%]

erhohtes Transkriptlevel

HVO_B0275s sRNAszo 0,5 24%

verringertes Transkriptlevel

HVO_A0172s sRNAzs4 2,3 34%
SRNAH11.2 2,4 11%

HVO_2213s  sRNAnts1o 2,3 27%

HVO_B0128 verwandtes Protein der Glucose-1-Dehydrogenase 2,4 6%
SRNAz1gsense 2,4 38%

HVO_2293s  sRNAntsis (SNORNA) 2,6 10%

HVO_2868s  sRNAp1o 4,0 22%

42°C 51°C

Abbildung A2: Northern Blot-Analyse
Wt Wt A von sRNAs3p nach  15-minitigem
Hitzeschock (51°C). Aufgetragen sind
jeweils zwei Proben des Wildtyps (Wt)
HVO_A0477-80  \or (42°C) und nach Hitzeschock (51°C)
und zwei Proben der Deletionsmutante
= 23SrRNA von sRNAs (A) nach Hitzeschock.
A. Transkriptlevel von SRNA3o

= 165 rRNA B. Ladekontrolle 165 und 23S rRNA

- HVO A0477-80  Abbildung A3: Northern Blot-Analyse von Wildtyp (Wt) und

- Deletionsmutante der sRNAis; (A132) nach 30-miniitigem

Phosphatentzug. Zur Detektion des Operons in der sRNA-

Deletionsmutante wurde die Belichtungszeit des Rontgenfilms

— 16S rRNA auf 45 min erhoht. A. Transkriptlevel des Operons HVO_A0477-
80. B. Ladekontrollen 23S und 16S rRNA.

== 23S rRNA
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240

23 h

Abbildung A4: Mikroskopische Kontrolle von
Wildtyp (Wt) und Deletionsmutante der
sRNA132 (A132) wdhrend dem Phosphatentzug.
Es wurde vor dem Phosphatentzug (1 mM) und
5, 15, 30, 45, 60, 75, 90, 120, 180, 240 min und
23 h nach vollstdndigem Phosphatentzug
mikroskopiert.
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Abbildung A5: Northern Blot-Analyse zum in vivo-
Nachweis der 3-UTR-Bindung durch sRNAi132 nach 30-
minltigem Phosphatentzug. Gezeigt sind Proben von
Wildtyp-Stammen jeweils transformiert mit dem
Plasmid pMB1 (K1), pJB21 (3-UTR), pJKO3 (3-UTR mit
mutierter Bindestelle) oder pNP10 (K2). A. Sonde gegen
das Gen HVO_A0480 zur Detektion des Transkriptes des
Operons HVO_A0477-80. B. Sonde gegen das Transkript
von sRNA13z. C. Kontrolle 16S und 23S rRNA.

Abbildung A6: Northern Blot-Analyse von
Wildtyp (Wt) und Deletionsmutante (A132) zur
Kontrolle des in vivo-Nachweises. Gezeigt sind Wt
und A132 (vor Trafo) und von Wt-Kulturen
transformiert mit zwei verschiedenen Klonen von
pJB21 (3°-UTR-K1 und -K2), mit pKJO3 (3‘-UTR mit
mutierter Bindestelle) und mit dem
Kontrollplasmid pMB1 ohne UTR (K1). A. Sonde
gegen HVO_A0480 zur Detektion des Operons

HVO_A0477-80 B.Sonde gegen sRNAi3
C. Ladekontrolle 16S und 23S rRNA
® Abbildung A7: Northern Blot-Analyse zur

Detektion  prozessierter und  nicht-
prozessierter Transkripte von HVO_2375.
RNA-Proben aus der exponentiellen
Wachstumsphase  bei  Wachstum in

< HVO0_2375-8  Komplexmedium (Kompl. exp) und in der
<« 3800 bp

exponentiellen (1mM exp P) und
stationdren Phase (1 mM stat P) bei
Wachstum in synthetischem Medium mit
1 mM Phosphat. Gezeigt sind RNA-Proben
Deletionsmutante des ABC-
Transportsystems H26AHVO_2375-8 bzw.
H26AHVO_A0477-80 in der exponentiellen
Wachstumsphase. A. Das Haupttranskript
liegt bei etwa 1000 bp. Weitere Transkripte
liegen unterhalb von 500 bp und etwa bei
500 bp. Zudem wurden Transkripte bei
1800, 3800 und zwischen 4000 und 5000 bp
detektiert. B. Ladekontrolle 23S und 16S
rRNA
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