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I. Zusammenfassung 

Operons wurden zuerst im Jahre 1961 beschrieben. Bis heute ist bekannt, dass die 

prokaryotischen Domänen Bacteria und Archaea Gene sowohl in monocistronischen 

als auch in bi- oder polycistronischen Transkripten exprimieren können. Häufig 

überlappen Gene sogar in ihren Sequenzen. Diese überlappenden Genpaare stehen 

nicht in Korrelation mit der Kompaktheit ihres Genoms. Das führt zu der Annahme, 

dass eine Art der Regulation vorliegt, welche weitere Proteine oder Gene nicht 

benötigt. Diese könnte eine gekoppelte Translation sein. Das bedeutet die 

Translation des stromabwärts-liegenden Gens ist abhängig von der Translation eines 

stromaufwärts-liegenden Gens. Diese Abhängigkeit kann zum Beispiel durch lang 

reichende Sekundärstrukturen entstehen, bei welchen Ribosomenbindestellen (RBS) 

des stromabwärts-liegenden Gens blockiert sind. Die de novo-Initiation am 

stromabwärts-liegenden Gen kann nur stattfinden, wenn das erste Gen translatiert 

wird und dabei die Sekundärstruktur an der RBS aufgeschmolzen wird. Für 

Genpaare in E. coli ist dieser Mechanismus gut untersucht. Ein anderes Beispiel für 

die Translationskopplung ist die Termination-Reinitiation, bei welcher ein Ribosom 

das erste Gen translatiert bis zum Stop-Codon, dort terminiert und direkt am 

stromabwärts-liegenden Start-Codon reinitiiert. Der Mechanismus via Termination-

Reinitiation ist bis jetzt nur für eukaryontische Viren beschrieben worden. Im 

Gegensatz zu einer Kopplung über Sekundärstrukturen kommt es bei der 

Termination-Reinitiation am stromabwärts-liegenden Gen nicht zu einer de novo-

Initiation sondern eine Reinitiation des Ribosoms findet statt. Diese Arbeit analysiert 

jene Art der Translationskopplung an Genen polycistronischer mRNAs in jeweils 

einem Modellorganismus als Vertreter der Archaea (Haloferax volcanii) und Bacteria 

(Escherichia coli). Hierfür wurden Reportergenvektoren erstellt, welche die 

überlappenden Genpaare an Reportergene fusionierten. Für diese Reportergene ist 

es möglich die Transkriptmenge zu quantifizieren sowie für die exprimierten Proteine 

Enzymassays durchgeführt werden können. Aus beiden Werten können 

Translationseffizienzen berechnet werden indem jeweils die Enzymaktivität pro 

Transkriptmenge ermittelt wird. Durch ein prämatures Stop-Codon in diesen 

Konstrukten ist es möglich zu unterscheiden ob es für die Translation des zweiten 

Gens essentiell ist, dass das Ribosom den Überlapp erreicht. Hiermit konnte für neun 

Genpaare in H. volcanii und vier Genpaare in E. coli gezeigt werden, dass eine Art 
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der Kopplung stattfindet bei der es sich um eine Termination-Reinitiation handelt. 

Des Weiteren wurde analysiert, welche Auswirkungen intragene Shine-Dalgarno 

Sequenzen bei dem Event der Translationskopplung besitzen. Durch die Mutation 

solcher Motive und dem Vergleich der Translationseffizienzen der Konstrukte, mit 

und ohne einer SD Sequenz, wird für alle analysierten Genpaare beider 

Modellorganismen gezeigt, dass die SD Sequenz einen Einfluss auf diese Art der 

Kopplung hat. Zwischen den Genpaaren ist dieser Einfluss jedoch stark variabel. 

Weiterhin wurde der maximale Abstand zwischen zwei bicistronischen Genen 

untersucht, für welchen Translationskopplung via Termination-Reinitiation noch 

stattfinden kann. Hierfür wird durch site-directed mutagenesis jeweils ein prämatures 

Stop-Codon im stromaufwärts-liegenden Gen eingebracht, welches den intergenen 

Abstand zwischen den Genen in den jeweiligen Konstrukten vergrößert. Der 

Vergleich aller Konstrukte eines Genpaars zeigt in beiden Modellorganismen, dass 

die Termination-Reinitiation vom intergenen Abstand abhängig ist und die 

Translationseffizienz des stromabwärts-liegenden Reporters bereits ab 15 

Nukleotiden Abstand abnimmt. 

Eine weitere Fragestellung dieser Arbeit war es, den genauen Mechanismus der 

Termination-Reinitiation zu analysieren. Für Ribosomen gibt es an der mRNA nach 

der Termination der Translation zwei Möglichkeiten: Entweder als 70S Ribosom 

bestehen zu bleiben und ein weiteres Start-Codon auf der mRNA zu suchen oder in 

seine beiden Untereinheiten zu dissoziieren, während die 50S Untereinheit die 

mRNA verlässt und die 30S Untereinheit über Wechselwirkungen an der mRNA 

verbleiben kann. Um diesen Mechanismus auf molekularer Ebene zu untersuchen, 

wird ein Versuchsablauf vorgestellt. Dieser ermöglicht das Event bei der Termination-

Reinitiation in vitro zu analysieren. Eine Unterscheidung von 30S oder 70S 

Ribosomen bei der Reinitiation der Translation des stromabwärts-liegenden Gens 

wird ermöglicht. Die Idee dabei basiert auf einem ribosome display, bei welchem 

Translationskomplexe am Ende der Translation nicht in ihre Bestandteile zerfallen 

können, da die eingesetzte mRNA kein Stop-Codon enthält Der genaue 

Versuchsablauf, die benötigten Bestandteile sowie proof-of-principal Versuche sind 

in der Arbeit dargestellt und mögliche Optimierungen werden diskutiert. 
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II. Einleitung 

1. Die drei Domänen des Lebens 

Das Leben auf der Erde wird heute in drei Domänen unterteilt. Bis 1977 erfolgte die 

Einteilung ausschließlich in Prokaryoten und Eukaryoten aufgrund der Tatsache, 

dass Eukaryoten einen membranumhüllten Zellkern besitzen welcher Prokaryoten 

fehlt (Reeve and Schmitz 2005). Eukaryoten gelten außerdem als deutlich größer im 

Vergleich zu Prokaryoten. Während Archaea für lange Zeit zu den Bacteria gezählt 

wurden, fand der Evolutionsbiologe Carl Woese mit seinen Kollegen eine 

phylogenetische Taxonomie, um die Organismen nach ihren 16S bzw. 18S rRNA 

Sequenzunterschieden einzuteilen. Es entstand ein Stammbaum, welcher Bacteria 

und Eukarya und damals neu Archaea in die bis heute bekannten drei Domänen des 

Lebens einteilt (Woese, Kandler, and Wheelis 1990). Im Laufe der Zeit kamen mittels 

neuer Techniken immer weitere und tiefere Erkenntnisse über die drei Domänen des 

Lebens hinzu, sodass eine aktuelle Version des Stammbaums, welcher in Abbildung 

1 dargestellt ist, entstanden ist. Für einen höher diversifizierten Stammbaum wurden 

die Gensequenzen von 16 ribosomalen Proteinen miteinander verglichen. Hier sind 

auch nicht kultivierbare Bacteria (Candidate Phyla Radiation = CPR) gezeigt und der 

Stammbaum weist eine quantitative Visualisierung der Biodiversität auf (Hug et al. 

2016). Die am meisten vertretenen Lebewesen sind demnach die Bacteria gefolgt 

von den Archaea und dann den Eukarya. Die Positionierung des Ursprungs der 

Eukarya ist ein sehr umstrittenes Thema (Williams et al. 2013; Pace 2006; Lake et al. 

1984; Cox et al. 2008). Von Eukaryoten wird angenommen, dass sie evolutionäre 

Chimäre sind, welche durch endosymbiontische Fusion von Bacteria und Archaea 

entstanden sind (Martin et al. 2015). In dem hier gezeigten Stammbaum werden die 

Eukaryoten nach einer Reihe von ribosomalen Proteinsequenzen eingeordnet, was 

eine Einordnung anhand der Erbschaft, im Gegensatz zur Einordnung nach 

lipidischen oder zellulären Strukturen, ermöglicht (Williams et al. 2013). 
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Abbildung 1 Stammbaum der drei Domänen des Lebens. (Hug et al. 2016) Einteilung der 3 Domänen des 
Lebens nach Sequenzunterschieden von 16 ribosomalen Proteinen. Hier ist eine quantitative Visualisierung 
entstanden, welche zeigt, dass Prokaryoten (hauptsächlich Bacteria) den Großteil der Biodiversität auf der Erde 
ausmachen. Nicht kultivierbare Bacteria (CPR) machen dabei einen großen Teil aus. 

In dieser Arbeit liegt das Hauptaugenmerk auf Prokaryoten. Diese waren im Laufe 

der Evolution einer Reihe von Selektionen unterworfen, was zu Anpassungen und 

unterschiedlichsten Eigenschaften führte. So waren zum Beispiel vor allem Archaea 

lange Zeit als die Domäne der Extremophilen bekannt. Die meisten wurden aus 

Umwelten isoliert, welche extreme Bedingungen mit sich bringen, wie zum Beispiel 

Meerestiefen, Moore, Salzlaken und heiße, saure Quellen (Alberts et al. 2002; 
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Madigan et al. 2009). Bedingungen wie sehr hohe oder niedrige Temperaturen oder 

pH-Werte, hohe Salzkonzentrationen oder anoxische Bedingungen halten Archaea 

nicht von Ihrem Wachstum ab (Willey et al. 2008). Es konnte jedoch bewiesen 

werden, dass Archaea auch häufig in gemäßigteren Lebensräumen gefunden und 

isoliert werden können wie zum Beispiel in Böden und Seen (Alberts et al. 2002). So 

unterschiedlich wie die Lebensräume sind, sind demnach auch die bevorzugten 

Wachstumsbedingungen von Archaea. Sie können aerob, fakultativ aerob oder strikt 

anaerob wachsen. Auch die Morphologie ist sehr divers, so können sie zum Beispiel 

stäbchenförmig, kugelförmig, spiralförmig, kubisch, tellerförmig, unregelmäßig 

geformt oder pleomorph sein (Willey et al. 2008). 

Bacteria decken den größten Teil der Biodiversität des Lebens auf der Erde ab (siehe 

Abbildung 1). Durch ihr ubiquitäres Vorkommen sind die Lebensräume und damit ihre 

bevorzugten Wachstumsbedingungen sehr divers. Viele Bakterien verdoppeln sich 

mit hoher Geschwindigkeit und verschiedene Organismen können die 

unterschiedlichsten Kohlenwasserstoffe als Energiequelle nutzen wie zum Beispiel 

Phenol oder Petroleum (Davis, Woods, and Niesel 1996). Die Fähigkeit wechselnde 

Umweltbedingungen schnell zu erkennen und sich daran anzupassen ist für Bacteria 

eine bekannte und gut untersuchte Eigenschaft. So sind zum Beispiel viele 

Mechanismen bekannt, welche auf der Ebene der Transkription (Balleza et al. 2009) 

oder Translation (Tollerson and Ibba 2020) die Genexpression der Zelle bei 

wechselnden Umweltbedingungen regulieren. 

Nach der Unterteilung der Organismen in unterschiedliche Domänen ist es für die 

Analyse von genetischen Regulationen interessant, mehr als nur eine Domäne zu 

betrachten. Insbesondere da Archaea Eigenschaften sowohl mit Bacteria als auch 

mit Eukarya teilen. So sind die archaealen Proteine häufig homolog zu denen der 

Eukaryoten. Dies gilt für Proteine der Replikation, Transkription, Translation und der 

homologen Rekombination (Klenk 2007; White 2011; Lindås and Bernander 2013; 

Alberts et al. 2002; Madigan et al. 2009). Mit Bacteria teilen die Archaea die 

Eigenschaft eines zirkulären Chromosoms sowie die Organisation ihrer Gene in 

Operons (Lindås and Bernander 2013). Auch verschiedene Stoffwechselwege sind 

identisch in Archaea und Bacteria (Alberts et al. 2002; Willey et al. 2008; Madigan et 

al. 2009). Die Zellteilung ist ein Fall, bei welchem Archaea unterteilt sind in eine 

Gruppe (Crenarchaeota) welche den Eukarya und eine andere (Euryarchaeota) den 
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Bacteria ähnelt (Lindås and Bernander 2013). Archaea besitzen allerdings auch 

Strukturen welche spezifisch für die Domäne sind. Ein Beispiel hierfür ist das 

Archaellum, welches zur Fortbewegung genutzt wird. Trotz Ähnlichkeiten zum 

bakteriellen Flagellum ist es in der Struktur und Funktion für Archaea einzigartig 

(Albers and Jarrell 2015). Auf Grund der sowohl bestehenden Gemeinsamkeiten als 

auch der Unterschiede wurde in dieser Arbeit jeweils ein Stellvertreter der Bacteria 

und einer der Archaea auf die Fragestellungen untersucht. Diese sind im Folgenden 

genauer beschrieben. 

2. Modellorganismen 

Haloferax volcanii 

Das halophile Archaeon H. volcanii gehört zu den Euryarchaeota und wurde aus dem 

Sediment des Toten Meers isoliert und in 1975 erstmals beschrieben (Mullakhanbhai 

and Larsen 1975). Das ca. vier Megabasenpaare (Mp) große Genom, mit einem 

durchschnittlichen GC-Gehalt von 65% (Hartman et al. 2010), ist vollständig 

sequenziert und die Genomsequenz des D2-Stammes über die Datenbank HaloLex 

zugänglich (Pfeiffer et al. 2008). Die fünf zirkulären, genomischen Elemente setzten 

sich zusammen aus einem Hauptchromosom (2,8 Megabasenpaare (Mb)), drei 

kleineren Chromosomen pHV1 (85,1 Kilobasenpaare (kb)), pHV3 (438 kb) und pHV4 

(636 kb), sowie einem Plasmid pHV2 (6,35 kb) (Hartman et al. 2010). Als 

Modellorganismus eignet sich H. volcanii besonders aufgrund seiner guten 

genetischen Zugänglichkeit und seinem bereits etablierten Transformationssystem 

mit einer hoch effizienten Transformationsfrequenz von 106/µg (Soppa 2006). 

Weitere Vorteile sind etablierte genomische Techniken und Modifikationen 

chromosomaler Gene durch den Austausch mit in vitro-mutierten Varianten. Ein 

genetisches System besteht und wurde optimiert für in frame-Deletionen von Genen 

mittels der PopIn-/PopOut-Methode (Hammelmann and Soppa 2008; Allers et al. 

2004; Bitan-Banin, Ortenberg, and Mevarech 2003). Molekularbiologische Methoden 

wie DNA- oder RNA-Isolation sowie die konditionale Überexpression von Proteinen 

sind ebenfalls verfügbar (Allers 2010). Zusätzlich ist H. volcanii unter 

Laborbedingungen einfach kultivierbar. Die Generationszeit beträgt drei bis vier 

Stunden unter den optimalen Wachstumsbedingungen von 2,1 M NaCl-

Konzentration und einer Temperatur von 42°C. An die hohe Salzkonzentration sind 

halophile Archaea adaptiert, indem sie auf Veränderungen des Salzgehaltes in der 
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Umgebung reagieren können und dabei den Metabolismus an die äußeren 

Bedingungen anpassen. H. volcanii gehört dabei zu den sogenannten salt-in-

Strategen welche bis zu 5M KCl im Zytoplasma anreichern können um die 

osmotische Balance zu halten (Litchfield 2011). 

Escherichia coli 

Das Bakterium E. coli gehört zu den -Proteobacterien und wurde erstmals von 

seinem Namensgeber Theodor Escherich 1886 im Darm von Säuglingen entdeckt. 

Das im Darmtrakt von warmblütigen Tieren, Reptilien und Menschen vorkommende 

Bakterium (Gordon and Cowling 2003) ist fakultativ anaerob, gramnegativ und 

stäbchenförmig. Das bereits 1997 vollständig sequenzierte Genom von E. coli K12 

MG1655 (Blattner et al. 1997) hat 4,6 Mb und umfasst 4603 Gene. Das Bakterium 

besitzt seine optimale Wachstumstemperatur bei 37°C und unter anaeroben 

Bedingungen nutzt das Oxidase-negative Bakterium unter anderem die gemischte 

Säuregärung zur Energiegewinnung (Darnton et al. 2007). Mit 20-30 Minuten besitzt 

E. coli eine extrem kurze Generationszeit und die Möglichkeit, gezielt und einfach 

genetische Manipulationen einzuführen zu können, machen es zu einem der 

beliebtesten Modellorganismen für Bakterien. 

3. Genexpression 

Die Genexpression ist ein vielseitig untersuchter und bekannter Mechanismus, der 

sich in den grundlegenden Schritten bei Eukarya und Prokarya nicht unterscheidet. 

Diese sind die Transkription, Translation, posttranslationale Modifikation und die 

Faltung von Proteinen (Madigan et al. 2009). Während die Expression von Genen bei 

Eukaryoten aufgrund der räumlichen Trennung der Transkription und Translation, 

sowie weiteren Modifikationen durch zum Beispiel Exons und Introns (codierende 

und nicht codierende Bereiche) komplexer verläuft, kann bei Prokaryoten die 

Transkription und Translation der Gene im gleichen Zell-Kompartiment und gekoppelt 

verlaufen (French et al. 2007; Martin and Koonin 2006). Die einzelnen Schritte der 

Transkription und Translation sind im Folgenden mit Ihren Gemeinsamkeiten und 

Unterschieden in den verschiedenen Domänen aufgeführt. 

Die Transkription, der erste Schritt der Genexpression, beschreibt die enzymatische 

Synthese der messenger RNA (mRNA) an der DNA Matrize, welche die genetische 

Information der Zelle enthält. Weitere Formen von RNA sind die transfer RNA (tRNA) 
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und die ribosomale RNA (rRNA). RNA spielt dabei genetisch (mRNA) und funktional 

(tRNA und rRNA) eine Rolle (Madigan et al. 2009). Die Synthese der RNA beruht auf 

dem Prinzip der komplementären Basenpaarung. Bei der Transkription von mRNA 

entsteht ein Einzelstrang im Gegensatz zum DNA Doppelstrang. Weitere 

Unterschiede von RNA und DNA sind der Einbau der Base Uracil statt in RNA sowie 

dem Vorhandensein von Ribosen anstelle von Desoxyribosen. Die Transkription in 

Bacteria wird durch die Bindung einer RNA-Polymerase an sogenannte 

Promotorsequenzen initiiert. Diese befinden sich stromaufwärts zur Sequenz, welche 

transkribiert werden soll. Eine RNA-Polymerase ist ein Holoenzym, welches sich aus 

vier Untereinheiten zusammensetzt. Dabei ist die Sigma-Untereinheit verantwortlich 

für die Erkennung der Promotor-Sequenzen. Durch die Bewegung der RNA 

Polymerase wird die DNA Doppelhelix zeitweilig geöffnet und die Elongation der 

Transkription durch Einsetzten der Ribonukleotide ATP, GTP, CTP und UTP beginnt. 

Die mRNA entspricht dem Sense-Strang (5'-3') der DNA, da sie komplementär zum 

Antisense-Strang (3'-5') synthetisiert wird (Madigan et al. 2009). Die Termination der 

Transkription wird durch eine Terminator-Sequenz herbeigeführt. Durch umgekehrte 

Wiederholungssequenzen in der transkribierten DNA bilden sich in der RNA 

Stammschleifenstrukturen. Diese führen zur Termination der Transkription, wenn 

darauf eine Reihe von Uridinresten folgt. Ein weiterer Mechanismus ist der Rho-

Faktor. Dieser bindet an die RNA und terminiert die Transkription sobald es zu einem 

Pausieren an einer Terminationsstelle kommt (Platt 1986). Die mRNA in Bacteria und 

Archaea ist dabei häufig polycistronisch, das heißt mehrere Gene werden co-

transkribiert, wenn sie von Promotor- und Terminator-Sequenzen flankiert werden. 

Gegensätzlich dazu verhalten sich mRNAs in Eukarya, diese sind ausschließlich 

monocistronisch. 

Eukarya und Archaea sind sich in Ihrer Transkription ähnlich und unterscheiden sich 

in den folgenden Punkten zur Transkription in Bacteria: Die RNA Polymerasen, 

wovon Eukarya mindestens drei besitzen, Archaea nur eine, bestehen aus 11-13 

Untereinheiten und sind damit deutlich komplexer als die der Bakterien. Zusätzlich 

sind Promotor-Sequenzen umfassender und weitere Initiationsfaktoren sind für einen 

Transkriptionsstart notwendig. Auch die Termination unterscheidet sich indem 

Eukaryoten Proteine als Terminatorfaktoren benötigen und Archaea wie für 

Thermococcus kodakarensis gezeigt, oligo-T-Sequenzen die Termination stimulieren 

(Santangelo et al. 2009) oder wie für H. volcanii zusätzlich zu den oligo-T-Sequenzen 
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gezeigt werden konnte das Haarnadelstrukturen sowie das Motiv AGATC zur 

Termination der Transkription führt (Berkemer et al. 2020). 

Die Translation, bei welcher die mRNA Sequenz in eine Aminosäure Sequenz 

übersetzt wird, erfolgt am Ribosom. Diese sind wie bereits erwähnt aus ribosomaler 

RNA (rRNA) aber auch aus Proteinen aufgebaut. In den drei Domänen des Lebens 

unterscheiden sich die Ribosomen in ihrer Zusammensetzung. Bakterien und 

Archaea besitzen 30S und 50S Untereinheiten, welche in 70S Ribosomen resultieren 

(S ist die Svedberg-Einheit, ein Maß für die Partikelgröße) und Eukaryoten besitzen 

40S und 60S Untereinheiten, diese resultieren in 80S Ribosomen. Prokaryoten 

besitzen eine 16S rRNA (1500 Basen lang und Bestandteil der 30S Untereinheit mit 

21 ribosomalen Proteinen) und 23S sowie 5S rRNA (2900 Basen bzw. 120 Basen 

lang und Bestandteil der 50S Untereinheit mit 31 ribosomalen Proteinen) (Baker et al. 

2010). Eukaryoten besitzen eine 18S rRNA (1874 Basen lang und Bestandteil der 

40S Untereinheit mit 33 ribosomalen Proteinen) sowie 5S, 5,8S und 28S rRNA (120 

Basen, 160 Basen und 4718 Basen lang und Bestandteil der 60S Untereinheit mit 49 

ribosomalen Proteinen) (Madigan et al. 2009). Die Schritte der Translation sind in 

Pro- und Eukaryoten die folgenden: Initiation, Elongation, Termination und das 

Ribosomen Recycling.  

Die Mechanismen für die Initiation der Translation sind für die drei Domänen sehr 

divers. Identisch ist jedoch, dass mRNA, eine Initiator tRNA, kleine und große 

Untereinheit des Ribosoms, sowie Initiationsfaktoren benötigt werden (Baker et al. 

2010). Für Bacteria gibt es drei Initiationsfaktoren, während für Archaea und Eukarya 

mehr als zehn Gene für Initiationsfaktoren der Translation codieren (Londei 2005). 

Unterschiedlich ist auch die Initiator-tRNA, diese ist in Archaea und Eukarya mit 

Methionin beladen und in Bacteria mit Formyl-Methionin. Wie bereits beschrieben 

spielen transfer-RNAs (tRNAs) eine funktionale Rolle bei der Genexpression. Die 

konventionelle Kleeblattstruktur von tRNAs schützt diese nicht nur vor dem Abbau, 

sondern ermöglicht auch die Funktion der RNA, Aminosäuren zum Ribosom zu 

transferieren. Die Translationsinitiation ist der Geschwindigkeits-definierende Schritt, 

entscheidend darüber welche Proteine zu welchen Mengen exprimiert werden. 

Nachfolgend werden die bekannten Mechanismen für die jeweiligen Domänen 

beschrieben. 
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Für Eukaryoten ist der relativ komplexe Scanning-Mechanismus bekannt, hierbei wird 

das Ribosom mit einer Reihe von Faktoren an die mRNA gebunden. Die 

Wechselwirkung zwischen mRNA und rRNA des Ribosoms ist hier nicht ausreichend. 

Die kleine ribosomale Untereinheit (40S) wird in einem Komplex mit Proteinen an die 

5'-UTR der mRNA gebunden und scannt entlang der mRNA, bis es ein Start-Codon 

findet um die Translation zu starten (Kozak 1999, 2002). Während bei Eukaryoten 

klassischerweise immer ein Ribosom entlang der mRNA scannt und beim ersten 

AUG die Translation startet ist es in Prokaryoten möglich, an weiteren, stromabwärts-

liegenden AUG-Codons zu starten. Dies ist notwendig, da in Prokaryoten 

polycistronische mRNAs vorkommen können. Ribosomen können in Eukaryoten nur 

direkt an die mRNA binden wenn in deren 5'-UTRs so genannte IRES (internal 

ribosome entry sites) Strukturen vorhanden sind, welche sich stromaufwärts des 

Translations-Starts befinden und Ribosomen an die richtige Position an die mRNA 

rekrutieren (Hellen et al. 2001; Wilson, Powell, and Hoover 2000). 

Für Prokaryoten sind Mechanismen für die Translations-Initiation beschrieben, 

welche entweder abhängig von einer Shine-Dalgarno (SD) Sequenz (Shine and 

Dalgarno 1973) oder davon unabhängig sind, außerdem gibt es den leaderless-

Mechanismus. Für Bacteria ist dabei der SD-Mechanismus der bekannteste. Hierbei 

bindet das Ribosom an eine SD Sequenz, welche sich in der 5'-UTR der mRNA 

befindet. Diese purinreiche Sequenz wird ebenfalls Ribosomenbindestelle (RBS) 

genannt, da hier eine Wechselwirkung des 3'-Endes der 16S rRNA des Ribosoms mit 

der mRNA über Watson-Crick Basenpaarung möglich ist. Hierfür wird folgendes SD-

Motiv 5'-UAAGGAGG-3' im richtigen Abstand zum Start-Codon benötigt (Ringquist et 

al. 1992; Vimberg et al. 2007; H. Chen et al. 1994). Durch diese Interaktion wird das 

Ribosom direkt in die richtige Position für die Initiation an die mRNA gebracht 

(McLennan et al. 2013). Für die Regulation der Translations-Initiation sind in 

Bakterien unterschiedliche Mechanismen bekannt, welche die Ribosomenbindestelle 

blockieren können. Zum Beispiel durch die Basenpaarung von small RNAs mit 

mRNAs (Altuvia et al. 1998; Osterman et al. 2013; Majoalani et al. 1998; Storz, 

Opdyke, and Zhang 2004). Alternativ können Sekundärstrukturen der mRNA die RBS 

maskieren. Riboswitche, Sekundärstrukturen, welche in der zu translatierenden 

mRNA vorkommen, können durch binden kleiner Moleküle ebenfalls die Translation-

Iinitiation regulieren (Winkler, Nahvi, and Breaker 2002; Mandal and Breaker 2004). 
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Auch regulatorische Proteine können durch binden der mRNA die Translations-

Initiation regulieren (Moine et al. 1990; Babitzke, Baker, and Romeo 2009). 

Für Archaea sind Mechanismen der Translations-Initiation für mRNAs mit und ohne 

5'-UTRs beschrieben worden (Benelli et al. 2003). SD Sequenzen werden in Archaea 

zwar gefunden, im Großteil aller Transkripte sind diese jedoch nicht vorhanden. Für 

H. volcanii konnte bereits bewiesen werden, dass SD-Sequenzen in 5'-UTRs keine 

Funktion in der Translations-Initiation besitzen (Kramer et al. 2014). Das geht einher 

mit der Betrachtung aller annotierten Translations-Initiations-Regionen (TIR) aus 

Lokiarchaeota-Genomen, welche zeigen das die SD Sequenz in 5'-UTRs nicht weit 

verbreitet ist (Imachi et al. 2020). Die meisten Transkripte in Archaea, für manche 

Spezies bis zu 70% aller Transkripte, besitzen gar keine 5'-UTRs (Wurtzel et al. 

2010; Gelsinger et al. 2020; Slupska et al. 2001; Ma et al. 2002). Hier befindet sich 

das Start-Codon nur wenige Nukleotide nach, oder direkt am Beginn der mRNA. 

Diese Transkripte werden als leaderless bezeichnet wenn vor dem Start-Codon fünf 

oder weniger Nukleotide vorhanden sind (Babski et al. 2016). Für fast alle Archaea 

ist jedoch anzunehmen das Transkripte mit und ohne 5'-UTR, als auch mit und ohne 

SD Sequenz co-Existieren, auch bei solchen Spezies mit vorherrschenden leaderless 

Transkripten (Ma et al. 2002; Wurtzel et al. 2010). Daher wird vermutet das Archaea 

Tranlations-Initiations-Mechanismen für Transkripte mit und ohne 5'-UTR besitzen 

(Benelli et al. 2003). Der leaderless Translations-Initiations-Mechanismus gilt als der 

ursprüngliche Mechanismus, welcher vom LUCA (last universal common ancestor) 

übertragen und von Archaea aufgrund der langsameren Evolutionsrate beibehalten 

wurde (Grill et al. 2000; Benelli et al. 2003). Als Beweis dafür konnte gezeigt werden, 

dass zumindest in vitro, leaderless Transkripte in allen Domänen funktional sind (Grill 

et al. 2000). Befindet sich keine SD-Sequenz vor dem Transkriptionsstart, findet die 

Initiation in Archaea ähnlich wie bei Eukarya statt, wo die 30S ribosomale 

Untereinheit in einem Komplex mit der Initiator tRNA und Initiationsfaktoren an die 

mRNA gebunden wird.  

Die Geschwindigkeit der Translations-Initiation wird hauptsächlich definiert durch die 

Bildung der ersten Peptidbindung, diese ist abhängig von den Eigenschaften der 

darauffolgenden Aminosäuren (Marintchev and Wagner 2004). 
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Die drei anderen Phasen der Translation weisen im Gegensatz zur Initiation sehr 

große Ähnlichkeiten in allen Domänen des Lebens auf (Malys and McCarthy 2011). 

Sobald die große ribosomale Untereinheit rekrutiert ist, gehen alle Mechanismen in 

die Elongationsphase über. Die Translations-Elongation erfolgt am Ribosom, der 

makromolekulare Ribonukleotidkomplex katalysiert die Verknüpfung der 

Aminosäuren. Diese gelangen mit Hilfe der tRNAs zum Ribosom und die 

Polypeptidkette wird fortlaufend synthetisiert unter der Verwendung verschiedener 

Elongationsfaktoren. Der richtige Einbau von Aminosäuren ist durch die Erkennungs-

Sequenz von drei Nukleotiden an der tRNA gewährleistet. Dieses Anti-Codon ist in 

der Lage mit der mRNA zu wechselwirken und nur bei korrekter Basenpaarung wird 

die Aminosäure an der tRNA durch eine Peptidbindung an das Polypeptid geknüpft. 

Der genetische Code und auch die ribosomalen RNAs sind für die Translation hoch 

konserviert in den drei Domänen (Malys and McCarthy 2011). In Prokaryoten und 

Eukaryoten können bei der Translations-Elongation mehrere Ribosomen an einer 

mRNA zur selben Zeit translatieren, was zu einer Stabilisierung der mRNA führt 

(French et al. 2007).  

Für alle Domänen gilt: wird ein Stop-Codon (UAA, UAG oder UGA) erkannt, wird die 

Translation terminiert und die Release-Faktoren, welche sich in den Domänen 

unterscheiden, setzten die Polypeptidkette frei. Beim Ribosomen-Recycling werden 

schließlich noch die ribosomalen Untereinheiten und die mRNA voneinander getrennt 

(Marintchev and Wagner 2004).  

Wie bereits erwähnt, wurde für H. volcanii gezeigt, dass der SD-Mechanismus bei 

der Translations-Initiation nicht genutzt wird. In einer bioinformatischen Analyse 

wurden jedoch viele solcher SD-Motive gefunden. Diese befinden sich allerdings 

nicht in 5'-UTRs sondern am Ende von Genen, welche sehr dicht oder sogar 

überlappend mit dem stromabwärts-liegenden Gen auf bicistronischen mRNAs 

vorliegen (siehe Abbildung 2). Die Kurven in Abbildung 2 zeigen das relative 

Vorkommen von SD-Motiven, welche in den letzten 10 Nukleotiden stromaufwärts 

eines Start-Codons zur Consensus SD Sequenz passen.  
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Abbildung 2 SD Sequenzen innerhalb überlappender Genpaare nach (Kramer et al. 2014). 100 Nukleotide 
stromaufwärts aller Gene, welche weniger als 10 Nukleotide Abstand zu dem stromabwärts-liegenden Gen 
besitzen wurden aus H. volcanii ausgewählt. Darin wurde nach dem Vorhandensein von SD- Motiven gesucht. 
Die x-Achse gibt die Position in den 100 Nukleotiden stromaufwärts zum Start-Codon an und die Kurven 
unterscheiden sich durch die Anzahl der Nukleotide, welche einer SD-Consensus Sequenz entsprechen. Grün 
zeigt das relative Vorkommen von 5 Nukleotiden passend zur SD, Lila zeigt 6 Nukleotide, Blau 7 Nukleotide und 
Rot 8 Nukleotide. 

Aufgrund dieser Feststellung ergab sich die Fragestellung der Funktion von SD-

Motiven an dieser Position. Eine Möglichkeit ist das Pausieren der Ribosomen und 

damit verbunden eine Translationskopplung von bicistronischen Transkripten. Die 

bekannten Versionen einer gekoppelten Translation sind im Folgenden beschrieben. 
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4. Gekoppelte Translation an bicistronischer mRNA 

In Prokaryoten sind Gene häufig in Operons angeordnet hinter einem gemeinsamen 

Promotor. Diese werden in polycistronische mRNAs transkribiert. Erstmals definiert 

wurden Operons 1961, als genetische Einheit für die koordinierte Transkription 

(Jacob and Monod 1961). In Abbildung 3a ist gezeigt, wie die Translation an 

polycistronischer mRNA an jedem Gen unabhängig von dem anderen mit 

unterschiedlichen Ribosomen initiiert wird. Die Translationseffizienz ist somit 

abhängig von den jeweiligen Translations-Initiations-Regionen (TIRs). Diese 

unabhängige Translations-Initiation ist ein gut untersuchter und weit verbreiteter 

Mechanismus für Operons in Prokaryoten (Quax et al. 2013). Ein weiterer Beweis für 

die unabhängige Translation von Genen auf einem Transkript ist der Nachweis von in 

vivo Strukturanalysen in E. coli für Gene auf polycistronischer mRNA, welche 

unterschiedlich starke RNA-Strukturen besitzen und so die Translation beeinflussen 

(Burkhardt et al. 2017). 

Der Vorteil von polycistronischer mRNA ist jedoch, dass eine gekoppelte Translation 

von zwei oder mehr Genen möglich ist. Grundsätzlich gilt, dass Translationskopplung 

einen Mechanismus beschreibt, bei welchem die Translation eines stromabwärts-

liegenden Gens abhängig ist von der Translation des davorliegenden Gens. 1984 

konnte für das Tryptophan-Biosynthese-Operon eine gekoppelte Translation gezeigt 

werden, bei welcher die Translation von trpA abhängig ist von dem davorliegenden 

Gen trpB (Aksoy, Squires, and Squires 1984). Seitdem konnte eine Kopplung für 

weitere Operons nachgewiesen werden, wie für das Operon atpHA (Rex et al. 1994), 

rplJL (Petersen 1989), motAB (Way et al. 2000) und infC-rpmL (Lesaget et al. 1992). 

In diesen Fällen ist eine Kopplung durch Sekundärstrukturen gewährleistet. Das 

bedeutet Basenpaarung oder Pseudoknoten bilden sich in der mRNA aus zwischen 

der TIR des stromabwärts-liegenden Gens mit Teilen des offenen Leserahmens 

(open reading frames =ORF) des stromaufwärts-liegenden Gens (Rex et al. 1994; 

Chang, Green, and Wolf 1995; Chiaruttini, Milet, and Springer 1996). Abbildung 3b 

zeigt eine Translationskopplung nach dem upstream translation-dependent de novo 

initiation (UTNI) Mechanismus. Die Translation des stromabwärts-liegenden Gens 

(Blau) ist strikt reguliert über die Translation des stromaufwärts-liegenden Gens. Wird 

das erste Gen auf der mRNA translatiert, schmilzt das Ribosom im Zuge dessen die 

Sekundärstrukturen auf, welche zunächst die Ribosomenbindestelle (RBS) 
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maskieren. Sobald diese frei ist, kann es zu einer de novo-Initiation der Translation 

vom zweiten Gen kommen. Die Translation erfolgt also abhängig voneinander jedoch 

mit unterschiedlichen TIRs, deren Stärke die Translationsrate der jeweiligen Proteine 

reguliert. So kann zum Beispiel das zweite Gen deutlich mehr exprimiert werden, wie 

es für das Genpaar rplJL gezeigt wurde. RplL wurde fünffach mehr exprimiert als 

RplJ (Lesaget et al. 1992). Das Gegenteil ist somit auch möglich, eine deutlich 

geringere Expression des stromabwärts-liegenden Gens wurde zum Beispiel für das 

Genpaar atpEF nachgewiesen. Hier ist AtpF zehnfach geringer exprimiert als AtpE 

(Hellmuth et al. 1991).  
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Abbildung 3 Mechanismen der Translations-Initiation an Genen auf polycistronischer mRNA. 
a. Unabhängiger Mechanismus der Translation. An den Genen der bicistronischen mRNA, mit intergenen 
Bereichen, kann jeweils ein Ribosom unabhängig von dem anderen die Translation starten. b. UTNI 
Mechanismus der Translationskopplung. Gene besitzen intergene Regionen auf der mRNA. Sekundärstrukturen 
blockieren die RBS (Gelb) des stromabwärts-liegenden Gens und die Translation kann nur stattfinden, wenn das 
erste Gen (Rot) translatiert wird und dabei die Strukturen zerstört. Eine de novo-Initiation wird ermöglicht am 
zweiten Gen (Blau). c. Translationskopplung via Termination-Reinitiation an überlappenden Genen. Das 
Ribosom, welches das erste Gen (Rot) translatiert reinitiiert an dem zweiten Gen (Blau) oder zumindest die 
gleichen 30S Untereinheit.  
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5. Termination-Reinitiation 

Ein weiterer Mechanismus der Translationskopplung ist die Termination-Reinitiation 

(TeRe). Hier ist es das gleiche Ribosom, oder zumindest die gleiche kleine 

Untereinheit des Ribosoms, welches am ersten Gen terminiert und am stromabwärts-

liegenden Gen reinitiiert (Abbildung 3c). Dieser Mechanismus ist bisher 

hauptsächlich an eukaryontischen Viren gezeigt worden (Powell 2010; Powell et al. 

2011). In Abbildung 4 ist eine schematische Darstellung dieses Ereignisses gezeigt. 

Abschnitt 1 zeigt die aktive Translation des ersten Gens (ORF1) auf einem 

bicistronischen Transkript. Wenn das 80S Ribosom das Stop-Codon des ersten Gens 

erreicht, dissoziiert die 60S Untereinheit und nur die 40S Untereinheit wird von den 

sogenannten TURBS (termination upstream ribosomal binding sites) an der mRNA 

gehalten (Abbildung 4 Abschnitt 2). Diese befinden sich ungefähr in den letzten 70 

Nukleotiden stromaufwärts des Stop-Codons des ersten ORF und können mit der 

ribosomalen RNA wechselwirken (Powell et al. 2011). Abschnitt 3 zeigt den letzten 

Schritt, die Reinitiation, welche stattfindet sobald eine neue 60S ribosomale 

Untereinheit rekrutiert wurde.  

 

Abbildung 4 Schematische Darstellung der Translationskopplung bei eukaryontischen Viren (ExPASy, 
ViralZone 2015). 1. Aktive Translation an bicistronischer mRNA. 2. Das Stop-Codon des ersten ORF wird 
erreicht, die 60S Untereinheit dissoziiert während die 40S Untereinheit durch TURBS an der mRNA gehalten 
wird. 3. Eine 60S Untereinheit wird rekrutiert und die Re-Initiation am ORF2 wird ermöglicht. 
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Für Bacteria ist bisher wenig über diesen Mechanismus bekannt. Es wurde jedoch 

bereits vorgeschlagen, dass diese Art der gekoppelten Translation stattfindet. 

Experimentell konnte gezeigt werden, dass Ribosomen an einem künstlichem Stop-

Codon terminieren und in der Lage sind an einem nahegelegenem Methionin-Codon 

zu reinitiieren (Karamyshev et al. 2004). Sowie gezeigt wurde, dass Ribosomen an 

nativen Stop-Codons terminieren und bevorzugt an Start-Codons reinitiieren welche 

künstlich in der Nähe eingebracht wurden. Weiter entfernte native Start-Codons 

werden dann weniger genutzt (Adhin and van Duin 1990). Die länge von Abständen 

zwischen Genen auf polycistronischer mRNA, welche eine Termination-Reinitiation 

ermöglichen, sind ein sehr umstrittenes Thema. Die Hypothese ist jedoch 

naheliegend, dass die Effizienz der Reinitiation negativ korreliert mit der Distanz 

zwischen Stop-Codon und Start-Codon des folgenden Gens. Dieser Mechanismus 

erfordert, dass das Ribosom entlang der mRNA scannt bis es ein neues Start-Codon 

findet. Die Wahrscheinlichkeit einer Dissoziation des Ribosoms von der mRNA mit 

steigendem Abstand wird größer und korrelierend damit wird eine Reinitiation 

unwahrscheinlicher. 

Der kleinste Abstand zwischen zwei Genen ist ein Überlappen der Gene. Dabei 

nutzen die Gene dieselben Nukleotide für das jeweilige Start- und Stop-Codon. 

Mögliche Varianten sind TGATG (Start-Codon in fett gedruckt), mit einem Nukleotid 

überlappend oder ATGA, mit vier Nukleotiden überlappend. Das überlappende 

Genpaare keine Seltenheit sind, kann in der Datenbank PairWise Neighbours 

betrachtet werden. Hier ist es möglich, prokaryotische Genome anhand ihrer 

überlappender Gene in allen vorkommenden Orientierungen zu untersuchen (Pallejà 

et al. 2009). Wobei gezeigt wurde, dass co-direktional überlappende Gene häufiger 

vorkommen als konvergente oder divergente, sowie dass Überlappe mit vier 

Nukleotiden am häufigsten sind (Pallejà et al. 2009). Der Vergleich von 198 

Genomen konnte ebenfalls zeigen, dass überlappende Genpaare stärker als solche 

ohne Überlapp konserviert sind und dass die Frequenz von überlappenden Genen 

nicht im Zusammenhang zur Genomgröße steht (Johnson and Chisholm 2004). 

Diese Arbeit befasst sich mit der Fragestellung, ob an überlappenden Genpaaren in 

H. volcanii und E. coli eine Translationskopplung via Termination-Reinitiation 

stattfindet, und wie genau dieser Mechanismus funktioniert, sowie welches die 

limitierenden Faktoren sind. 
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6. Zielsetzung der Arbeit 

Ziel der Arbeit war es, die Translationskopplung an überlappenden Genpaaren in 

Bakterien und Archaea zu untersuchen. Dafür wurden aus beiden Domänen ein 

Modellorganismus ausgewählt, welcher diese repräsentiert. H. volcanii und E. coli 

bieten sich vor allem wegen der guten Etablierung von Methoden und der 

genetischen Zugänglichkeit als Modellorganismen an. Das ubiquitäre Vorkommen 

von überlappenden Genen in Prokaryoten ließ die Vermutung zu, dass es sich um 

eine Kopplung via Termination-Reinitiation handelt. Nachdem dies für die 

untersuchten Modellorganismen H. volcanii und E. coli im Rahmen dieser Arbeit 

gezeigt werden konnte (Huber et al. 2019), sollte der Mechanismus in beiden 

Domänen weiter analysiert werden. So sollten zum Beispiel die Bedeutung von 

intragenen Shine-Dalgarno Sequenzen analysiert werden, welche sich jeweils im 

stromaufwärts-liegenden Gen, im passenden Abstand zum Start-Codon des 

stromabwärts-liegenden Gens befinden. Die Veränderung der Motive soll an 

Genpaaren für H. volcanii und E. coli mittels site directed mutagenesis eingeführt und 

die Translationseffizienzen bei der Kopplung durch die Fusion an Reportergene 

analysiert werden. Zusätzlich sollte der maximale intergene Abstand ermittelt 

werden, welcher möglich ist sodass noch eine Translation an bicistronischen 

Transkripten gekoppelt ablaufen kann. Bei allen Versuchsmodellen wurden jeweils 

mehrere Genpaare zur Analyse herangezogen um auszuschließen das es sich bei 

einzelnen Genpaaren um eine Ausnahme handelt.  

Zusätzlich war es Ziel dieser Arbeit, den Kopplungsmechanismus auf molekularer 

Ebene zu untersuchen. Hierfür wurde eine Methode aufgestellt und etabliert, welche 

das genaue Verhalten von ribosomalen Untereinheiten an der mRNA während der 

Kopplung beschreiben kann. Dazu soll die Grundidee des ribosome-display 

herangezogen werden (Plückthun 2012). In vitro Translations-Komplexe können 

aufgereinigt und analysiert werden, da die eingesetzte mRNA kein Stop-Codon 

enthält und somit die Translation zwar terminiert jedoch nicht die Bestandteile 

voneinander gelöst werden können. Eine genau Veruchsabfolge mit nötigen 

Kontrollen soll erarbeitet werden sowie erste proof-of-principal Experimente 

durchgeführt werden sollen. Ergebnisse sowie mögliche Alternativen oder 

Optimierung sollen dargestellt und diskutiert werden. 
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III. Material und Methoden 

1. Materialien 

1.1. Laborausstattung 

Alle in dieser Arbeit verwendeten Geräte sind in der folgenden Tabelle aufgeführt. 

Tabelle 1 Verwendete Geräte sowie deren Hersteller 

Gerät Hersteller 
Autoklav Wolf-SANOclav, Bad Überkingen-

Hausen 
Block Thermostat BT1302 Grant Instruments, Cambridge, GB 
Brutschrank T165 Rubbarth Apperate GmbH, Laatzen 
FastPrepTM-24 Instrument MP Biomedicals GmbH, Heidelberg 
Fraction Collector Foxy Jr. Teledyne Isco, Lincoln, USA 
Geldokumentation E.A.S.Y. 440 K Herolab, Wiesloch 
Gradient Master 107 Biocomp, Fredericton, Canada 
Hybridisierungsofen Mini Oven MK II MWG Biotech, Ebersberg 
Hybridisierungsofen HB-1000 UVP, Upland, USA 
Mastercycler® Eppendorf, Hamburg 
Magnetrührer MR 3000 Heidolph Instruments, Schwabach 
Magnetrührer RET basic IKA® Labortechnik, Staufen 
Magnetrührer Yellow MAGHS7 IKA® Labortechnik, Staufen 
Mikrowelle R-7180 Sharp Electronics, Hamburg 
Nanodrop Spektrophotometer ND-1000 NanoDrop Technologies, Wilmington, 

USA 
pH-Meter CG 825 Schott, Mainz 
Photometer Specorf S 600 Analytik Jena, Jena 
Rotor-Gene RG-3000 Corbett Research, Melbourne, AU 
Shaker G10 Gyratory ® New Brunswick Scientific, New York, 

USA 
Sorvall RC 6+ Centrifuge Thermo Scientific, Waltham, USA 
Spectramax Microplate 
Spectrophotometer 

Sunnycale, CA, USA 

Sonifier Branson, Danbury, USA 
Thermal Cycler 2720 Eppendorf, Hamburg 
Tris Pump Teledyne Isco, Lincoln, USA 
UV-Stratalinker 1800 Stratagene, Leiden, NL 
Vortex Genie 2 ® Scientific Industries, New York, USA 
Waage TE1245OCE Sartorius, Göttingen 
Waage PM 4800 Delta Range ® Mettler, Gießen 
Wasserbad Julabo EM, Seelbach 
Zentrifuge 5417 Eppendorf, Hamburg 
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Gerät Hertsteller 
Zentrifuge 5810R Eppendorf, Hamburg 
Ultrazentrifuge Optima XPN Beckmann Coulter, Krefeld 
UV/VIS Detektor Teledyne Isco, Lincoln,USA 
 

1.2. Chemikalien 

Alle in dieser Arbeit verwendeten Chemikalien sowie der Hersteller sind in der 

nachfolgenden Tabelle aufgeführt. 

Tabelle 2 Verwendete Chemikalien und deren Hersteller 

Chemikalie Hersteller 
Agarose Applichem, Darmstadt 
Agar BD, Heidelberg 
L-Alanin Sigma Aldrich, St. Louis, USA 
Ammoniumchlorid VWR, Darmstadt 
Ammoniumchlorid N15 Sigma Aldrich, St. Louis, USA 
Ammonium Glutamat MP Biomedicals, Solom, USA 
Ampicillin Roth, Karlsruhe 
Anti-Dig-Antikörper Roche, Mannheim 
L-Arabinose Roth, Karlsruhe 
L-Arginin Monohydrochlorid Sigma Aldrich, St. Louis, USA 
L-Asparagin Sigma Aldrich, St. Louis, USA 
L-Asparaginsäure Merck, Darmstadt 
BactoTM-Agar BD, Heidelberg 
BactoTM-Hefeextrakt BD, Heidelberg 
BactoTM-Trypton BD, Heidelberg 
Blockingreagenz Roche, Mannheim 

-Mercaptoethanol Roth, Karlsruhe 
Borsäure Roth, Karlsruhe 
Bromphenolblau Roth, Karlsruhe 
CDP-Star Working Solution Roche, Mannheim 
Co-Enzym-A Böhringer, Mannheim 
L-Cystein Merck, Darmstadt 
D(+)- Saccharose Roth, Karlsruhe 
DEPC Roth, Karlsruhe 
Desoxyribonukleotidtriphosphat (dNTPs) Fermentas, St. Leon-Rot 
Dextransulfat Roth, Karlsruhe 
Dimethylsulfoxid (DMSO) Roth, Karlsruhe 
DTT Roth, Karlsruhe 
Entwicklerlösung Kodak, Stuttgart 
Essigsäure VWR, Darmstadt 
Ethanol>99%p.a. VWR, Darmstadt 
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Chemikalie Hersteller 
Ethidiumbromid Fluka, Neu-Ulm 
Ethylendiamintetraacetat (EDTA)  Roth, Karlsruhe 
Ficoll 400 Pharmacia, Uppsala, Schweden 
Fixierlösung Kodak, Stuttgart 
Folinsäure Sigma Aldrich, St. Louis, USA 
Formamid AppliChem, Darmstadt 
Formaldehyd Roth, Karlsruhe 
L-Glutamin Sigma Aldrich, St. Louis, USA 
L-Glutaminsäure Merck, Darmstadt 
L-Glycin VWR, Darmstadt 
Glycerin Roth, Karlsruhe 
Glycerin-3-Phosphat Sigma Aldrich, St. Louis, USA 
Hefe-t-RNA Roche, Mannheim 
HEPES Roth, Karlsruhe 
Hexa-Histidin Antibody Santa Cruz, Dallas, USA 
L-Histdin AppliChem, Darmstadt 
IPTG AppliChem, Darmstadt 
L-Isoleucin AppliChem, Darmstadt 
Isopropanol VWR, Darmstadt 
Kaliumacetat VWR, Darmstadt 
Kaliumchlorid VWR, Darmstadt 
Kalium Glutamat Sigma Aldrich, St. Louis, USA 
Kaliumhydrogenphosphat Merck, Darmstadt 
Kanamycin Roth, Karlsruhe 
L-Leucin Merck, Darmstadt 
L-Lysin Sigma Aldrich, St. Louis, USA 
Lysozym Roth, Karlsruhe 
Maleinsäure Roth, Karlsruhe 
Magermilchpulver VWR, Darmstadt 
Magnesiumchlorid VWR, Darmstadt 
Magnesium Glutamat Sigma Aldrich, St. Louis, USA 
Magnesiumsulfat heptahydrat VWR, Darmstadt 
Manganchlorid Tetrahydrat VWR, Darmstadt 
L-Methionin Merck, Darmstadt 
MOPS Roth, Karlsruhe 
N-Laurylsarcosin AppliChem, Darmstadt 
Natriumacetat VWR, Darmstadt 
Nartiumchlorid Roth, Karlsruhe 
Natriumhydroxid VWR, Darmstadt 
Novobiozin Sigma, St. Louis, USA 
Polyethylenglucol (PEG) AppliChem, Darmstadt 
Phenazinmethosulfat (PMS) Sigma, St. Louis, USA 
L-Phenylalanin Roth, Karlsruhe 
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Chemikalie Hersteller 
L-Prolin Roth, Karlsruhe 
Polyvinylpyrrolidon Merck, Darmstadt 
Rinderserumalbumin Roth, Karlsruhe 
RNase AppliChem, Darmstadt 
Salzsäure VWR, Darmstadt 
L-Serin Roth, Karlsruhe 
Succrose VWR, Darmstadt 
Sodiumdodecylsulfat (SDS) Roth, Karlsruhe 
Thiazolyl-Blau-Tetrazolium-Bromid (MTT) Sigma, St. Louis, USA 
L-Threonin Roth, Karlsruhe 
Tris(hydroxymethyl)aminomethan(Tris) Roth, Karlsruhe 
Triton X-100 Roth, Karlsruhe 
Tri-Natriumcitrat · 2 H2O Roth, Karlsruhe 
L-Tryptophan Roth, Karlsruhe 
L-Tyrosin Merck, Darmstadt 
L-Valin Sigma Aldrich, St. Louis, USA 
Tween 20 Roth, Karlsruhe 

1.3. Verbrauchsmaterialien 

Alle verwendeten Verbrauchsmaterialien dieser Arbeit sowie deren Hersteller sind in 

der folgenden Tabelle aufgelistet. 

Tabelle 3 Verwendete Materialien und deren Hersteller 

Material Hersteller 
Blottingpapier, 0,37 mm; 1,4 mm Carl Roth, Karlsruhe 
Küvetten 10 x 4 x 45 mm Sarstedt, Nümbrecht 
Mikrotiterplatten, 96-Well Sarstedt, Nümbrecht 
Nylon-Membran GE Healthcare, Buckinghamshire, UK 
Nitrocellulose-Membran GE Healthcare, Buckinghamshire, UK 
Pasteurpipetten Hirschmann, Eberstadt 
PCR- Reaktionsgefäße Sarstedt, Nümbrecht 
Petrischalen GBO, Gremsmünster, AUS 
Pipettenspitzen 20 µL, 200 µL, 1000 µL Sarstedt, Nümbrecht 
Reagenz- und Zentrifugenröhre 15 mL,  
50 mL 

Sarstedt, Nümbrecht 

Rekationsgefäß 1,5 mL, 2 mL Sarstedt, Nümbrecht 
Röntgenfilm  Kodak, New York, USA 
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1.4. Oligonukleotide 

Alle in dieser Arbeit verwendeten Oligonukleotide sind in den nachfolgenden 

Tabellen aufgeführt. Dabei wird unterschieden zwischen den Oligonukleotiden 

welche für die Klonierung von Plasmidkonstrukten (Tabelle 4), zur Herstellung von 

Sonden (Tabelle 5) zur Transkriptlevel Analyse sowie zur zielgerichteten Mutagenese 

(Tabelle 6) genutzt wurden. Alle hier gelisteten Oligonukleotide wurden von Merck, 

Darmstadt bezogen. 

Tabelle 4 Oligonukleotide zur Klonierung von Plasmidkonstrukten mit ihrer 
Beschreibung und Sequenz 

Name Beschreibung Sequenz (5'-3' Richtung)  
M13-20 Für K-PCR oder Seq 

in MCS pSK(+) 
GTAAAACGACGGCCAGTG 

M13 Für K-PCR oder Seq 
in MCS pSK(+) 

GGAAACAGCTATGACCATG 

T3 Für K-PCR oder Seq 
in MCS pSK(+) 

AATTAACCCTCACTAAAGGG 

T7 Seq in MCS pSK(+) GTAATACGAC 

M13 Seq in MCS pSK(+) GGAAACAGCTATGACCATG 

SL8 hyfHIfw CGATCCATGGTTGTGGGCGCAAGCGAGC

GTC 

SL9 hyfHIrev CGATCTCGAGGCTGACATGTTGTGTAAG

CACTGG 

SL12 ydbHynbE fw CGATCCATGGTTACGCTTTGGCGATAAT

CTCC 

SL13 ydbHynbE rev GCATCTCGAGTGACGTCAACGCAGCCAG 

SeqRI5  glpD--> Insert GCGCCGACGACGCCCTGTGG 

SeqRI6 gusA--> Insert CACCAACGCTGATCAATTCC 

pQE30rev. Für K-PCR oder Seq 
in MCS pQE60 

GTTCTGAGGTCATTACTGG 

 

pQE60fw. Für K-PCR oder Seq 
in MCS pQE60 

GTGAGCGGATAACAATTTC 

mRNA_gfp_fw 
 

fw. Primer vor Pt7 
JOE Plasmide 

GGCCATGCATGCATC 

mRNA_gfp_rev 
 

rev. Primer hinter gfp 
JOE Plasmide 

CGCTTCTGCGTTCTG 

NEB 5'gfp_fw fw. Primer mit 5'-UTR-
NEB von gfp 

CGAATTAATACGACTCACTATAGGGCTT

AAGTATAAGGAGGAAAAAATTAAGAAGG

AGATATACATATGACCATG 

NEB 3'gfp_rev rev. Primer mit 3'-
UTR-NEB von gfp 

AAACCCCTCCGTTTGAGAGGGGTTATGC

TAGTTATTACTTGTACAGCTCGTCCATG

C 

tolA_fw. tolA fw. von gDNA 
SalI Überhang 

CCGTTATCTGGTGGGGTCGACCAGAAGC

AAGCTGAAGAG 
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Name Beschreibung Sequenz (5'-3' Richtung)  
tolA_rev. tolA rev.von gDNA 

HindIII Überhang 
GCGATAAAGCTTTTCAGTTGCCGCTTTC 

ydbH XhoI_fw. ydbH fw. Mit XhoI 
Überhang 

CATCATCACCATCACCACCTCGAGATGC

TGGGTAAATATAAAGCCG 

ydbH 264 SalI_rev. ydbH rev. Mit SalI 
Überhang 

CAGCTTGCTTCTGGTCGACGTTCAATAA

CCAGCGGC 

5'UTR_astD_fw astD fw. mit 
Klonierungsstellen 
und 5'-UTR von 
gDNA 

GATGGGTACCGCGAATTAATACGACTCA

CTATAGGGCTTAAGTATAAGGAGGAAAA

AATATGCTCGAGCATCATCACCATCACC

ACACTTTATGGATTAACGGTGACTGG 

3'UTR_astD_rev  astD rev. nach 549 Nt 
mit HindIII und BamHI 
von gDNA 

GATGGGATCCTAACTAGCATAACCCCTC

TCTAAACGGAGGGGTTTAAGCTTCCATA

AACGCATTACCGCTTCG 

astD_fw astD fw. von gDNA fw 
mit XhoI Überhang 

GATGCTCGAGGGACTCTCTTGCGGTCTG

GTTTC 

astB_rev astB rev. von gDNA 
rev mit HindIII 
Überhang 

GTAGAAGCTTGGCGTGCAACTTTTTCCA

GTACC 

astB_fw Hisx6 astB fw. von gDNA 
mit His Fusion 

GGTGGTGCGATGAACCATCATCACCATC

ACCACGCCTGGGAAGTCAATTTCG 

astD_rev Hisx6 astD rev. von gDNA 
mit His Fusion 

ATTGACTTCCCAGGCGTGGTGATGGTGA

TGATGGTTCATCGCACCACCTC 

L9_gDNA_fw rplI fw. von gDNA, 
Überhang mit XhoI 
und NcoI 
Schnittstellen 

CTCGAGCCATGGGGATGCAAGTTATTCT

GCTTG 

L9_gDNA_rev rplI rev. von gDNA, 
Überhang mit BamHI 
und SalI 
Schnittstellen 

GTCGACGGATCCTTCAGCTACTACGTTT

ACG 

S6_gDNA_fw rpsF fw. von gDNA, 
Überhang mit XhoI 
und NcoI 
Schnittstellen 

CTCGAGCCATCGGGATGCGTCATTACGA

AATCG 

S6_gDNA_rev rpsF rev. von gDNA, 
Überhang mit BamHI 
und SalI 
Schnittstellen 

GTCGACGGATCCCTCTTCAGAATCCCCA

GCTTCAG 

L33_gDNA_fw rpmG fw. von gDNA, 
Überhang mit XhoI 
und NcoI 
Schnittstellen 

CTCGAGCCATCGGGGATGGCTAAAGGTA

TTCGTG 

L33_gDNA_rev rpmG rev. von gDNA, 
Überhang mit BamHI 
und SalI 
Schnittstellen 

GTCGACGGATCCTTTGATTTTCGCTTCT

TTGTAG 

S13_gDNA_fw rpsM fw. von gDNA, 
Überhang mit XhoI 
und NcoI 
Schnittstellen 

CTCGAGCCATGGGGGTGGCCCGTATAGC

AGGC 
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Name Beschreibung Sequenz (5'-3' Richtung)  
S13_gDNA_rev rpsM rev. von gDNA, 

Überhang mit BamHI 
und SalI 
Schnittstellen 

GTCGACGGATCCTTTCTTGATCGGTTTG

CGCGG 

PLGA-mRNA I Hybridisiert zu PLGA 
mRNA 

CAAGGAGGTTGCCGTACTGAGTCGTAGC

TATTCGAAGGAGGT 

PLGA-mRNA II Hybridisiert zu PLGA 
mRNA 

CGTAGAATCCGGCCTAAACGTAGCTAAG

GAGGTGTAACCT 

PLGA-mRNA II Hybridisiert zu PLGA 
mRNA 

CGTAGAATCCGGCCTAAACGTAGCTAAG

GAGGTGTAACCT 

PLGA-mRNA III Hybridisiert zu PLGA 
mRNA 

GAGTAACGTTGCTTGCAGAAGGAGGTAG

CTAGCCAGTTGCAGTCAGTCCAGGTAC 

PLGA-mRNA VI Hybridisiert zu PLGA 
mRNA 

GGATTCTACGACCTCCTTCGAATAGCTA

CGACTCAGTACGGCAACCTCCTTGGTAC 

PLGA-mRNA V Hybridisiert zu PLGA 
mRNA 

GTTACTCAGGTTACACCTCCTTAGCTAC

GTTTAGGCC 

PLGA-mRNA VI Hybridisiert zu PLGA 
mRNA 

CTGGACTGACTGCAACTGGCTAGCTACC

TCCTTCTGCAAGCAAC 

 

Tabelle 5 Oligonukleotide zur Herstellung von Sonden mit ihrer Beschreibung und 
Sequenz 

Name Beschreibung Sequenz (5'-3' Richtung) 
glpD_fw Amplifizierung einer glpD Sonde fw. CGCGGTTTATCCGTGCTGATGCTG

GAGG 

glpD_rev Amplifizierung einer glpD Sonde rev GCCGGTATCGATATCTTCCGATTC

CACAATCCAC 

gusA_fw Amplifizierung einer gusA Sonde fw. GGGTGGACGATATCACCGTGGTGA

CG 

gusA_rev Amplifizierung einer gusA Sonde 
rev. 

CAATCACCACGATGCCATGTTCAT

CTGC 

araDH_fw Amplifizierung einer araDH Sonde 
fw. 

GTGAGGCGCTTGGCAACTAC 

araDH_rev Amplifizierung einer araDH Sonde 
rev. 

GAGATATCGGTCGTCGTTCGCC 

dhfr_fw Amplifizierung einer dhfr Sonde fw. TGCCGGGGAGCGCCCAAATC 

dhfr_rev Amplifizierung einer dhfr Sonde rev. GGTACTGCTTTTTGTCGGCG 
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Tabelle 6 Oligonukleotide für die Zielgerichtete Mutagenese mit ihrer Beschreibung 
und Sequenz in rot markiert sind die Positionen der Sequenz welche durch die Mutation 
verändert werden 

Name Beschreibung Sequenz (5'-3' Richtung) 
L9_QC_for. Ersetzt Leu an Position 

75 durch ein Cys 
GAAGTTTGTGCAGCTGCTAATGCTCG

CGC 

L9_QC_rev. Ersetzt Leu an Position 
75 durch ein Cys 

ACAAACTTCAGCCAGTTTAGC 

S6_QC_for. Ersetzt Asp an 
Position 41 durch ein 
Cys 

CTGGAATGCTGGGGCCGCCGTCAGCT

GGC 

S6_QC_rev. Ersetzt Asp an 
Position 41 durch ein 
Cys 

GCTTTCCAGACGGTGGATCTTGC 

L33_QC_for. Ersetzt Lys an Position 
29 durch ein Cys 

CCACTACGTGTAACAAACGTACTAAG

CCGG 

L33_QC_rev. Ersetzt Lys an Position 
29 durch ein Cys 

ACACGTAGTGGTATAGAAG 

S13_QC_for. 10 Ersetzt Asp an 
Position 10 durch ein 
Cys 

CATTCCTTGTCATAAGCATGCCGTAA

TCG 

S13_QC_rev. 10 Ersetzt Asp an 
Position 10 durch ein 
Cys 

ACAAGGAATGTTAATGCCTGC 

S13_QC_for. 85 Ersetzt Cys an 
Position 85 durch ein 
Ser 

CTTGGTAGCTATCGCGGTTTGCGTCA

TCG 

S13_QC_rev. 85 Ersetzt Cys an 
Position 85 durch ein 
Ser 

GCTACCAAGATCCATCAGGCGC 

1594_TGA+14_fw 
 

HVO_1594 fw. TGA 
14 NT Abstand 

CCGCCTGACTGGAGGTGACCGCATG 

1594_TGA+14_rev. 
 

HVO_1594 rev. TGA 
14 NT Abstand 

TCAGGCGGTGAAGAAGCC 

1594_TGA+23_fw 
 

HVO_1594 fw. TGA 
23 NT Abstand 

GCTTCTGAACCGCCAAACTGGAGGTG 

1594_TGA+23_rev. 
 

HVO_1594 rev. TGA 
23 NT Abstand 

TCAGAAGCCGCCCGTGTC 

2431_TGA+14_fw. HVO_2431 fw. TGA 
14 NT Abstand 

CGGATTGAGGAGGTGACCGCCG 

2431_TGA+14_rev. HVO_2431 rev. TGA 
14 NT Abstand 

TCAATCCGAGCGCTCCTC 

2431_TGA+23_fw. HVO_2431 fw. TGA 
23 NT Abstand 

GGAGTGATCGGATTGGGGAGGTG 

 

2431_TGA+23_rev. HVO_2431 rev. TGA 
23 NT Abstand 

TCACTCCTCCAAGTAGGTCACGAG 
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Name Beschreibung Sequenz 
2555_TGA+14_fw. HVO_2555 fw. TGA 

14 NT Abstand 
GAGATTTGAGGAGGTGACGAGTGATG

G 

2555_TGA+14_rev. HVO_2555 rev. TGA 
14 NT Abstand 

TCAAATCTCGACGACGACGTG 

 

2555_TGA+23_fw. HVO_2555 fw. TGA 
23 NT Abstand 

CGTCTGAGAGATTATGGGAGGTGACG

AG 

2555_TGA+23_rev. HVO_2555 rev. TGA 
23 NT Abstand 

TCAGACGACGTGAGATTTCGTCTTC 

 

 

Die trocken gelieferten Oligonukleotide wurden in TE Puffer (Tabelle 7) gelöst. 

Tabelle 7 TE Puffer 

Name Substanz Menge Endkonzentration 
TE Puffer 1 M Tris-HCl pH 8.0 10 mL 10 mM 
 1 M EDTA 1 mL 1 mM 
  ad 1 L mit H2O bidest  

1.5. Kit-Systeme 

Tabelle 8 Verwendete Kits mit deren Verwendung und Hersteller 

Kit Verwendung Hersteller 
E.Z.N.A.® Cycle Pure Kit Aufreinigung von 

PCR-Produkten 
VWR, Darmstadt 

E.Z.N.A.® Gel Extraktion Kit Aufreinigung von 
DNA-Fragmenten 
aus Agarosegelen 

VWR, Darmstadt 

E.Z.N.A.® Plasmid Isolation Kit Plasmid-Isolation VWR, Darmstadt 
NucleoSpin RNA RNA-Isolation Machery-Nagel, Düren, 

DE 
NucleoSpin Plasmid Easy Pure Plasmid-Isolation Machery-Nagel, Düren, 

DE 
BC Assay Protein Quantification 
Kit 

Bestimmung von 
Proteinmengen 

Uptima, Montluçon Cedex, 
France 

PurExpress Kit in vitro Traslation New England Biolabs 
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1.6. Größenstandards 

Alle verwendeten Größenstandards für die unterschiedlichen Gele sind in der 

nachfolgenden Tabelle mit deren Hersteller aufgelistet. 

Tabelle 9 Verwendete Größenstandards und deren Hersteller 

Größenstandard Hersteller 
Ribo Ruler High Range RNA Ladder Thermo scientific 
RiboRuler Low Range RNA Ladder Thermo scientific 
GeneRuler 1kb DNA Ladder Thermo scientific 
GeneRuler 100 bp+ DNA Ladder Thermo scientific 
PageRuler Prestained Thermo scientific 
PageRuler LR unstained Thermo scientific 
 

1.7. Computerprogramme und Datenbanken 

Für die Erstellung von Versuchen und Auswertungen von Daten wurden die 

Programme in Tabelle 10 verwendet. 

Tabelle 10 Verwendete Software und Datenbanken 

Software/Datenbank Hersteller 
Clone Manager 9 Professional 
Edition 

Scientific & Educational Software, Cary, 
USA 

Geldoku Software EasyWin 32 Herolab, Wiesloch 
Gimp 2.8 S. Kimball, P. Mattis und das GIMP-Team 
HaloLex: 
https://www.halolex.mpg.de/public/ 

Max-Planck Gesellschaft zur Förerdung der 
Wissenschaften e.V. München 

ImageJ Wayne Rasband, NIH 
Microsoft Office 2013 Microsoft Corporation, Redmond, USA 
Nanodrop 3.5.1 Coleman Rech., Orlando, USA 
Peak Track Isco Inc., Lincoln, USA 
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1.8. Enzyme 

Alle in dieser Arbeit verwendeten Enzyme unterteilt in Restriktionsenzyme (Tabelle 

11), Polymerasen und Ligasen (Tabelle 12) sowie sonstige Enzyme (Tabelle 13) 

werden mit Beschreibung und Hersteller aufgeführt. 

Tabelle 11 Restriktionsenzyme mit Erkennungssequenz und Hersteller 

Enzym Erkennungssequenz Hersteller 
BamHI 5'...G|GATCC...3' 

3'...CCTAG|G...5' 
Thermo Scientific, Waltham, USA 

BglII 5'...A|GATCT...3' 
3'...TCTAG|A...5' 

Thermo Scientific, Waltham, USA 

EcoRV 5'...GAT|TAC...3' 
3'...CTA|ATG...5' 

Thermo Scientific, Waltham, USA 

DpnI 5'...GACH3|TC...3' 
3'...CT|CH3AG...5' 

Thermo Scientific, Waltham, USA 

HindIII 5'...A|AGCTT...3' 
3'...TTCGA|A...5' 

Thermo Scientific, Waltham, USA 

KpnI 5'...GGTAC|C...3' 
3'...C|CATGG...5' 

Thermo Scientific, Waltham, USA 

NcoI 5'...C|CATGG...3' 
3'...GGTAC|C...5' 

Thermo Scientific, Waltham, USA 

NdeI 5'...CA|TATG...3' 
3'...GTAT|AC...5' 

Thermo Scientific, Waltham, USA 

PstI 5'...CTGCA|G...3' 
3'...G|ACGTC...5' 

Thermo Scientific, Waltham, USA 

SalI 5'...G|TCGAC...3' 
3'...CAGCT|G...5' 

Thermo Scientific, Waltham, USA 

XhoI 5'...C|TCGAG...3' 
3'...GAGCT|C...3' 

Thermo Scientific, Waltham, USA 

 

Tabelle 12 Polymerasen und Ligasen und deren Hersteller 

Enzym Enzymklasse Hersteller 
Taq DNA-Polymerase Eigenisolation AK Soppa 
Taq DNA-Polymerase Biozym Scientific, Oldendorf 
T4-DNA-Ligase Ligase Thermo Scientific, Waltham, USA 
Phusion DNA-Polymerase Thermo Scientific, Waltham, USA 
T7-Polymerase RNA Polymerase Thermo Scientific, Waltham, USA 
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Tabelle 13 Sonstige Enzyme deren Beschreibung und Hersteller 

Enzym Beschreibung Hersteller 
Lysozym Spaltet Peptidoglykane AppliChem, Darmstadt 
DNase I Spaltet DNA Thermo Scientific, Waltham, 

USA 
RNasin Ribonuklease Inhibitor Promega, Madison, USA 
SUPERase-In  RNase Inhibitor Thermo Scientific, Waltham, 

USA 
T5 Exonuklease Verdaut 5'-Enden der DNA Thermo Scientific, Waltham, 

USA 
M-MLV reverse 
Transkriptase point 
mutant 

RNA-Anhängige DNA 
Polymerase 

Promega, Madison, USA 

 

1.9. Plasmide 

Die in dieser Arbeit erstellten und verwendeten Plasmide sind in Anhang 1 (siehe 

Anhang) mit Ihrem Namen, Nummerierung und wichtigen Charakteristika aufgeführt.  
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2. Organismen und Kultivierung 

2.1. Organismen 

Verwendete Bakterienstämme sowie ihr Genotyp sind in der nachfolgenden Tabelle 

(siehe Tabelle 14) dargestellt. 

Tabelle 14 Bakterienstämme mit ihrem Genotyp und Herkunft 

Organismus Genotyp Herkunft 
E. coli XL-1 blue supE44, hsaR17, recA1, 

endA1, gyrA96, thi-1,relA1, 
lac[F'proAB, laIqZΔM15 
Tn10(tetR)] 

(Bullock, Fernandez, and 
Short 1987) 

E. coli JW3389 Δ(araD-araB)567, 

ΔlacZ4787(::rrnB-γ),λ-

,ΔglpD759::kan, rph-1,Δ(rhaD-

rhaB)568, 

hsdR514,ΔgusA::kan 

(Baba et al. 2006) 

E. coli K12 MG1655 F-, lamda-,ilvG-, rfb-50, rph-1 (Blattner et al. 1997) 
E.coli ΔS6 Δ(araD-araB)567, 

ΔlacZ4787(::rrnB-
3),λ,ΔrpsF::kan, rph-1,Δ(rhaD-

rhaB)568, hsdR514 

(Baba et al. 2006) 

E.coli ΔS13 MC150 ΔrecA ΔlacZ 
ΔrpsM::kan 

(Cukras and Green 2005) 

E. coli ΔL9 Δ(araD-araB)567, 

ΔlacZ4787(::rrnB-3),λ-

,ΔrplI::kan, rph-1,Δ(rhaD-

rhaB)568, hsdR514 

(Baba et al. 2006) 

E.coli ΔL33 Δ(araD-araB)567, 

ΔlacZ4787(::rrnB-
3),λ,ΔrpmG::kan, rph-

1,Δ(rhaD-rhaB)568, hsdR514 

(Baba et al. 2006) 

E.coli M15 pREP4 NaIS, StrS, RifS, Thi–, Lac–, 

Ara+, Gal+, Mtl–, F–, RecA+, 

Uvr+, Lon+, plasmidische 
Expression lac Repressor Gen 

Qiagen N.V., Hilden 
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Verwendete H. volcanii Stämme sowie ihr Genotyp sind im Folgenden (Tabelle 15) 

aufgestellt. 

Tabelle 15 Haloferax volcanii Stämme mit ihrem Genotyp und ihrer Herkunft 

Organismus Genotyp Quelle 
Haloferax volcanii H26 ∆pyrE2 (Allers et al. 2004) 
H. volcanii H26 Δdhfr ∆pyrE2;∆dhfr (Rizzo 2018) 

 

2.1.1. Anzucht von H. volcanii 

Alle Medien wurden bei 121°C für 25 Minuten autoklaviert. Hitzeempfindliche 

Zusätze wurden sterilfiltriert durch Filter mit Porengrößen von 0,2 µm oder 0,4 µm 

und zu den abgekühlten Medien hinzugegeben. Agarplatten wurden bei 4°C gelagert, 

Medien ohne Antibiotika bei Raumtemperatur. 

Die H. volcanii Stämme wurden in Komplexmedium kultiviert, dessen 

Zusammensetzung in der nachfolgenden Tabelle 16 beschrieben ist. 30 mL 

Flüssigkulturen wurden in 100 mL Erlenmeyerkolben bei 42°C und 275 rpm in einem 

Volumen von 30 mL Medium angezogen, beimpfte Agarplatten wurden bei 42°C 

inkubiert. 

Tabelle 16 Komplexmedium 

Name Substanz Menge Endkonzentration 
Salzlösung NaCl 125 g 2,1 M 
 MgCl2∙6 H2O 45 g 220 mM 
 MgSO4∙7 H2O 10 g  41 mM 
 KCl 10 g 13 mM 
 CaCl2∙2 H2O 1,34 g 9 mM 
 1M Tris/HCl pH 7.2 50 mL 50 mM 
  ad 900 mL mit VE-H2O  
  autoklavieren  
    
Nährstofflösung Hefeextrakt 3 g 0,3% (w/v) 
 Trypton 5 g 0,5% (w/v) 
  ad 100 mL mit VE-H2O  
  autoklavieren  
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Name Substanz Menge Endkonzentration 
Spurensalze ZnSO4∙7 H2O 0,1 g 3,5 µM 
 MnCl2∙4 H2O 0,03 g 1,5 µM 
 H3BO3 0,3 g 50 µM 
 CoCl2∙6 H2O 0,2 g 8,5 µM 
 CuCl2∙2 H2O 0,01 g 0,5 µM 
 NiCl2∙6 H2O 0,02 g 1 µM 
 Na2MoO4∙ H2O 0,03 g 1 µM 
  ad 100 mL mit H2O 

bidest. 
 

  pH 3-4  
  sterilfiltrieren  
  1 mL/L Medium  
    
Eisensulfat FeSO4∙7 H2O 0,23 g 8 µM 
  ad 100mL mit H2O 

bidest. 
 

  pH 3-4   
  sterilfiltrieren  
  1 mL/L Medium  
    
Uracil Uracil 0,5 g 50 µg/mL 
  ad 10 mL mit DMSO  
  1 mL/L Medium  

Nach dem Autoklavieren wurden Salzlösung und Nährstofflösung 

zusammengegossen und mit jeweils 1 mL Spurensalzen, Eisensulfat und Uracil 

supplementiert. Für Festmedien wurden der Salzlösung vor dem autoklavieren 1,2% 

Agar hinzugegeben. Zur Erstellung von Basalsalz wurden die 900 mL Salzlösung mit 

autoklaviertem VE-H2O auf 1 L aufgefüllt. 

2.1.2. Anzucht von E. coli 

Alle Medien wurden bei 121°C für 25 Minuten autoklaviert. Hitzeempfindliche 

Zusätze wurden sterilfiltriert durch Filter mit Porengrößen von 0,2 µm oder 0,4 µm 

und zu den abgekühlten Medien hinzugegeben. Agarplatten wurden bei 4°C gelagert, 

Medien ohne Antibiotika bei Raumtemperatur. 

Die E. coli Stämme werden in entsprechendem Medium bei 37°C und 220 rpm als 

Flüssigkultur angezogen. Beimpfte Platten wurden bei 37°C inkubiert. Die 

Zusammensetzung für Medien ist in Tabelle 17 gezeigt 
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Tabelle 17 E. coli Medium 

Name Substanz Menge Endkonzentration 
SOB+ Trypton 20 g 2% (w/v) 
 Hefeextrakt 5 g 0,5% (w/v) 
 NaCl 0,6 g 10 mM 
 KCl 0,187 g 2,5 mM 
 1M MgCl2/MgSO4 10 mL 10 mM 
  ad 1 mL mit VE-H2O  
  autoklavieren  
    
10x M9-Salze Na2HPO47 H2O 75,2 g 337 mM 
 KH2PO4 30 g  220 mM 
 NaCl 5 g 85,5 mM 
 NH4Cl 5 g 9,3 mM 
  ad 1 L mit VE-H2O  
  autoklavieren  
    
20%Glucose  Glucose 200 g 20% (w/v) 
  ad 1 L mit VE-H2O  
  autoklavieren  
    
MgSO4 MgSO47 H2O 24,65 g 1 M 
  ad 100 mL mit VE-

H2O 
 

  autoklavieren  
    
CaCl2 CaCl22 H2O 14,70 g 1 M 
  ad 100 mL mit VE-

H2O 
 

  autoklavieren  
    
Biotin Biotin 50 mg 1 mg/mL 
  ad 50 mL mit VE-H2O  
  sterilfiltrieren  
  1 mL Aliquots bei 

-20°C lagern 
 

    
Thiamin Thiamin-HCl 50 mg 1 mg/mL 
  ad 50 mL mit VE-H2O  
  sterilfiltrieren  
  1 mL Aliquots bei 

-20°C lagern 
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Name Substanz Menge Endkonzentration 
100x Spuren- EDTA 5 g 13,4 mM 
Elemente  ad 800 mL mit VE-

H2O 
 

  pH 7.5 mit NaOH  
 FeCl36 H2O 0,83 g 3,1 mM 
 ZnCl2 84 mg 0,62 mM 
 CuCl22 H2O 13 mg 76 µM 
 CoCl22 H2O 10 mg 42 µM 
 H3BO3 10 mg 162 µM 
 MnCl24 H2O 1,6 mg 8,1 µM 
  ad 1 L mit VE-H2O  
  sterilfiltrieren  
    
M9-Medium 10x M9-Salze 100 mL 1x 
 20% Glucose (w/v) 20 mL 0,4% (w/v) 
 1 M MgSO4 1 mL 1 mM 
 1 M CaCl2 0,3 mL 0,3 mM 
 1 mg/mL Biotin 1 mL 1 µg 
 1 mg/mL Thiamin 1 mL 1 µg 
 100x Spuren-

Elemente 
10 mL 1x 

  ad 1 L mit VE-H2O  

Für die Herstellung von 15N-Markierten Ribosomen wurde 15NH4Cl in die 10x M9-

Salze eingesetzt. Festmedien wurden mit 1,2% Agar vor dem Autoklavieren 

angesetzt. 

 

2.1.3. Anlegen von Dauerkulturen 

Erstellen von Dauerkulturen von H. volcanii 

Zur Erstellung von Dauerkulturen aus H. volcanii Kulturen wurden 25 mL einer 

spätexponentiellen Kultur in Szintillationsgefäße überführt und diese fest 

verschlossen. Die Kulturen werden bei Raumtemperatur gelagert. 

Erstellen von Dauerkulturen aus E. coli 

Um E. coli Dauerkulturen herzustellen wurden zweimal 2 mL einer über-Nacht-Kultur 

bei 6.000 rpm für eine Minute zentrifugiert und das Zellsediment in 600 mL Medium 

resuspendiert. Hinzu wurden 300 µL 80%iges Glycerin gegeben und die beiden 

Lösungen gemischt. Dieser Ansatz wird bei -80°C gelagert. 
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2.1.4. Zelldichtebestimmung 

Die Bestimmung der Zelldichte erfolgte entweder photometrisch indem 1 mL der 

Kultur in angepassten Verdünnungen in eine Küvette pipetiert wurde und die 

optische Dichte bei OD600 gemessen wurde. Oder die Zelldichte wurde mittels der 

Neubauer Zählkammer bestimmt. Hierfür wurden jeweils vier Großquadrate 

ausgezählt und die Zellzahl pro mL mit der folgenden Formel berechnet:                                                       

2.1.5. Transformation der verwendeten Organismen 

Transformation von H. volcanii 

Für die Transformation von H. volcanii wurden 2 mL einer frischen exponentiellen 

Kultur bei 8000 rpm für 2 Minuten zentrifugiert. Der Überstand wurde verworfen und 

das Zellsediment in 180 µL SBL/EDTA-Lösung resuspendiert. Anschließend wurden 

20 µL der DNA Lösung (2-5 µg Plasmid in 0,8 M NaCl) hinzugefügt und durch 20-

faches invertieren des Reaktionsgefäßes gemischt. Es folgte eine Inkubation bei 

Raumtemperatur für 5 Minuten. Anschließend wurden 230 µl PEG-Lösung in den 

Deckel der Reaktionsgefäße gegeben und durch schnelles Schwenken mit der 

Zellsuspension gemischt. Es Folgte eine weitere Inkubation bei Raumtemperatur für 

20 Minuten, diese wurde beendet durch die Zugabe von 1,5 mL SVL-Lösung. 100 µL 

der Zellsuspension werden auf Selektivmedium ausgestrichen und für 4-5 Tage bei 

42°C inkubiert. Verwendete Puffer und Lösungen sind in der nachfolgenden Tabelle 

aufgelistet (Tabelle 18). 
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Tabelle 18 Lösungen für die Transformation von H. volcanii 

Name Substanz Menge Endkonzentration 
Sphäroplasten-  NaCl 23,37 g 0,8 M 
bildungslösung 
(SBL) 

KCl 1 g 27 mM 

 1 M Tris/Hcl pH 8.2 25 mL 25 mM 
 Saccharose 75 g 15% (w/v) 
  ad 500 mL mit 

VE-H2O 
 

  sterilfiltrieren  
    
SBL/EDTA EDTA 1,89 g 50 mM 
  ad 100 mL mit 

SBL 
 

  pH 8.2  
  sterilfiltrieren  
    
PEG-Lösung PEG-600 6 mL 60% (v/v) 
 SBL 4 mL  
    
Sphäroplasten- NaCl 100 g 3,4 M 
verdünnungslösung MgSo4∙7 H2O 21,6 g 175 mM 
(SVL) KCl 1,25 g 34 mM 
 1 M Tris/HCl pH 7.2 25 mL 50 mM 
 CaCl2∙2 H2O 0,36 g 5 mM 
 Saccharose 75 g 15% (w/v) 
  ad 500 mL mit 

VE-H2O 
 

  sterilfiltrieren  
 

Herstellung von kompetenten E. coli Zellen für die Hitzeschock-Transformation 

Für die Herstellung kompetenter E. coli Zellen für die Hitzeschock-Transformation 

wurden 250 mL mit einer über Nacht Kultur auf eine Start OD600 von 0,05 inokuliert. 

Die Zellen wurden schüttelnd bei 37°C inkubiert und bei einer OD600 von 0,6 

geerntet. Hierfür wurde die Kultur zunächst auf Eis für 10 Minuten abgekühlt, 

anschließend folgte eine Zentrifugation bei 4000 rpm und 4°C für 10 Minuten. Das 

Zellsediment wurde nach dem Verwerfen des Übertandes in 50 mL kaltem TB-Puffer 

suspensiert und für 10 Minuten auf Eis inkubiert. Es folgte eine weitere Zentrifugation 

bei 4000 rpm und 4°C für 10 Minuten. Der Überstand wurde abermals verworfen und 

das Zellsediment in 20 mL TB-Puffer resuspendiert. Dazu werden 1,4 mL DMSO 

(Endkonzentration 7% (v/v)) gegeben und vorsichtig gemischt durch leichtes 

Schwenken. Nach einer weiteren Inkubation der Probe auf Eis für 10 Minuten werden 
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die Zellen als 200 µL Aliquots in flüssigem Stickstoff eingefroren. Die Lagerung 

erfolgt bei -80°C. Die benötigten Lösungen sind in Tabelle 19 dargestellt. 

Tabelle 19 Lösungen zur Herstellung chemisch kompetenter E. coli 

Name Substanz Menge Endkonzentration 
TB-Puffer MOPS 0,21 g 10 mM 
 CaCl2∙H2O 0,22 g 15 mM 
 KCl 1,86 g 250 mm 
  ad 90 mL mit H2O bidest.  
  pH 6,8 mit KOH  
 MnCl2∙2 H2O 0,89 g 55 mM 
  ad 100 mL mit H2O bidest.  
  sterilfiltrieren  
  bei 4°C lagern  
 

Transformation von chemisch kompetenten E. coli Zellen 

Für die Transformation von E. coli wurden Aliquots von chemisch kompetenten 

Zellen auf Eis aufgetaut. Zu 100 µL Zellen wurden 25 ng Plasmid-DNA oder 5 µL 

Ligationsansatz gegeben und 10 Minuten auf Eis inkubiert. Es folgte ein Hitzeschock 

von 45 Sekunden bei 42°C und eine Inkubation auf Eis für weitere 2 Minuten. Der 

Transformationsansatz wurde anschließend auf Selektivmedium ausgestrichen und 

die Platten bei 37°C über Nacht inkubiert. 

3. Methoden 

3.1. Molekularbiologische Methoden 

3.1.1. Isolierung und Reinigung von DNA 

Isolierung von genomischer DNA aus H. volcanii 

Für die Isolation von genomischer DNA wurden 10 mL einer exponentiellen 

H. volcanii Kultur mit einer Zentrifugation bei 4.000 rpm und RT für 15 Minuten 

sedimentiert. Das Pellet wurde in 300 µL Basalsalz resuspendiert und mit der 

Zugabe von 2,5 mL Lyse Puffer wurde mittels invertieren lysiert. Die Wasserphase 

wurde dann vorsichtig mit 5 mL Ethanol überschichtet und die an der Phasengrenze 

ausfallende DNA mit einer gebogenen Glaskapillare aufgewickelt. Die DNA wurde so 

für 5 Minuten inkubiert und anschließend zwei Mal in Ethanol und darauf folgend 

zwei Mal in Diethylether gewaschen. Zum Lösen wurde die DNA in 1 mL TE-Puffer 
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gegeben. Gelagert wurde die genomische DNA bei 4°C. Die verwendeten Lösungen 

sind in der nachfolgenden Tabelle (siehe Tabelle 20) aufgelistet. 

Tabelle 20 Lösungen für die Isolation genomischer DNA aus H. volcanii 

Name Substanz  Menge Endkonzentration 
Lyse-Puffer NaCl 2,9 g 100 mM 
 1 M Tris/HCl pH 8.0 50 mL 10 mM 
 EDTA 0,146 g 1 mM 
 SDS 0,25 g 0,05% 

  
ad 500 mL mit VE-
H2O  

    
TE-Puffer 1 M Tris/HCl pH 8.0 10 mL 10 mM 
 1 M EDTA pH 8.0 1 mL 1 mM 
  ad 1 L mit VE-H2O  

Isolation von genomischer DNA aus E. coli 

Für die Isolation genomischer DNA aus E. coli wurden 1,5 mL einer über Nacht 

Kultur bei 10.000 rpm für 30 Sekunden zentrifugiert. Nach dem Verwerfen des 

Überstands wurde das Pellet in 400 µL TE-Puffer (siehe Tabelle 7) resuspendiert. 

Die Lyse der Zellen erfolgte durch die Zugabe von 50 µL 10% SDS (v/v) und 50 µL 

Proteinase K und einer Inkubation der Probe für eine Stunde bei 37°C. Die Probe 

wurde im Anschluss durch eine Kanüle (Sterican, Gr.17) gepresst und zu 500 µL 

Zelllysat wurden 500 µL 1:1 Phenol/Chloroform gegeben und gemischt. Es folgte 

eine Zentrifugation bei 10.000 rpm für 5 Minuten und die obere Phase wurde in ein 

frisches Reaktionsgefäß überführt. Dieser Schritt wurde wiederholt bis keine 

Interphase mehr zu sehen war. Dann wurde DNA mittels Chloroform extrahiert und 

die wässrige Phase in ein neues Reaktionsgefäß überführt. Dieser Schritt wurde 

einmal wiederholt bevor 1 mL 95% Ethanol und 25 µL 5 M NaCl hinzugegeben 

wurden und eine weitere Zentrifugation folgte bei 10.000 rpm und 4°C für 10 

Minuten. Das entstandene Pellet wurde luftgetrocknet und schließlich mit 100 µL TE-

Puffer gelöst. Für den Verdau der RNA wurden 5 µL RNaseA (5 mg/mL in TE-Puffer 

pH 8.0) dazu gegeben und für 30 Minuten bei 37°C inkubiert. Es folgte eine weitere 

Fällung mit 250 µL Isopropanol und 40 µL 5 M Ammonium-Acetat, welche nach der 

Zugabe und Mischen für 10 Minuten inkubiert wurde bei RT. Die Proben wurden für 5 

Minuten bei 10.000 rpm sedimentiert und das entstandene Pellet mit 500 µL 70% 

Ethanol gewaschen. Nach einer weiteren Zentrifugation bei 10.000 rpm für 5 Minuten 
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wurde der Überstand verworfen und die genomische DNA in einem angemessenen 

Volumen TE Puffer gelöst. 

Isolation von Plasmid DNA aus E. coli 

Für die Isolation von Plasmid DNA aus E. coli wurde das NucleoSpin Plasmid Easy 

Pure Kit von Machery-Nagel oder das Plasmid Isolation Kit von E.Z.N.A von VWR 

jeweils nach Herstellerangaben verwendet. 

Reinigung linearer DNA-Moleküle 

Für die Reinigung von mittels PCR amplifizierten DNA Molekülen sowie 

Restriktionsverdauen wurde das E.Z.N.A.-Kit von VWR (Cycle Pure DNA) nach 

Herstellerangaben verwendet. 

3.1.2. Photometrische Bestimmung von Nukleinsäuren 

Die Konzentrationsbestimmung von Nukleinsäuren erfolgte photometrisch am 

Nanodrop 2000c. Es wurden jeweils zuerst 1 µL der Referenz aufgetragen und 

gemessen und im Anschluss 1 µL der zu messenden Probe. 

3.1.3. Polymerase-Kettenreaktion (PCR) 

PCR zur Amplifikation eines Inserts für die Klonierung 

Um Inserts für die Klonierung zu generieren wurde die Phusion High-Fidelity DNA 

Polymerase verwendet, welche eine Proof-Reading Funktion besitzt. Für die 

Klonierung in E. coli wurde ein dNTPs-Mix mit 50% GC-Gehalt verwendet und für 

H. volcanii eine dNTPs-Mix mit 66% GC-Gehalt, jeweils angepasst an den Guanin 

und Cytosin Gehalt des Genoms des jeweiligen Organismus (siehe Tabelle 26). 

Außerdem wird der Puffer der Polymerase je nach Organismus und GC-Gehalt 

gewählt. Für E. coli der HF-Puffer und für H. volcanii der GC-Puffer. Ein PCR Ansatz 

ist in Tabelle 21 gezeigt. 
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Tabelle 21 PCR Ansatz der Phusion-Polymerase 

Substanz  Menge Endkonzentration 
5x Puffer 10 µL 1x 
dNTPs 8 µL Variabel 
10 µM Oligonukleotid 1 2 µL 0,4 µM 
10 µM Oligonukleotid 2 2 µL 0,4 µM 
Phusion Polymerase 0,2 µL 0,5 U 
Template Variabel 10 ng Plasmid bzw. 50 ng gDNA /50µL 

 
ad 50 µL H2O 
bidest.  

Ein PCR-Programm ist in der nächsten Tabelle (Tabelle 22) dargestellt. Dabei ist die 

Annealing-Temperatur jeweils von den Schmelztemperaturen der verwendeten 

Oligonukleotiden abhängig und die Elongationszeit bezieht sich auf die Länge des 

Amplifikats, es ist zu beachten, dass die Phusion-Polymerase 15 Sekunden pro 1 kb 

benötigt. 

Tabelle 22 PCR Programm für die Phusion- Polymerase 

Schritt Temperatur [°C] Zeit Zyklenzahl 
Initiale 
Denaturierung 

98 2 Min Plasmid, 5 Min gDNA 1 

Denaturierung 98 30 Sekunden 
25-30 Annealing variabel 30 Sekunden 

Elongation 72 variabel 
Aufbewahrung 4 ∞ 1 
 

Fuisons-PCR von zwei DNA Molekülen  

Für die Fusionierung von zwei PCR-Produkten, mit überlappenden 

Sequenzbereichen, wurde die Fusions-PCR verwendet. In der ersten PCR zur 

Erstellung der Fragmente werden Primer verwendet welche einen 12-15 bp langen 

komplementären Überlapp erzeugten. In dieser PCR wurde die Phusion-Polymerase 

verwendet. Zu Beginn der Reaktion werden keine Primer hinzugegeben um ein 

Anlagern und Ampifizieren ausgehend vom Überlapp zu ermöglichen. Nach 5 Zyklen 

wurden dann Primer hinzugegeben, welche jeweils am äußeren Ende der Fragmente 

hybridisieren, um das komplette Fragment zu amplifizieren. Von den beiden 

Fragmenten wurden jeweils 200 ng eingesetzt. Die folgende Tabelle 23 zeigt das 

Programm für die Fusions-PCR. 
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Tabelle 23 Fusions-PCR Programm 

Schritt Temperatur [°C] Zeit Zyklenzahl 
Initiale Denaturierung 98 2 Minuten 1 
Denaturierung 98 30 Sekunden 

5 Annealing variabel 1 Minute 
Elongation 72 variabel 
Zugabe von jeweils 2,5 µL der Oligonukleotide 
Denaturierung 98 30 Sekunden 

25-30 Annealing variabel 1 Minute 
Elongation 72 variabel 
Aufbewahrung 4 ∞ 1 

Zielgerichtete Mutagenese (Site-directed-Mutagenesis-PCR) 

Für die spezifische Veränderung von Sequenzen wurde eine Site-directed-

Mutagenesis-PCR mit der Phusion Polymerase durchgeführt. Die Methode wurde 

nach dem QuickChange® Site-Directed Mutagenesis Kit (#200518) von Stratagene 

(San Diego, USA) geplant. Oligonukleotide welche die Mutation einführen sollen 

besitzen jeweils am 5'-Ende den Bereich der Mutation an 15-20 hybridisierenden 

Nukleotiden. Die Methode beruht auf der Amplifizierung eines kompletten Plasmids, 

welches daher eine Größe von 5 kb nicht überschreiten sollte. Der Ansatz (Tabelle 

24) sowie das PCR-Programm (Tabelle 25) sind in den Tabellen zu sehen. 

Tabelle 24 PCR-Ansatz für die Site-Directed-Mutagenesis 

Substanz  Menge Endkonzentration 
5xHF Puffer 10 µL 1x 
dNTPs 8 µL 320 µMl 
10µM Oligonukleotid 1 1,2 µL 0,24 µM 
10µM Oligonukleotid 2 1,2 µL 0,24 µM 
Phusion Polymerase 0,2 µL 0,5 U 
Template Variabel 50 ng /50 µL 
 ad 50 µL H2O bidest.  
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Tabelle 25 PCR-Programm für die Site-Directed-Mutagenesis-PCR 

Schritt Temperatur [°C] Zeit Zyklenzahl 
Initiale 
Denaturierung 98 30 Sekunden 1 
Denaturierung 98 30 Sekunden 

18 Annealing variabel 1 Minute 
Elongation 72 1 kb/min 
Aufbewahrung 4 ∞ 1 

Anschließend wurde der Ansatz mit 2 µL DpnI versetzt und für 2 Stunden bei 37°C 

inkubiert um alle methylierte Ursprungs-DNA zu verdauen und nur neue, mutierte 

Plasmide zu erhalten. Diese werden für eine Transformation von chemisch 

kompetenten E. coli Xl1blue Zellen verwendet (siehe 2.1.5). 

Kolonie-PCR 

Für die Analyse von transformierten Kolonien wurde eine Kolonie-PCR durchgeführt. 

Diese erfolgte mit der laboreigenen Taq (Tabelle 26, Tabelle 27, Tabelle 28) oder der 

Taq-Polymerase von Biozym (Tabelle 12, Tabelle 29, Tabelle 30). Es wurde jeweils 

mit sterilen Pipettenspitzen ein Klon gepickt und auf einer Sicherungsplatte 

ausgestrichen. Für E. coli kann die Spitze direkt in den PCR Ansatz getaucht werden. 

Für H. volcanii wird die Spitze zunächst in 20 µL-50 µL H2O bidest. getaucht und von 

diesen, lysierten Zellen, werden 2 µL in die PCR eingesetzt. 
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Tabelle 26 Lösungen für die laboreigene Taq-PCR 

Name Substanz  Menge Endkonzentration 
10x PCR-Puffer 3 M KCl 8,33 mL 500 mM 

 
1,5 M Tris/HCl pH 
9.0 3,33 mL 100 mM 

 Triton-X 500 µL 1% (v/v) 

  

ad 50 mL H2O 
bidest. 
2mL Aliquots 
bei -20°C lagern  

    
dNTP66-Lösung 100 mM dATP 100 µL 1 mM 
 100 mM dTTP 100 µL 1 mM 
 100 mM dGTP 150 µL 1,5 mM 
 100 mM dCTP 150 µL 1,5 mM 

  

ad10 mL H2O 
bidest. 
1 mL Aliquots 
bei -20°C lagern  

    
dNTP50-Lösung 100 mM dATP 100 µL 1 mM 
 100 mM dTTP 100 µL 1 mM 
 100 mM dGTP 100 µL 1 mM 
 100 mM dCTP 100 µL 1 mM 

  

ad10 mL H2O 
bidest. 
1 mL Aliquots 
bei -20°C lagern  

 

Tabelle 27 PCR-Ansatz für die laboreigene Taq-Polymerase 

Substanz  Menge Endkonzentration 

10x PCR-Puffer 2 µL 1x 
25 mM MgCl2 1,2 µL 1,5 mM 
dNTPs 4 µL variabel 
10 µM Oligonukleotid 1 1 µL 0,5 µM 
10 µM Oligonukleotid 2 1 µL 0,5 µM 
Taq-Polymerase 0,5 µL  
 ad 20 µL H2O bidest.  
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Tabelle 28 PCR-Programm für die laboreigene Taq-Polymerase 

Schritt Temperatur [°C] Zeit Zyklenzahl 
Initiale Denaturierung 96 5 Minuten 1 
Denaturierung 96 30 Sekunden 

30 Annealing variabel 30 Sekunden 
Elongation 72 1 kb/min 
Aufbewahrung 4 ∞ 1 

 

Tabelle 29 PCR-Ansatz für die Biozym Taq-Polymerase 

Substanz  Menge Endkonzentration 
5x PCR-Puffer 4 µL 1x 
dNTPs 4 µL variabel 
10 µM Oligonukleotid 1 1 µL 0,5 µM 
10 µM Oligonukleotid 2 1 µL 0,5 µM 
Taq-Polymerase 0,125 µL 0,625 U 
 ad 20 µL H2O bidest.  

 

Tabelle 30 PCR-Programm für die Biozym Taq-Polymerase 

Schritt Temperatur [°C] Zeit Zyklenzahl 
Initiale Denaturierung 95 5 Minuten 1 
Denaturierung 95 15 Sekunden 

30 Annealing variabel 15 Sekunden 
Elongation 72 4 kb/min 
Aufbewahrung 4 ∞ 1 
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PCR zur Herstellung Digoxygenin-markierter Sonden 

Für die Generierung von Digoxigenin-markierten Sonden wurde ein 100 µL PCR-

Ansatz der laboreigenen Taq-Polymerase (siehe Tabelle 27) mit lowT-dNTPs 

(Tabelle 31) angesetzt. Der Ansatz wird auf zwei Reaktionsgefäße verteilt und in 

eines der beiden werden 0,5 µL Dig-dUTPs hinzugefügt, während der andere als 

Kontrolle dient. Die Elongationszeit wird auf 2 Minuten verlängert bei einem 500 Bp 

langen Fragment, um den verlangsamten Einbau von Dig-dUTP zu ermöglichen. 

Nach der PCR wurden die Ansätze mit und ohne Dig-dUTP gelektrophoretisch 

analysiert, da der korrekte Einbau zu einem verlangsamten Laufverhalten führt. 

Tabelle 31 Lösungen für die Herstellung Digoxygenin-markierter Sonden 

Name Substanz  Menge Endkonzentration 
low-T- 100 mM dATP 100 µL 1 mM 
dNTP66-Lösung 100 mM dTTP 20 µL 0,2 mM 
 100 mM dGTP 150 µL 1,5 mM 
 100 mM dCTP 150 µL 1,5 mM 

  

ad10 mL H2O bidest. 
1 mL Aliquots bei 
-20°C lagern  

    
low-T- 100 mM dATP 100 µL 1 mM 
dNTP50-Lösung 100 mM dTTP 20 µL 0,2 mM 
 100 mM dGTP 100 µL 1 mM 
 100 mM dCTP 100 µL 1 mM 

  

ad10 mL H2O bidest. 
1 mL Aliquots bei 
-20°C lagern  

 

3.1.4. Agarosegelelektrophorese zur Auftrennung von Nukleinsäuren 

Für die elektrophoretische Auftrennung von DNA wurden 0,7-2%ige Agarosegele 

verwendet. Diese wurden mit 1x TBE-Puffer hergestellt, welcher ebenfalls als 

Laufpuffer verwendet wurde. Von den Größenstandards (siehe Tabelle 9) wurden 

jeweils 5 µL eingesetzt und die Proben mit 6x Probenpuffer versetzt 

(Endkonzentration = 1x). Für analytische Gele wurden jeweils 5-10 µL Probe 

verwendet und für präperative Gele 60-120 µL. Kleine Gele wurden für 1 Stunde bei 

100 V laufen gelassen und große Gele bei 120 V für 1,5-2 Stunden. Die Gele wurden 
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anschließend im Ethidiumbromidbad (2 mg/mL) gefärbt und die DNA unter UV-Licht 

detektiert. In Tabelle 32 sind die Rezepte für die benötigten Lösungen aufgelistet. 

Tabelle 32 Lösungen für die DNA-Gelelektrophorese 

Name Substanz  Menge Endkonzentration 
10x Tris-Borat-
EDTA (TBE) 

Tris 107,82 g 0,89 M 
H3BO3 55,03 g 0,89 M 
Na2EDTA 7,45 g 0,02 M 

  ad 1 L mit VE-H2O  

  
Vor Verwendung 1:10 
verdünnen  

    
6x Ladepuffer Tris 121 mg 10 mM 
 Harnstoff 42 g 7 M 
 EDTA 813 mg 28 mM 
 87% Glycerin 40 mL 34,8% (v/v) 
 Bromphenolblau 100 mg 0,1% (w/v) 
  ad100 mL mit VE-H2O  

 

3.1.5. Klonieren 

Spaltung von DNA mit Hilfe von Restriktionsenzymen 

Für die Spaltung der DNA wurden Restriktionsenzyme der Firma NEB GmbH 

(Frankfurt am Main) und ThermoFischer Scientific Inc. (Wilmington, USA) verwendet. 

Die Spaltung erfolgte jeweils nach Herstellerangaben. 

Ligation von DNA Fragmenten 

Die Ligation von DNA-Fragmenten wurde sowohl für DNA-Fragmente mit blunt-ends 

als auch mit sticky-ends durchgeführt. Es wurden jeweils 50 ng Plasmid mit dem 

dreifachen Überschuss an Insert eingesetzt. Die folgende Formel zeigt wie die 

Menge an Insert berechnet wurde: 

                                                                          

Die folgenden Tabellen zeigen die Ansätze für eine blunt-End Ligation (Tabelle 33) 

bzw. eine sticky-End Ligation (Tabelle 34). Wobei sie sich maßgeblich durch die 

Zugabe von Restriktionsenzym in dem blunt-End Ansatz unterscheiden um falsch-

postive Klone zu verringern. Eine Gradienten-Ligation erfolgt in einem Eisbad bei 

37°C über Nacht, sodass ein Temperatur-Gradient entsteht und die optimalen 
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Temperaturen für die Ligase und Restriktionsenzym (in dieser Reihenfolge) 

durchlaufen werden. 

Tabelle 33 Ansatz für eine blunt-End-Ligation 

Substanz Menge 
Plasmid (50 ng) variabel 
Insert (x3) Variabel 
T4-DNA-Ligase 1 µL 
10xPuffer des Restriktionsenzyms 2 µL 
Restriktionsenzym 1 µL 
10mM ATP 1 µL 
 ad 20 µL H2O bidest. 
 Gradienten-Ligation über Nacht 
 

Tabelle 34 Ansatz für eine sticky-End-Ligation 

Substanz Menge 
Plasmid (50 ng) variabel 
Insert (x3) Variabel 
T4-DNA-Ligase 1 µL 
10xT4-Ligase-Puffer 2 µL 
 ad 20 µL H2O bidest. 
 mindestens 20 Minuten bei 

Raumtemperatur 

Die Ligase wurde inaktiviert bei 65°C für 20 Minuten und die Ansätze in kompetente 

E. coli transformiert (siehe 2.1.5). 

Gibson-Assembly 

Das Gibson-Assembly nach (Gibson et al. 2009) wurde verwendet um ein Plasmid 

mit einem oder mehreren Inserts zu ligieren. Mittels Phusion-PCR wurden zuerst 

Fragmente von Plasmid und Inserts erstellt, welche 25 Nukleotide lange 

komplementäre Enden zueinander besitzen. Diese werden durch die verwendeten 

Primer eingebracht. Die Mengenverhältnisse werden mit der folgenden Formel 

berechnet. 

                                                                     

Der Ansatz wurde wie in der nachfolgenden Tabelle (siehe Tabelle 35) beschrieben 

angesetzt und für 1 Stunde bei 50°C inkubiert und anschließend wurden 2 µL für die 

Transformation von kompetenten E. coli Zellen eingesetzt. 
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Tabelle 35 Puffer und Ansätze für das Gibson Assembly 

Name Substanz  Menge Endkonzentration 
5x Isothermal 
Reaktions Puffer 
(IRP) 

PEG-800 1,5 g 25% (w/v) 
1 M Tris-HCl pH 7.5 3 mL 500 mM 
2 M MgCl2 150 µL 50 mM 

 1 M DTT 300 µL 50 mM 

 
dATP, dCTP,dGTP, 
dTTP 

je 60 µL je 1 mM 

 100 mM NAD 300 µL 5 mM 

  
ad 6 mL mit H2O 
bidest  

  70 µL Aliquots  
  bei -20°C gelagert  
    
2x Master Mix 5x IRP 64 µL 1x 

 
10 U/µL T5 
Exonuclease 

0,13 µL 0,008 U 

 
40 U/µL Taq-DNA 
Ligase 

32 µL 8 U 

 2 U/µL Phusion 4 µL 0,05 U 

  
ad 60 µL mit H2O 
bidest.  

  5 µL Aliquots  
  bei -20°C gelagert  
    
Reaktionsansatz 2x Master Mix 5 µL 1x 
 Vektor DNA variabel 50 ng 
 Insert DNA variabel 1:3 Verhältnis 

  
ad 10 µL H2O 
bidest  

 

3.1.6. Sequenzierung 

Die Sequenzierung von Plasmid DNA wurde von der Firma Eurofins Scientific 

(Luxemburg) durchgeführt. Die Vorbereitung der Proben erfolgte dafür nach Angaben 

der Firma. 

3.1.7. Isolierung von RNA 

Für die Isolierung von gesamt RNA wurden 2-4 mL der zu untersuchenden Kultur 

geerntet durch eine Zentrifugation bei 13.000 rpm für 5 Minuten. Der Überstand 

wurde verworfen und das Pellet in 400 µL Aufschlusspuffer resuspendiert. 
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Für die Isolation der RNA aus E. coli folgte an dieser Stelle eine zusätzliche 

Sonifizierung auf Stufe 3 für 30 Sekunden (Output control 30%), diese wurde pro 

Probe drei Mal wiederholt mit jeweils 1 Minute Pause auf Eis dazwischen.  

Jeder Probe werden 50 µL 2 M Natriumactetat pH 4 (in H2ODEPC) zugegeben und 

anschließend für 5 Sekunden mittels vortexen gemischt. Dann wurden 500 µL 

wassergesättigtes Phenol/Chloroform/Isoamylakohol (P/C/I) zugegeben und die 

Proben ein weiteres Mal für 5 Sekunden mittels vortexen gemischt. Anschließend 

folgte eine Inkubation für 30 Minuten bei -20°C und danach wurden die Proben für 15 

Minuten bei 13.000 rpm und 4°C zentrifugiert. Von der wässrigen Phase wurden 400 

µL in ein neues Reaktionsgefäß überführt und mit 1 mL kaltem 96% Ethanol 

gemischt durch vortexen. Es folgte eine weitere Inkubation bei -20°C für mindestens 

1Stunde. Die Proben wurden für 1 Stunde bei 13.000 rpm und 4°C zentrifugiert und 

der Überstand verworfen. Die RNA wurden dann mit 500 µL kaltem 70%igem 

Ethanol (in H2ODEPC) gewaschen und nochmals zentrifugiert bei 13.000 rpm und 4°C 

für 15 Minuten. Der Überstand wurde entfernt und die RNA getrocknet für 

mindestens 15 Minuten unter dem Abzug. Gelöst wurde die RNA in 30 µL H2ODEPC 

bei 60°C für 10 Minuten. In der folgenden Tabelle (Tabelle 36) sind die verwendeten 

Lösungen gezeigt. 

Tabelle 36 Lösungen für die RNA-Isolation 

Name Substanz  Menge Endkonzentration 
Aufschlusslösung 750 mM Natriumcitrat-Lösung 

pH7 
7 mL 35 mM 

30% (w/v) N-Laurylsarcosin 3,5 mL 0,7% (w/v) 
-Mercaptoethanol 1 mL 0,7% (w/v) 

 Guanidiniumthiocyanat 100 g 67% (w/v) 
 H2ODEPC 127 mL  
 

3.1.8. Denaturierende RNA-Agarosegelelektrophorese 

Für ein 1%iges RNA-Gel wurden 0,8 g Agarose eingewogen und in 70 mL H2ODEPC 

durch Kochen gelöst. Hierzu wurden unter Rühren 8 mL 10xMOPS gegeben und mit 

zu einer Temperatur von etwa 60°C rührend abgekühlt. Unter dem Abzug wurden 3 

mL 37% Formaldehyd hinzugegeben und zum Aushärten wurde die Lösung in einen 

Gelschlitten mit gewünschtem Kamm gegeben. 
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Die zu analysierenden RNA-Proben (1-4 µg) wurden mit 1,25x RNA Probenpuffer 

versetzt. Auch 1 µL des Markers (LowRange oder HighRange siehe Tabelle 9) 

wurden mit RNA Ladepuffer versetzt. Alle Proben wurden für 10 Minuten auf 60°C 

erhitzt und danach für 5 Minuten auf Eis inkubiert. Die RNA wird auf dem Gel für 2 

Stunden bei 100 V aufgetrennt. Als Laufpuffer dient 1x MOPS Puffer. Anschließend 

kann das Gel unter UV-Licht detektiert werden. Die Rezepte aller verwendeten 

Lösungen sind in Tabelle 37 dargestellt. 

Tabelle 37 Lösungen für RNA-Gele 

Name Substanz  Menge Endkonzentration 
10x MOPS MOPS 104,7 g 500 mM 

EDTA 3,7 g 10 mM 

 
ad 1 L mit 
H2ODEPC  

  pH 7  
  autoklavieren  

  
1:10 Verdünnen 
für Laufpuffer  

    
RNA-
Probenpuffer 10xMOPS 1 mL 1x 
 100% Formamid 5 mL 50% (v/v) 
 37% Formaldehyd 1,84 mL 6,8% (v/V) 
 87% Glycerin 1,34 mL 11,7% (v/v) 
 Bromphenolblau 10 mg 0,1% (w/v) 

 
Ethidiumbromid  
(0,1mg/mL) 

50 µL 50 µg/mL 

 H2ODEPC 770 µL  

 

3.1.9. Northern-Blot 

Für die Erstellung eines Northern-Blots wurde zunächst ein RNA-Gel laufen 

gelassen. Im Anschluss wurde der Blot wie folgt aufgebaut. Zunächst werden 17 Blatt 

eines 1,4 mm dicken Blottingpapiers als Basis verwendet. Darauf wurden drei Blatt 

eines 0,37 mm dicken Blottingpapiers, welche in 20x SSC-Puffer äquilibriert wurden, 

gelegt. Darauf folgte die positiv geladene Nylonmembran, diese wurde zunächst 

10 Minuten in H2ODEPC vorgequollen und dann in 20x SSC-Puffer äquilibriert. Als 

nächstes wurde das RNA-Gel auf den Stapel gelegt, gefolgt von weiteren drei 

dünnen Blottingpapieren, äquilibriert in 20 x SSC-Puffer. Luftblasen wurden 

herausgewalzt und eine Pufferbrücke wurde auf den Stapel gelegt, welche diesen mit 
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zwei 20x SSC-Puffer-Reservoirs verbindet. Auf den Stapel wurde als letztes ein 

Gelschlitten gelegt auf welche eine gefüllte 250 mL Schottfalsche gestellt wurde um 

den Blot zu beschweren. Das Blotten erfolgte für mindestens 16 Stunden.  

Vor dem kompletten Abbau des Blots wurden die Taschen des RNA Gels mit Bleistift 

auf der Membran markiert. Die Membran wurde dann im Stratalinker bei 120 mJ UV-

quervernetzt. Für die Überprüfung des Blottingvorgangs sowie zum Sichtbarmachen 

der Markerbanden konnte die Membran mittels Methylenblau-Lösung für 5 Minuten 

gefärbt werden und mittels H2ODEPC für 15 Minuten entfärbt. Markerbanden wurden 

mit dem Bleistift nachgezeichnet. Alle benötigten Lösungen sind in der 

nachfolgenden Tabelle (Tabelle 38) aufgelistet. 

Tabelle 38 Lösungen für den Northern-Blot 

Name Substanz  Menge Endkonzentration 
20x SSC-Puffer NaCl 175,3 g 3 M 

tri-
Natriumcitrat·2H2O 88,2 g 300 mM 

 
ad 1 L mit VE-
H2O  

  pH 7  
  autoklavieren  
    
Methylenblau-
Lösung Methylenblau 0,04 g 0,04% (w/v) 
 Nartium-Acetat 4,1 g 0,5 M 

  

ad 100 mL mit 
VE-H2O  

  pH 5  

Hybridisierung der Membran mit einer Sonde 

In einem Hybridisierungsröhrchen wurde die Membran für 1 Stunde in 

Hybridisierungspuffer mit tRNA (120µg/mL) unter langsamem Drehen bei 50°C 

vorhybridisiert. Die Sonde wurde für 5 Minuten bei 96°C denaturiert, wenn es die 

erste Verwendung war, oder bei 96°C für 10 Minuten, wenn die Sonde 

wiederverwendet wurde. In den Hybridisierungspuffer mit tRNA wurden 30 µL der 

Dig-UTP markierten Sonde hinzugefügt. Wurde eine Sonde wiederverwendet wurde 

der Hybridisierungspuffer der Vorhybridisierung verworfen und die bereits in 

Hybridisierungspuffer vorliegende Sonde in das Röhrchen gegeben. Die 
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Hybridisierung erfolgte bei 50°C über Nacht. Alle Lösungen für die Hybridisierung 

sind in Tabelle 39 dargestellt. 

Tabelle 39 Lösungen für die Hybridisierung einer Sonde 

Name Substanz  Menge Endkonzentration 
100x Denhardt-
Lösung 

Rinderserumalbumin 10 g 2% (w/v) 
Ficoll 400 10 g 2% (w/v) 
Polyvinylpyrolidon 10 g 2% (w/v) 

  
ad 500 mL VE-
H2O  

  
filtern durch 
Faltenfilter  

  bei -20°C lagern  
    
Hybridisierungs- 20x SSC-Puffer 250 mL 5x 
Puffer 100x Denhardt-Lsg 30 mL 3x 
 SDS 5 g 0,5% (w/v) 

 
30% (w/v) N-
Laurylsarcosin 

6,7 mL 0,2% (w/v) 

 Dextransulfat 50 g 5% (w/v) 

  
ad 500 mL VE-
H2O  

  autoklavieren  
  Zugabe von  
 Formamid 500 mL 50% (v/v) 

Chemilumineszenznachweis 

Alle nachfolgend erklärten Schritte erfolgten im Hybridisierungsrörchen. Die 

Waschschritte jeweils bei schnellem Drehen und die Inkubationsschritte bei 

langsamem Drehen. Zunächst wurde die Sonde entfernt und zur Wiederverwendung 

bei -20°C gelagert. Die Membran wurde zwei Mal für 5 Minuten bei 50°C in 50 mL 

2x SSC-Puffer + 0,5% (w/v) SDS gewaschen. Anschließend folgten zwei 

Waschschritte bei 50°C in 1x SSC-Puffer + 0,5% (w/v) SDS für jeweils 15 Minuten. 

Die Membran wurde einmal kurz in Waschpuffer geschwenkt und es folgte die 

Inkubation bei Raumtemperatur in 20 mL Blocking-Lösung für 30 Minuten. 

Anschließend wurde die Membran für weitere 30 Minuten bei Raumtemperatur in 

20 mL Blocking-Lösung mit 1 µL Anti-Dig-UTP-Antikörper inkubiert. Es folgten zwei 

weitere Waschschritte in 80 mL Waschpuffer bei Raumtemperatur für 10 Minuten, 

bevor die Membran dann in 20 mL Detektionspuffer für 5 Minuten bei 

Raumtemperatur inkubiert wurde. Die letzte Inkubation der Membran erfolgte bei 

Raumtemperatur für 5 Minuten in 15 mL CDP-Star-Working-Solution (15 mL 



Material und Methoden 
 

53 
 

Detektionspuffer + 10 µL CDP-Star). Die noch feuchte Membran wurde in einer Folie 

in eine Röntgenkassette gelegt. Die Detektion der Chemolumineszenz erfolgte in der 

Dunkelkammer unter Rotlicht. Zunächst wurde ein Röntgenfilm für die gewünschte 

Zeit aufgelegt. Die Dauer ist dabei abhängig von der Sonde und dem Transkriptlevel 

und wird je nach Versuch an die Intensität der Banden angepasst. Der Film wurde 

dann in der Entwicklerlösung geschwenkt bis Banden auf dem Film zu erkennen 

waren, anschließend wird der Film kurz in Wasser gewaschen und für die Fixierung 

mindestens 3 Minuten in Fixierer geschwenkt bevor er ein weiteres Mal in Wasser 

gewaschen und zum Trocknen an der Luft aufgehängt wurde. Die Markerbanden 

wurden anschließend von der Membran auf den Film übertragen. Die verwendeten 

Lösungen sind in Tabelle 40 gezeigt. 

Tabelle 40 Lösungen für den Chemolumineszenznachweis 

Name Substanz  Menge Endkonzentration 
Maleinsäure- Maleinsäure 11,6 g 100 mM 
Puffer NaCl 8,77 g 150 mM 
  ad 1 L mit VE H2O  
  pH 7.5 mit NaOH  
  autoklavieren  
    
Blockingpuffer Blocking-Reagenz 10 g 1% (w/v) 

  
ad 1 L mit 
Maleinsäurepuffer  

  autoklavieren  
  lagern bei 4°C  
    
Waschpuffer Tween 20 1,5 mL 0,3% (v/v) 

  
ad 500 mL mit 
Maleinsäurepuffer  

    
Detektions- Tris 12,11 g 100 mM 
Puffer NaCl 5,84 g 100 mM 
 MgCl2 4,77 g 50 mM 
  ad 1 L mit VE-H2O  
  pH 9.5  
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3.1.10. Quantitative PCR (qPCR) 

Für die Bestimmung von Transkriptleveln wurde unter anderem die quantitative PCR 

verwendet. Hierfür wurde als erstes die gesamt RNA wie in 3.1.7 beschrieben isoliert. 

Mit diesen Proben wurde ein DNase-Verdau mit der DNaseI von Thermo Scientific 

nach Hersteller Angaben zweimal durchgeführt um DNA-freie RNA Proben zu 

erhalten. Hiervon wurde eine cDNA-Synthese durchgeführt mittels reverser 

Transkription. Es wurden jeweils reverse Primer für die zu untersuchenden Gene 

eingesetzt sowie ein reverse Primer für ein H. volcanii housekeeping Gen (hstA). Der 

Reaktions-Ansatz ist in der folgenden Tabelle aufgeführt. (Tabelle 41) 

Tabelle 41 Ansatz einer cDNA Synthese mittels reverser Transkription 

Substanz  Menge Endkonzentration 
Gesamt-RNA  1 µg 
5x Puffer 4 µL 1x 
dNTPs 66Mix 4 µL 20% (v/v) 
Oligonukleotid (rev.) 0,5 µL 0,5 µM 
 ad. 19 µL H2ODEPC  

Der Ansatz wurde zunächst für 5 Minuten bei 65°C denaturiert und dann für 5 

Minuten bei 55°C inkubiert für eine Anlagerung der Oligonukleotide. Es wurde 1 µL 

reverse Transkriptase hinzugegeben und der Ansatz für eine Stunde bei 55°C 

inkubiert. Nach einer weiteren Zugabe der reversen Transkriptase von 0,5 µL wurde 

der Ansatz für eine weitere Stunde bei 55°C inkubiert. Die Inaktivierung erfolgte bei 

80°C für 5 Minuten. 

Die cDNA wurde in den Verdünnungen 1:10 und 1:100 in die quantitative Real-Time-

PCR eingesetzt. Hierfür ist nachfolgend der Reaktionsansatz dargestellt (siehe 

Tabelle 42). 

Tabelle 42 Ansatz für die qRT PCR 

Substanz Menge 
H2O 3,8 µL 
10x Puffer (Biozym) 2 µL 
dNTPs 5 µL 
10x dsGreen 2 µL 
fw. Oligonukleotid (20µM) 1,6 µL 
rev. Oligonukleotid (20µM) 1,6 µL 
  
Probe (in der jeweiligen Verdünnung) 4 µL 
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Jeweils drei technische Replikate pro Verdünnung wurden mit dem Reaktionsansatz 

in den Reaktionsgefäßen gemischt und in dem Cycler Rotor-Gene RT-6 amplifiziert. 

Dafür wurde das nachfolgende Programm verwendet. (siehe Tabelle 43) 

Tabelle 43 PCR Programm für die qRT-PCR 

Schritt Temperatur [°C] Zeit Zyklenzahl 
Initiale Denaturierung 96 2 Minuten 1 
Denaturierung 96 30 Sekunden 

40 Annealing 65 30 Sekunden 
Elongation 72 30 Sekunden 
Finale Elongation 72 3 Minuten 1 
Schmelzkurve bis 96°C  1 
Aufbewahrung 4°C ∞ 1 

Die Analyse erfolgte mit dem Rotor-Gene 6 Programm. Es wurde für jede Probe ein 

CT-Wert festgelegt (cycle treshold), dieser gibt die genaue Zellzykluszahl an, zu 

welchem das Fluoreszenzsignal, aufgrund der enthaltenen DNA Menge, den 

Hintergrund überschreitet. Die Auswertung erfolgte nach der ∆∆CT-Methode (Livak 

and Schmittgen 2001). 

3.1.11. SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (PAGE) 

Für die Auftrennung von Proteinen der SDS-PAGE wurden je nach Größe 

Polyacrylamidgele in 12% oder Tris-Tricine Gele nach (Schägger 2006) verwendet. 

Letztere eignen sich vor allem für die Auftrennung von Proteinen von 1 kDa bis 

20 kDa. Alle dafür benötigten Puffer und Lösungen sind in Tabelle 44 aufgeführt. 

SDS-PAGE Gele wurden mit den in Tabelle 45 angegebenen Rezepten hergestellt 

und die Proben mit vierfach-Ladepuffer (sodass eine Endkonzentration von einfach 

entsteht) gemischt und bei 95°C für 5 Minuten denaturiert. Die Proben wurden auf 

Eis abgekühlt und auf das Gel aufgetragen. Im Sammelgel liefen die Proben bei 

100 V und im Trenngel bei 120-150 V. 

Für die Tris-Tricine-SDS-PAGE wurden die Gele nach Ihren Rezepten in Tabelle 45 

angefertigt und die Proben mit dem vierfach Ladepuffer gemischt, sodass eine 

einfach Endkonzentration entstand. Die Denaturierung erfolgte bei 95°C für 10 

Minuten und die Proben wurden auf Eis abgekühlt bevor sie auf das Gel aufgetragen 

wurden. Die Auftrennung erfolgt im Sammelgel bei 40 V und im Trenngel bei 60-

80 mA. 
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Tabelle 44 Puffer und Lösungen für die SDS-Gelelektrophorese 

Name Substanz  Menge Endkonzentration 
Trenngelpuffer Tris 181,65 g 1,5 M 
 SDS 3,84 g 0,384% (w/v) 
  ad 1 L mit VE-H2O  
  pH 8.8 mit HCl  
    
Sammelgelpuffer Tris 60,55 g 0,5 M 
 SDS 4 g 0,4% (w/v) 
  ad 1 L mit VE-H2O  
  pH 6.8 mit HCl  
    

APS 
Ammoniumper-
oxidsulfat 

10 mg 10% (w/v) 

  
ad 100 mL mit 
H2O bidest.  

  bei -20°C lagern  
    
4x SDS-
Probenpuffer 

1,25 M Tris/HCl 
pH 6.8 0,5 mL 125 mM 

 SDS 0,25 g 5% (w/v) 

 
-Mercapto-

ethanol 
0,5 mL 10% (v/v) 

 87% Glycerin 1,16 mL 20% (v/v) 
 Bromphenolblau 5 mg 0,1% (w/v) 

  
ad 5 mL mit H2O 
bidest.  

    
10x SDS-
Laufpuffer Tris 30 g 248 mM 
 Glycin 144 g 1,9 M 
 SDS 10 g  1% (w/v) 
  ad 1 L mit VE-H2O  

  
vor Verwendung 
1:10 verdünnen  

    
Tris-Tricine-Puffer und Lösungen:  
    
10x Anoden- Tris 121,14 g 1 M 
Puffer 37% HCl 18 mL 225 mM 
  ad 1 L mit VE-H2O  
  pH 8.9  

  
vor Verwendung 
1:10 verdünnen  
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Name Substanz  Menge Endkonzentration 
10x Kathoden Tris 121,14 g 1 M 
Puffer Tricine 179,17 g 1 M 
 SDS 10 g 1% (w/v) 
  ad 1L mit VE-H2O  
  pH 8.25  

  
vor Verwendung 
1:10 verdünnen  

    
3x Gel Puffer Tris 363,42 g 3 M 
 SDS 3 g (w/v) 0,3% (w/v) 
  ad 1 L mit VE-H2O  
  pH 8.45  
    
4x Probenpuffer SDS 120 mg 12% (w/v) 
 Mercapto-ethanol 600 µL 6% (v/v) 
 Glycerol 3,4 mL 30% (w/v) 

 
Coomassie G-
250 

5 mg 0,05% (w/v) 

 
1M Tris/HCl pH 
7.0 

1.5 mL 150 mM 

  
ad 10 mL mit VE-
H2O  

    
AB-3-Stock- Acrylamid 48 g 49,5% (w/v) 
Lösung Bisacrylamid 1,5 g 3% (w/v) 

  
ad 100 mL mit 
H2O bidest.  
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Tabelle 45 Zusammensetzung der Trenn- und Sammelgele für Polyacrylamidgele 

Gel Bestandteil Menge 
SDS-PAGE:   
Trenngel H2O bidest. 1,64 mL 
 Trenngelpuffer 1,29 mL 
 30% Acrylamid 2 mL 
 10% APS 75 µL 
 TEMED 5 µL 
   
Sammelgel H2O bidest. 1,5 mL 
 Sammelgelpuffer 635 µL 
 30% Acrylamid 333 µL 
 10% APS 40 µL 
 TEMED 3,5 µL 
   
Tris-Tricine-SDS-PAGE 
(2Gele)   
Trenngel: AB-3 2,5 mL 
 3x Gel-Puffer 2,5 mL 
 87% Glycerin 600 µL 
 H2O bidest. 1,9 mL 
 10% APS 25 µL 
 TEMED 5 µL 
   
Sammelgel AB-3 500 µL 
 3x Gel-Puffer 1,5 mL 
 H2O bidest. 4 mL 
 10% APS 45 µl 
 TEMED 7,5 µL 

Für die Detektion der Proteine wurden die Gele im Anschluss mit Coomassie oder 

Silber gefärbt. Die Lösungen für die Coomassie Färbung sind in Tabelle 47 

aufgelistet. Die Silberfärbung ist im Folgenden und in Tabelle 46 beschrieben. Für 

eine Silberfärbung wurde das Gel zuerst für 15 Minuten in der Fixierlösung schüttelnd 

inkubiert. Es folgte eine Inkubation für 30 Minuten in der Sensitivierungslösung. Dann 

wurde das Gel dreimal je 5 Minuten in H2O bidest gewaschen. Darauffolgend wurde 

das Gel 20 Minuten in der Silbernitratlösung gefärbt und dann zweimal für eine 

Minute in H2O bidest gewaschen. Die Entwicklung erfolgte für 5-10 Minuten in der 

Entwicklerlösung bis ausreichen Banden zu erkennen waren. Gestoppt wird die 

Reaktion mit der Zugabe der Stopplösung. Darin wurde das Gel weitere 10 Minuten 

inkubiert. Vor der Detektion des Gels wurde es nochmal dreimal für 5 Minuten in H2O 

gewaschen. 

  



Material und Methoden 
 

59 
 

Tabelle 46 Lösungen für die Silberfärbung von SDS-Gelen 

Name Substanz  Menge Endkonzentration 
Fixierlösung Ethanol 50 mL 40% (v/v) 
 Essigsäure 12,5 mL 10% (v/v) 

  
ad. 125 mL mit H2O 
bidest.  

    
Sensitivierungs- Ethanol 7,5 mL 6% (v/v) 
lösung 5% (w/v) 

Natrium- 5 mL 0,2% (w/v) 
 thiosulfat   
 Natriumacetat 8,4 g 820 mM 

  
ad. 125 mL mit H2O 
bidest.  

    
Silbernitrat- Silbernitrat 0,3 g 15 mM 
lösung 

 
ad. 125 mL mit H2O 
bidest.  

    
Entwickler- Natriumcarbonat 3 g 230 mM 
lösung 5% (w/v) 

Natrium- 2,5 µL 0,0625% (w/v) 

 thiosulfat   

 
37% 
Formaldehyd 50 µL 0,015% (v/v) 

  
ad. 125 mL mit H2O 
bidest.  

    
Stopplösung EDTA 1,8 g 80 mM 

  
ad. 62,5 mL mit H2O 
bidest.  

 

3.1.12. Western-Blot 

Für die Erstellung eines Western-Blots wurde ein Elektroblotting genutzt. Dafür 

wurden fünf 0,37 mm dicke Filterpapiere in Transferpuffer äquilibriert und als Basis 

gelegt. Darauf kam die PVDF-Membran, diese wurde für 10 Minuten in Transferpuffer 

vorgequollen. Hierauf kommt das zu blottende SDS-Gel und weitere fünf 0,37 mm 

dicke, in Transferpuffer äquilibrierte Filterpapiere. Alle Luftblasen wurden aus dem 

Stapel gewalzt und die Proteine für 2 h bei 3 mA/cm² geblottet. 
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Um die Proteinübertragung zu kontrollieren wurde im Anschluss das SDS-Gel für 

15 Minuten bei Raumtemperatur in Coomassie gefärbt und über Nacht in 

Entfärberlösung entfärbt. Die Membran wurde für 10 Minuten in Tintenfärbelösung 

inkubiert und für 30 Minuten in H2O bidest. entfärbt. Wurde ein ungefärbter Marker 

genutzt konnte dieser nun mit Bleistift nachgezeichnet werden. Die Membran wurde 

kurz in PBS geschwenkt und dann in 5% (w/v) Milchpulver in PBS für eine Stunde 

geblockt. Im Anschluss wurde die Membran in PBS geschwenkt und über Nacht in 

dem 1. Antikörper, dem H3-His in einer Verdünnung von 1:4.000 in 5% (w/v) 

Milchpulver in PBST, inkubiert. Dann wurde die Membran drei Mal für 10 Minuten in 

PBST gewaschen. Die nächste Inkubation im 2. Antikörper, dem Anti-Mouse igG-

Peroxidase-Antikörper in einer Verdünnung von 1:10.000, erfolgte für eine Stunde in 

5% (w/v) Milchpulver in PBS. Darauf folgten weitere drei Waschschritte für jeweils 

10 Minuten in PBST. Alle verwendeten Lösungen sind in Tabelle 47 dargestellt. Für 

die Detektion wurde Roti® Lumin nach Herstellerangaben verwendet. Die Detektion 

findet in der Dunkelkammer statt wie in (3.1.9, Chemielumineszenznachweis) 

beschrieben. 

Tabelle 47 Lösungen für den Western-Blot 

Name Substanz  Menge Endkonzentration 
Coomassie- Coomassie Blue R-250 0,5 g 0,05% (w/v) 
Färbelösung Methanol 545 mL 55% (v/v) 
 Eisessig 92 mL 9,2% (v/v) 
 H2O bidest. 363 mL  
    
Entfärbelösung Methanol 500 mL 25% (w/v) 
 Eisessig 100 mL 5% (w/v) 
 H2O bidest. 1400 mL  
    
Tintenfärbe- Tween 20 0,5 mL 0,05% (w/v) 
lösung Eisessigsäure 10 mL 1% (v/v) 
 Tinte 1 mL 0,1% (v/v) 
  ad 1 L mit PBS  
    
Transferpuffer Tris 3 g 25 mM 
 Glycin 11,3 g 150 mm 
 Methanol 100 mL  

  
ad 1 L mit VE-
H2O  

  pH 8,5 mit HCl  
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Name Substanz  Menge Endkonzentration 
PBS NaCl 8 g 138 mM 
 KCl 0,2 g 2,6 µM 
 Na2HPO4 1,15 g 8,1 µM 
 KH2PO4 0,2 g 1,5 mM 

  
ad 1 L mit VE-
H2O  

    
PBST PBS 999 mL  
 Tween 20 1 mL 0,1% (v/v) 
 

3.1.13. Isolierung von ribosomalen-Untereinheiten 

Für die Isolierung von Ribosomen aus E. coli wurden zunächst Zellextrakte 

hergestellt. Dafür wurde 500 mL SOB+ Medium mit einer über Nacht Kultur auf eine 

Start OD600 von 0,05 inokuliert. Bei einer OD600 von 0,6-0,75 wurden die Zellen durch 

eine Zentrifugation bei 4000 rpm und 4°C für 10 Minuten geerntet. Das Zellsediment 

wurde in 5 mL Ribosomen-Resuspensionspuffer gelöst und ein weiteres Mal 

sedimentiert bei 4.000 rpm und 4°C für 5 Minuten. Der Überstand wurde verworfen 

und das Zellsediment pro ein Gramm in 2 mL Ribosomen-Resuspensionspuffer 

aufgenommen. Der Aufschluss der Zellen erfolgte mittels Sonifizierung. dreimal für 

30 Sekunden (output control 30%) auf Stufe 3 mit jeweils 1 Minute Pause auf Eis 

dazwischen. Zelltrümmer wurden bei einer Zentrifugation für 1 Stunde bei 13.000 

rpm und 4°C sedimentiert und der Überstand in ein frisches Reaktionsgefäß 

überführt. Das Lysat wurde anschließend auf ein 30%iges (w/v) Succhrose-Kissen (in 

Ribosomen-Resuspensionspuffer) gegeben und mittels Ultra-Zentrifugation bei 

37.000 rpm für 20 Stunden bei 4°C zentrifugiert (SW40Ti Rotor) um die Ribosomen 

zu pelletieren. Das Pellet wurde gewaschen in 1 mL Ribosomen-Dissoziationspuffer 

und anschließend in 1 mL Ribosomen-Dissoziationspuffer gelöst durch Schütteln der 

Proben bei 4°C für eine Stunde. An dem Nanodrop kann dann die Absorption bei 260 

nm gemessen werden. Für die anschließende Trennung werden 100-200 µg RNA 

auf die Gradienten aufgetragen. 

Für die Trennung der ribosomalen Untereinheiten werden Succrose-Gradienten von 

10%-30% (w/v) in Ribosomen-Dissoziationspuffer verwendet. Die Gradienten werden 

erstellt mittels dem Gradient Master 107 Gradienten-Mischer (Gradient Master 107, 

Biocomp, Canada) und in einem SW40Ti Rotor bei 19.000 rpm und 4°C für 
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19 Stunden zentrifugiert. Das anschließende Fraktionieren der Gradienten erfolgt am 

Foxy Jr. Fraktionierer bei einer Pump-Geschwindigkeit von 60%. Die Fraktionen 

werden in Intervallen von 20 Sekunden gesammelt. Die gemessenen Absorptionen 

wurden mit der Peak Trak Software ausgewertet. Für die 30S und 50S Peaks können 

die gesammelten Fraktionen vereinigt werden und die Untereinheiten mittels 

Microcons jeweils ankonzentriert werden (nach Herstellerangaben). 

3.1.14. Markierung von Ribosomen mit 6xHis-Tag 

Für die Markierung von ribosomalen Untereinheiten wurden die E. coli ΔrProtein- 

Stämme verwendet (siehe Tabelle 14). Die Plasmide welche die jeweils deletierten 

Proteine mit einem His-Tag am N-Terminus besitzen und unter einem konstitutiven 

blaP-Promotor stehen wurden in die ΔrProtein-Stämme transformiert. Aus diesen 

Stämmen wurden ribosomale Untereinheiten wie in 3.1.13 beschrieben, isoliert. 

3.1.15. in vitro Transkription 

Die Herstellung von mRNA erfolgte durch eine in vitro Transkription mit der T7 RNA 

Polymerase. Hierfür wurde die Anleitung des Herstellers Thermo Scientific 

verwendet. Als Template kann linearisierte DNA aus einer PCR oder aus einem 

Restriktionsverdau eingesetzt werden. Zur Analyse der in vitro Transkription wurden 

denaturierende Polyacrylamid Gele verwendet (siehe Tabelle 48). Hierfür wurden 

jeweils 3 µL in vitro Transkriptionsansatz mit 3 µL RNA-Probenpuffer (Bestandteil des 

T7-RNA Polymerase Kits) versetzt und für 10 Minuten bei 70°C denaturiert. Nach 

einem Abkühlen auf Eis für 2 Minuten wurden die Proben auf das Gel aufgetragen 

und für 2 Stunden bei 100 V aufgetrennt. 
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Tabelle 48 Zusammensetzung für ein Polyacrylamid-RNA Gel 

Gel Bestandteil Menge 
Polyacrylamid- 10x TBE 1 mL 
RNA Gel 30% Bisacrylamid 2,5 mL 
 Urea 4,5 g 
  ad 10 mL mit H2O bidest. 
 10% APS 150 µL 
 TEMED 10 µL 
 

3.1.16. Herstellung von S30 Lysat 

Für die Herstellung in vitro Translationslysat (S30 Lysat) aus E. coli Kulturen wurden 

500 mL SOB+ Medium mit einer stationären über Nacht Kultur auf eine Start OD600 

von 0,05 inokuliert. Die Zellernte erfolgte bei einer OD600 von 3. Hierfür wurden die 

Kulturen für 10 Minuten auf Eis abgekühlt bevor sie bei 4.000 rpm bei 4°C für 

10 Minuten zentrifugiert wurden. Die Pellets wurden in 5 mL S30 Puffer gewaschen 

und jeweils zwei werden in einem 15 mL Reaktionsgefäß vereinigt. Es folgte eine 

Zentrifugation bei 4.000 rpm und 4°C für 5 Minuten. Der Überstand wurde verworfen 

und die Zellsedimente gewogen. Pro Gramm Zellen wurde 1 mL S30 Puffer 

hinzugefügt und die Pellets resuspendiert. Der Aufschluss der Zellen wurde mittels 

Sonifikation durchgeführt. 1 Minute /mL Zellen wurde auf Stufe 3 für 30 Sekunden 

(output control 30%) sonifiziert mit jeweils einer Minute Pause alle 60 Sekunden auf 

Eis. Die Proben wurden auf 2 mL Reaktionsgefäße aufgeteilt und für eine Stunde bei 

13.000 rpm und 4°C zentrifugiert. Der Überstand wurde anschließend in ein neues 

Reaktionsgefäß überführt und ein weiteres Mal bei 13.000 rpm und 4°C für eine 

Stunde zentrifugiert. Der Überstand ist das S30 Lysat. Dieses wurde zunächst bei 

γ7°C für 80 Minuten schüttelnd inkubiert um eine ‚run-off‘ Reaktion zu gewährleisten. 

Dieser Schritt gilt in der Literatur als unvermeidlich um aktives Zell-freies Lysat zu 

erhalten, indem die Ribosomen von den mRNAs getrennt werden (Failmezger et al. 

2016). Das Lysat wurde für mindestens 4 Stunden gegen das 100-Fache Volumen 

an S30 Puffer bei 4°C dialysiert mit einem 10 kDa Cut-Off Dialyse-Schlauch. Im 

Anschluss wurde nochmal für 20 Minuten bei 4.000 rpm und 4°C zentrifugiert und der 

Überstand in ein frisches Gefäß überführt. Die gesamt-Proteinmenge des Lysates 

wurde mittels BCA Assay analysiert (3.2.1). Als Richtwert gilt hier 37,5 mg/mL 

(Failmezger et al. 2016). Vom Lysat wurden 130 µL Aliquotes in flüssigem Stickstoff 
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gefroren und bis zur Verwendung bei -80°C gelagert. In der folgenden Tabelle 49 ist 

der verwendete Puffer aufgelistet. 

Tabelle 49 Puffer für der S30 Lysat Herstellung 

Name Substanz  Menge Endkonzentration 
S30 Puffer Magnesium Acetat 1,99 g 14 mM 
 Kalium Acetat 5,9 g 60 mM 
 Tris 1,2 g 10 mM 
  pH 8.0 mit Essigsäure  
 DTT 0,3 g 2 mM 
  ad 1 L mit H2O DEPC  
 

3.1.17. Entfernung von ribosomalen Untereinheiten mittels His-Tag 

Für die Entfernung von ribosomalen Untereinheiten aus S30 Lysat wurde eine 

Affinitätschromatographie mittels eines His-Tags durchgeführt. Es wurde S30 

Zelllysat erstellt (3.1.16) aus Stämmen welche ein ribosomales Protein deletiert 

hatten, welches plasmidisch mit einem His-Tag am N-Terminus eingebracht wurde. 

Das Lysat wurde direkt in die Affinitätschromatographie eingesetzt. Die Aufreinigung 

erfolgte in einem Batch-Verfahren dafür wurden zunächst Sepharose Beads mit NiCl 

inkubiert um eine Nickel Chelat Sepharose (NCS) Matrix herzustellen. Zu 100 µL 

Beads wurden 200 µL S30 Lysat und 50 µL 100 mM Imidazol (Endkonzentration 

40 mM) gegeben und die Suspension für 30 Minuten rotierend Inkubiert bei RT. Es 

folgt eine Zentrifugation für 5 Minuten bei 13.000 rpm und RT. Der Überstand wurde 

als Durchfluss aufgehoben. Zu den Beads wurde zweimal 1 mL Waschpuffer 

gegeben für 5 Minuten rotierend inkubiert und dann wieder zentrifugiert für 5 Minuten 

bei 13.000 rpm und RT. Die Überstände wurden als Waschen 1 und 2 aufgehoben. 

Im Anschluss wurden die Beads eluiert. Hierfür wurden 100 µL Elutionspuffer auf die 

Beads gegeben und für 5 Minuten rotierend inkubiert. Die Zentrifugation erfolgte bei 

13.000 rpm für 5 Minuten. Dieser Schritt wurde dreimal wiederholt und die 

Überstände als Elution 1, 2 und 3 aufgehoben. Die Beads konnten anschließend in 

100 µL 20% (v/v) Ethanol bei 4°C aufgehoben werden. 

Für die Analyse der gesammelten Proben wurde anschließend eine RNA-Fällung 

(siehe 3.1.7) durchgeführt und die Proben auf einem RNA-Agarosegel (siehe 3.1.4) 

analysiert. 

Die verwendeten Puffer und Lösungen sind in Tabelle 50 aufgelistet. 
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Tabelle 50 Puffer und Lösungen für die Affinitätsaufreinigung mit His-Tag 

Name Substanz  Menge Endkonzentration 
NiCl2-Lösung NiCl2 12,9 g 0,2 M 

  
ad 500 mL H2O 
bidest.  

    
Waschpuffer NaH2PO4·H2O 6,9 g 50 mM 
 NaCl 17,54 g 300 mM 
 Imidazol 1,36 g 20 mM 
  ad 1 L H2O bidest.  
  pH 8.0 mit NaOH  
    
Elutionspuffer NaH2PO4·H2O 6,9 g 50 mM 
 NaCl 17,54 g 300 mM 
 Imidazol 17 g 250 mM 
  ad 1 L H2O bidest.  
  pH 8.0 mit NaOH  
 

3.1.18. Zellfreie Protein Expression mittels in vitro Translation 

Für eine in vitro Translation wurde ein Standard Mix nach (Failmezger et al. 2017) 

verwendet. Dafür benötigt wird die aus 3.1.15 hergestellte mRNA sowie das S30 

Lysat aus 3.1.16. Die Reaktionsbestandteile wurden auf Eis aufgetaut, sofern sie 

gefroren gelagert wurden, zügig zusammenpippetiert und anschließend für 

mindestens 1 Stunde bei 37°C inkubiert. In der folgenden Tabelle (siehe Tabelle 51) 

sind die verwendeten Puffer und Lösungen sowie der Standard Mix Ansatz 

aufgelistet. Im Falle einer verwendeten gfp-mRNA wurde die Fluoreszenz der Proben 

am Fluoreszenz MTP-Photometer gemessen. 
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Tabelle 51 Puffer und Lösungen für eine in vitro Translation 

Name Substanz  Menge Endkonzentration 
5x Energie- 1 M HEPES-KOH pH 8.0 2 mL 400 mM 
Puffer NTPs   
 100mM ATP 300 µL 6 mM 
 100mM GTP 250 µL 5 mM 
 100mM CTP 250 µL 5 mM 
 100mM UTP 250 µL 5 mM 
 Folinsäure 500 µL 170 µg/mL 
 CoA 5 mg 1,3 mM 
 NAD 5 mg 1,5 mM 
 Pyruvat 220 mg 500 mM 

  
ad 5 mL 
mitH2ODEPC  

  

60 µL 
Aliquots bei 
-80°C lagern  

    
AS-Lösung 280 mM Alanin (1)  26 µL 1,8 mM 
 154 mM Arginin (2) 25 µL 0,925 mM 
 104 mM Asparagin (3) 11 µL 0,3 mM 
 139 mM Asparaginsäure (4) 14 µL 0,5 mM 
 31 mM Cystein (20) 5 µL 0,04 mM 
 156 mM Glutaminsäure (6) 16 µL 0,6 mM 
 177 mM Glutamin (5) 27 µL 1,2 mM 
 222 mM Glycin (7) 20 µL 1,1 mM 
 54 mM Histidin (8) 6 µL 0,08 mM 
 158 mM Isoleucin (9) 16 µL 0,6 mM 
 311 mM Leucin (19) 47 µL 3,7 mM 
 125 mM Lysin (10) 20 µL 0,6 mM 
 84 mM Methionin (11) 13 µL 0,3 mM 
 119 mM Phenylalanin (12) 27 µL 0,8 mM 
 122 mM Prolin (13) 12 µL 0,4 mM 
 158 mM Serin (14) 15 µL 0,6 mM 
 146 mM Threonin (15) 14 µL 0,5 mM 
 44 mM Tryptophan (17) 10 µL 0,1 mM 
 78 mM Tyrosin (18) 12 µL 0,2 mM 
 215 mM Valin (16) 32 µL 1,72 mM 
 Stammlösungen in  ad 4 mL mit   
 5 M KOH (Pippetier  H2O bidest.  
 Reihenfolge) pH 7.5  
    
    
    
    
    
    
    
    
    



Material und Methoden 
 

67 
 

    
Name Substanz  Menge Endkonzentration 
Translations 200 mM DTT 2,5 µL 2 mM 
Ansatz 4,5 M Kalium Gutamat 5 µL 90 mM 
 2 M Ammonium Glutamat 2,5 µL 20 mM 
 1,8 M Magnesium Glutamat 2,5 µL 18 mM 
 265,5 mM AS-Lösung 1 µL 1 mM 
 S30 Lysat 120 µL 48% (v/v) 
 5x Energie-Puffer 50 µL 1x 
 RNA variabel 1-2 µg 

  
ad 250 µL mit 
H2ODEPC  

 

3.2. Biochemische Methoden 

3.2.1. Enzymassays 

Für den Nachweis von Enzymaktivitäten werden jeweils Stämme verwendet, welche 

das zu analysierende Enzym im Genom deletiert haben oder nachweislich eine 

vernachlässigbare Aktivität des im Genom codierten Proteins besitzen. Die Sequenz 

des Reporterenzyms wird dabei auf einem Plasmid in die Zelle transformiert und 

unter einem induzierbarem Tryptophanase A Promotor (ptnaA) in H. volcanii oder 

einem induzierbaren Arabinose Promotor (pBAD) in E. coli exprimiert. Durch die 

Fusion an Gene oder Genfragmente ist die Genexpression auf Proteinlevel 

analysierbar. 

Dihydrofolatreduktase Enzymassay in H. volcanii 

Die Dihydrofolat-Reduktase (DHFR) ist ein Reporterenzym und für H. volcanii 

routinemäßig eingesetzt (P. Kramer et al. 2014; Babski et al. 2016). Die DHFR 

katalysiert die Reaktion von Dihydrofolat zu Tetrahydrofolat und die dadurch 

ablaufende Oxidation von NADPH zu NADP+. NADPH ist photometrisch messbar bei 

340 nm. Um Hintergrund-Signale zu vermeiden, wird der Assay in einem ∆dhfr 

Stamm (siehe Tabelle 15) durchgeführt. Der Assay wurde an die Anwendung in einer 

Mikrotiterplatte angepasst um das parallele Testen von einigen Proben zur selben 

Zeit zur ermöglichen. Alle in dieser Arbeit untersuchten Konstrukte stehen unter 

einem indizierbaren Promotor (ptnaA). 

Die Kultivierung der Zellen erfolgte in Komplexmedium. Stämme mit den Plasmiden 

welche die zu analysierenden Genpaare codierten wurde zu einer frischen 

stationären Kultur gezogen. Daraus wurden Kulturen inokuliert, welche beim 



Material und Methoden 
 

68 
 

Erreichen einer exponentiellen Phase von 4*108 Zellen/mL verwendet wurden, um 

eine weitere Kultur zu inokulieren. Diese wurde bei der gleichen Zelldichte, 

exponentiell geerntet. 

Für die Zellernte wurden zum einen zweimal 2 mL Aliquots bei 13.000 rpm für 

2 Minuten bei Raumtemperatur zentrifugiert und die Pellets für die spätere RNA 

Isolation bei -80°C aufbewahrt. Für den Enzymassay wurden 20 mL der Kulturen bei 

4.000 rpm bei 4°C für 15 Minuten zentrifugiert. Die Pellets wurden resuspendiert und 

in 5 mL Basalsalz gewaschen. Es folgte eine Zentrifugation bei 4000 rpm und 4°C für 

15 Minuten. Die Pellets wurden in 1 mL Basalsalz aufgenommen und in 1,5 mL 

Reaktionsgefäße überführt.  

Für den Aufschluss der Zellen wurden die Suspensionen dreimal für 30 Sekunden 

(duty cycle 50%, output control 3) sonifiziert. Zwischen den einzelnen Schritten 

wurde jeweils eine Pause von einer Minute auf Eis durchgeführt. Um Zelltrümmer zu 

entfernen wurden die Proben abschließend bei 13.000 rpm und 4°C für 30 Minuten 

zentrifugiert. Der Überstand wurde in ein neues Reaktionsgefäß überführt und bis 

zum Einsatz in dem Enzymassay auf Eis gehalten. 

Im Laufe der Promotion wurde an dieser Stelle noch ein weiterer Schritt eingeführt: 

Um die NADPH Konzentrationen in den Proben zu verdünnen, wurden diese über 

Nacht dialysiert bei 4°C gegen das 100-Fache Volumen an Basalsalz. 

Während der Enzymassay vorbereitet wurde, wurde das MTP-Photometer für 

mindestens 30 Minuten auf 37°C vorgewärmt. Der Enzymassay wurde in einer MTP 

durchgeführt. Von den Zelllysaten wurden Verdünnungen von 1:2 und 1:5 verwendet. 

Davon wurden 100 µL eingesetzt. Dazu wurden 150 µL 4 M KCl, welches auf 40°C 

erwärmt wird, und 25 µl DHF Lösung pipetiert. Die Reaktion wurde gestartet durch 

die Zugabe von 25 µL NADPH und die Messung sofort im MTP-Photometer 

begonnen. Diese lief für 20 Minuten bei einer OD von 340 nm und Messungen alle 

20 Sekunden. Für die Analyse der Volumenaktivität wurden Verdünnungen 

betrachtet, welche einen linearen Abstieg der Absorptionsänderung für mindestens 

180 Sekunden besaßen. Mit der Photometer Software wurde die Veränderung der 

Extinktion pro Minute (∆E/min) berechnet. Dieser Wert, der Negativkontrolle, wurde 

von allen ∆E/min Werten der gemessenen Proben abgezogen, um die spezifische 

Veränderung von DHFR zu erhalten. Um die Volumenaktivität aus ∆E/min zu 

berechnen wurde die folgende Formel verwendet: 
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U: Enzymaktivität (µmol*min-); 1 U = 16,67 nkat 

∆E/min: Extinktionsänderung bei 340 nm (min-1) 

ε: Extinktionskoeffizient von NADPH (6,220 mM-1*cm-1) 

d: Schichtdicke der Küvette [cm] (300 µL in einer 96-Well MTP:0,95 cm) 

D: Verdünnung der Probe 

Für alle Proben wurde die Proteinkonzentration bestimmt (3.2.2). Die spezifische 

Aktivität von DHFR ergab sich aus der Berechnung von der Volumenaktivität dividiert 

durch die Proteinkonzentration. Alle Puffer und Lösungen sind in Tabelle 52 

dargestellt. 

Tabelle 52 Puffer und Lösungen für den DHFR Enzym-Asaay 

Name Substanz  Menge Endkonzentration 

Phosphat-Citrat- K2HPO43 H2O 11,4 g 50 mM 
Puffer KH2PO4 6,8 g 50 mM 
 C6H8O7H2O 10,5 g 50 mM 

  
ad 1 L mit H2O 
bidest.  

  pH 6 mit KOH  
    
3M KCl-Puffer KCl 111,83 g 3 M 

  
ad 500 mL mit 
Phosphat-  

  Citrat-Puffer  
  autoklavieren  
    
4M KCl-Puffer KCl 149,1 g 4M 

  
ad 500 mL mit 
Phosphat-  

  Citrat-Puffer  
  autoklavieren  
    
Dihydrofolat-
Lösung 10 mM DHF 180 µL 0,6 mM 
 Stammlösung ad 3 mL mit 3 M KCl  
  frisch ansetzen  
  auf Eis lagern  
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Name Substanz  Menge Endkonzentration 
NADPH-Lösung NADPH 8 mg 2 mM 

  
ad 5 mL mit H2O 
bidest.  

  frisch ansetzen  
  auf Eis lagern  
    
DHFR- Zelllysat 100 µL - 
Reaktionsansatz 4 M KCl 150 µL 2 M 
 2 mM NADPH 25 µL 0,16 mM 
 0,6 mM DHF 25 µL 0,05 mM 

 

Arabinose-Dehydrogenase Enzymassay in H. volcanii 

Die Arabinose-Dehydrogenase (AraDH) katalysiert die Oxidation von L-Arabinose zu 

L-Arabino-1,4-Lacton unter der Verwendung der Cofaktoren NAD+ und NADP+, 

wobei eine Präferenz des Cofaktors NADP+ gezeigt wurde (Johnsen et al. 2013). Die 

Reduktion von NADP+ zu NADPH kann bei 340 nm in einer Absorptionszunahme 

gemessen werden. Da die Hintergrundaktivität der genomischen AraDH in 

Abwesenheit von Arabinose vernachlässigbar ist, wurden keine ∆araDH Stämme 

sondern, ∆dhfr Stämme (siehe Tabelle 15) verwendet. Der Assay wurde an die 

Anwendung in einer Mikrotiterplatte angepasst um das parallele Testen von einigen 

Proben zur selben Zeit zu ermöglichen. Alle in dieser Arbeit untersuchten Konstrukte 

stehen unter der Kontrolle eines induzierbaren Promotors (ptnaA). 

Die Zellkultivierung, -ernte und der Aufschluss erfolgten wie bei dem DHFR 

Enzymassay beschrieben (s.o.). 

Während der Vorbereitung für den Enzymassay, wurde das MTP-Photometer für 

mindestens 30 Minuten auf 37°C vorgewärmt. Der Enzymassay wurde in einer MTP 

durchgeführt. Von den Zelllysaten wurden Verdünnungen von 1:5 und 1:10 

verwendet. Davon wurden 100 µL eingesetzt. Hinzu kamen 150 µL 3 M KCl, welches 

auf 40°C erwärmt wurde, und 25 µl Arabinose Lösung. Die Reaktion wurde gestartet 

durch die Zugabe von 25 µL NADP und die Messung sofort im MTP-Photometer 

begonnen. Diese lief für 20 Minuten bei einer OD von 340 nm und Messungen alle 

20 Sekunden. Für die Analyse der Volumenaktivität wurden Verdünnungen 

betrachtet, welche einen linearen Anstieg der Absorptionsänderung für mindestens 

180 Sekunden besaßen. Mit der Photometer Software wurde die Veränderung der 
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Extinktion pro Minute (∆E/min) berechnet. Der ∆E/min Wert der Negativkontrolle, 

wurde von allen ∆E/min Werten der gemessenen Proben abgezogen um die 

spezifische Veränderung von AraDH zu erhalten. Um die Volumenaktivität aus 

∆E/min zu berechnen, wurde die folgende Formel verwendet: 

                                   

U: Enzymaktivität (µmol*min-); 1 U = 16,67 nkat 

∆E/min: Extinktionsänderung bei 340 nm (min-1) 

ε: Extinktionskoeffizient von NADPH (6,220 mM-1*cm-1) 

d: Schichtdicke der Küvette [cm] (300 µL in einer 96-Well MTP:0,95 cm) 

D: Verdünnung der Probe 

Für alle Proben wurde die Proteinkonzentration bestimmt (3.2.2). Die spezifische 

Aktivität von AraDH ergab sich aus der Berechnung von der Volumenaktivität dividiert 

durch die Proteinkonzentration. Verwendete Puffer und Lösungen sind in Tabelle 53 

dargestellt. 

Tabelle 53 Puffer und Lösungen für den AraDH Enzym-Assay 

Name Substanz  Menge Endkonzentration 
Tris-KCl-Puffer Tris 12,1 g 0,2 M 
 KCl 111,8 g 3 M 

  
ad 500 mL mit H2O 
bidest.  

  pH 8.5  
    
NADP+ Lösung NADP+ 0,11 g 48 mM 

  
ad 3 mL mit H2O 
bidest.  

  frisch Ansatzen  
  auf Eis lagern  
    
Arabinose- Arabinose 1,8 g 240 mM 
Lösung 

 
ad 50 mL mit H2O 
bidest.  

    
AraDH- Zelllysat 100 µL - 
Reaktionsansatz Tris-KCl-Puffer 150 µL 0,1 M; 1,5 M 
 NADP+ Lösung 25 µL 4 mM 

 
Arabinose-
Lösung 

25 µL 20 mM 
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Glycerin-3-Phosphat-Dehydrogenase Enzymassay 

Der kürzlich für E. coli etablierte Enzymassay mit Glyerin-3-Phosphat 

Dehydrogenase (GlpD) als Reporter (Wegener et al. 2016), beruht auf der Oxidation 

von Glycerin-3-Phosphat (G3P) zu Dihydroxyacetonphosphat (DHAP). Diese 

Oxidation ist gekoppelt an die Reduktion des gelben Substrates Tetrazol-3-(4,5-

Dimethylthiaziol-2-yl)2,5-diphenyltetrazoliumbromid (MTT) zu einem blau-violettem 

Formazan, welche vermittelt wird durch den Elektronentransporter Phenazin-

Methansulfat (PMS). Diese Reaktion führt zu einer Zunahme der Absorption bei 

570 nm und wird gemessen, um die GlpD Aktivität zu quantifizieren. Um Hintergrund 

zu vermeiden wird der Assay in einem ∆glpD E. coli Stamm (JW3389, siehe Tabelle 

14) durchgeführt. Der Assay wurde an die Anwendung in einer Mikrotiterplatte 

angepasst um das parallele Testen von einigen Proben zur selben Zeit zur 

ermöglichen. Alle in dieser Arbeit untersuchten Konstrukte stehen unter einem 

induzierbaren Arabinose Promotor (pBAD). 

Zunächst wurden 50 mL Medium aus Über-Nacht-Kultur inokuliert, welche die 

gewünschten Stämme enthielten, auf eine Start OD600 von 0,05. Der pBAD Promotor 

wurde induziert mit 0,2% (w/v) Arabinose wenn eine OD600 von 0,6 erreicht wurde. 

Nach 30 Minuten Inkubation bei 37°C wurden die Kulturen geerntet durch eine 

Zentrifugation von jeweils 20 mL Kultur bei 4.000 rpm und 4°C für 10 Minuten. Für 

die Transkript-Quantifizierung wurden zusätzlich 8 mL der jeweiligen Kultur geerntet 

(4000 rpm, 4°C, 10 Minuten). Diese Pellets wurden bei -80°C gelagert bis zur gesamt 

RNA Isolierung (3.1.7). Die Pellets für den Enzymassay wurden in 1 mL GlpD 

Aufschlusspuffer resuspendiert und der Zellaufschluss erfolgte mittels Schütteln der 

Proben mit Glasbeads (0,5 mm Druchmesser; 500 mg/ Reaktionsgefäß) in einem 

FastPrepTM (MP Biomedicals) drei mal für 45 Sekunden bei einer Intensität von 6,5 

mit jeweils 20 Sekunden Pause auf Eis dazwischen. Zur Sedimentation der 

Glasbeads und Zelltrümmern wurden abschließend die Proben bei 13.000 rpm und 

4°C für 10 Minuten zentrifugiert. Der Überstand wurde dann in frische 

Reaktionsgefäße überführt und auf Eis gehalten. 

Während der Vorbereitung für den Enzymassay, wurde das MTP-Photometer für 

mindestens 30 Minuten auf 37°C vorgewärmt. Für jede Reaktion wurden 65 µL Probe 

in einer Verdünnung in ein Well der MTP pipettiert. Die verwendeten Verdünnungen 

für GlpD sind 1:10 und 1:100 und wurden jeweils in technischen Duplikaten 
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gemessen. Es wurden 160 µL des GlpD Reaktionspuffers (inklusive sn-G3P) zu den 

Proben gegeben und sofort die Messung im MTP-Photometer gestartet. Die 

Absorptionsänderung wurde über einen Zeitraum von 30 Minuten alle 20 Sekunden 

bei 570 nm gemessen. Für die Analyse der Volumenaktivität wurden Verdünnungen 

betrachtet, welche einen linearen Anstieg der Absorptionsänderung für mindestens 

180 Sekunden besaßen. Mit der Photometer Software wurde die Veränderung der 

Extinktion pro Minute (∆E/min) berechnet. Der ∆E/min Wert der Negativkontrolle, wird 

von allen ∆E/min Werten der gemessenen Proben abgezogen um die spezifische 

Veränderung von GlpD zu erhalten. Um die Volumenaktivität aus ∆E/min zu 

berechnen, wurde die folgende Formel verwendet: 

                                   

U: Enzymaktivität (µmol*min-); 1 U = 16,67 nkat 

∆E/min: Extinktionsänderung bei 570 nm (min-1) 

ε: Extinktionskoeffizient des Produkts Formazan (17 mM-1*cm-1) 

d: Schichtdicke der Küvette [cm] (300 µL in einer 96-Well MTP:0,95cm) 

D: Verdünnung der Probe 

Für alle Proben wurde die Proteinkonzentration bestimmt (3.2.2). Die spezifische 

Aktivität von GlpD ergab sich aus der Berechnung von der Volumenaktivität dividiert 

durch die Proteinkonzentration. Alle benötigte Puffer für den Assay sind in Tabelle 54 

dargestellt. 
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Tabelle 54 Puffer und Lösungen für den GlpD Enzymaktivitätstest 

Name Substanz  Menge Endkonzentration 
GlpD-
Aufschlusspuffer 500 mM Na2HPO4 10 mL 50 mM 
 5 M NaCl 10 mL 500 mM 
 4% (v/v) Triton-X-100 10 mL 0,4% (v/v) 

  
ad 100 mL mit 
H2O bidest.  

  pH 8  
    
GlpD-
Reaktionspuffer 11,25 mM MTT 1 mL 1,125 mM 
 56,3 mM PMS 1 mL 5,63 mM 
 1 M Tris-HCl pH 7.4 840 µL 84 mM 
 4% (v/v) Triton-X-100 1 mL 0,4% (v/v) 

  
ad 10 mL mit 
H2O bidest.  

  Zugabe von  
 Glycerin 3-Phosphat 1 mL 7,8 mg/mL 

 

beta-Glucoronidase Enzymassay in E. coli 

Die beta-Glucoronidase (GusA) ist ein gut etabliertes Reporterenzym für einige 

Spezies (Jefferson 1989). Für E. coli bietet es sich an, da es zum Bespiel eine 

bessere Transkriptstabilität besitzt als das bekannte und oft verwendete Reportergen 

beta-Galaktosidase (lacZ) (Wegener et al. 2016). Die Aktivität von GusA kann 

bestimmt werden über den Einsatz von künstlichem para-Nitrophenyl-ß-D-Glucoronid 

(pNPG). pNPG wird konvertiert zu Glucuronsäure und para-Nitrophenol (pNP), 

welches photometrisch bei 405 nm gemessen werden kann. Um Hintergrundsignale 

zu vermeiden wird ein ΔgusA E. coli Stamm (JW3389, siehe Tabelle 14) verwendet. 

Der Assay wurde an die Anwendung in einer Mikrotiterplatte angepasst um das 

parallele Testen von einigen Proben zur selben Zeit zur ermöglichen. Alle in dieser 

Arbeit untersuchten Konstrukte stehen unter einem induzierbaren Arabinose 

Promotor (pBAD). 

Die Anzucht und Ernte der Zellen unterscheidet sich nicht von der für das 

Reporterenzym GlpD (s.o.) mit der Ausnahme, dass hier ein GusA Aufschlusspuffer 

auf die Zellpellets gegeben wurde für die Lyse der Zellen. 
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Für die Messung am MTP Photometer wurde dieses mindestens 30 Minuten vorher 

auf 37°C erwärmt. Alle Proben wurden in den Verdünnungen 1:2 und 1:10 

eingesetzt. Dafür wurden 120 µL der entsprechenden Verdünnung in Wells der MTP 

pipettiert in technischen Duplikaten. Jeweils 150 µL 2x ß-Glucuronidase Puffer und 

30 µL pNPG wurden hinzugegeben und sofort mit der Messung begonnen. Die 

Änderung der Absorption erfolgte bei 405 nm für 30 Minuten mit Messungen alle 

20 Sekunden. Für die Analyse der Volumenaktivität wurden Verdünnungen 

betrachtet, welche einen linearen Anstieg der Absorptionsänderung für mindestens 

180 Sekunden besaßen. Mit der Photometer Software wurde die Veränderung der 

Extinktion pro Minute (∆E/min) berechnet. Der Wert ∆E/min der Negativkontrolle, wird 

von allen ∆E/min Werten der gemessenen Proben abgezogen um die spezifische 

Veränderung von GusA zu erhalten. Um die Volumenaktivität aus ∆E/min zu 

berechnen, wurde die folgende Formel verwendet: 

                                   

U: Enzymaktivität (µmol*min-); 1 U = 16,67 nkat 

∆E/min: Extinktionsänderung bei 405 nm (min-1) 

ε: Extinktionskoeffizient des Produkts Formazan (18,1 mM-1*cm-1) 

d: Schichtdicke der Küvette [cm] (300 µL in einer 96-Well MTP:0,95 cm) 

D: Verdünnung der Probe 

Für alle Proben wurde die Proteinkonzentration bestimmt (3.2.2). Die spezifische 

Aktivität von GusA ergab sich aus der Berechnung von der Volumenaktivität dividiert 

durch die Proteinkonzentration. Für den Enzymassay verwendete Puffer und 

Lösungen sind in Tabelle 55 aufgelistet. 

  



Material und Methoden 
 

76 
 

Tabelle 55 Puffer und Lösungen für den GusA Enzymaktivitätstest 

Name Substanz  Menge Endkonzentration 
Natriumphosphat- 1 M Na2HPO4 28,85 mL 0,05 M 
Puffer 1 M NaH2PO4 21,15 mL 0,05 M 

  
ad 1 L mit 
H2O bidest.  

  pH 7  
    

-Glucuronidase- 1 M Natrium- 100 mL 10 mM 
Aufschlusspuffer phosphat-Puffer   
 0,1 M KCl 100 mL 10 mM 
 10 mM MgSO4 100 mL 1 mM 
    

-Glucuronidase- 1 M Natrium- 996,6 mL 100 mM 
Puffer phosphat-Puffer   
 -Mercaptoethanol 1395 µL 20 mM 
 Triton-X-100 2 mL 0,2% (v/v) 

  
ad 1 L mit 
H2O bidest.  

    
pNPG pNPG 24 mg 8 mg/mL 
  ad 3 mL mit   
  0,1 M Tris-HCl  

  
frisch 
ansetzen  

 

3.2.2. Gesamt Proteinbestimmung mittels Bicinchoinsäure 

Für die Bestimmung der gesamten Proteinmenge wurde das PIERCETM BCA 

(Bicinchoninsäure) Protein Assay Kit verwendet. Es wurden 20 µL der Proben, in den 

vom Hersteller angegebenen Verdünnungen (1:10 und 1:100), sowie eine 

Standardreihe (0 mg/mL-2 mg/mL) von Bovine Serum Albumin (BSA) in eine MTP 

pipettiert und mit 200 µL der im Kit enthaltenen Lösungen A und B (im Verhältnis 

50:1) für mindestens 40 Minuten bei 37°C Inkubiert. Die Colormetrische Biuret-

Reaktion führte zu einer blau-violetten Farbe welche photometrisch quantifiziert 

werden konnte bei 562 nm. Mittels der BSA-Standardkurve wurden die 

Proteinkonzentrationen der Proben in mg/mL berechnet.
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IV. Ergebnisse 

1. Termination-Reinitiation in Haloferax volcanii 

In einer Studie von 2014 (Kramer et al. 2014) stellte sich heraus, dass für H. volcanii 

Shine-Dalgarno Sequenzen in 5’-UTRs von Genen keinerlei Verwendung für die 

Translations-Initiation besitzen. Es wurde jedoch im Zuge der bioinformatischen 

Analyse des Genoms von H. volcanii festgestellt, dass ein Großteil der Gene in 

Genpaaren vorliegt und in diesen intragene SD Sequenzen gefunden werden können 

(siehe Abbildung 2). Die Hypothese, dass hier eine gekoppelte Translation der Gene 

stattfindet, liegt nahe. Für die Analyse einer Translationskopplung wurden für 

H. volcanii insgesamt 9 Genpaare ausgesucht, welche nativ entweder einen Start-, 

Stop-Codon Überlapp von vier Nukleotiden (ATGA) besitzen, keinen Abstand 

zwischen Start- und Stop-Codon oder ein Nukleotid Abstand dazwischen (ATGTGA 

und ATGxTGA) besitzen. Da 792 Genpaare mit weniger als zehn Nukleotiden 

intergenem Abstand in H. volcanii gefunden wurden, ist ebenfalls ein Genpaar mit 

zehn Nukleotiden Abstand zwischen TGA und ATG ausgewählt worden (flgA1/flgA2). 

Die Paare mit dem am häufigsten vorkommenden Überlapp von vier Nukleotiden 

codieren für zwei Untereinheiten des Urease Enzyms (ureB/ureC), ein Aminosäuren-

Bindeprotein/ Homoserin Dehydrogenase (aa.-bin. Prot./hom1) und für zwei Paare 

von ribosomalen Proteinen (rpl30/rpl15 und rpl5/rps15). Alle besitzen eine intragene 

Shine-Dalgarno (iSD) Sequenz im passenden Abstand zum Start-Codon des 

stromabwärts-liegenden Gens. In Tabelle 56 sind die nativen Sequenz-Abschnitte mit 

Start- (Blau) und Stop-Codon (fett gedruckt), iSD Sequenz (unterstrichen) und die 

passende Sequenz davon (Rot) zur Consensus Sequenz (GGAGGTGA) sowie die 

Genbezeichnungen und HVO-Nummern aufgeführt. 
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Tabelle 56 Sequenzen der untersuchten überlappenden Genpaare in H. volcanii. Die ausgewählten 
Genpaare sind mit ihren HVO-Nummern, Bezeichnungen und Sequenzen im Bereich des Überlapps dargestellt. 
Unterstrichen zeigt jeweils die Position der intragenen SD Sequenz, Rot die Basen welche mit der 16S rRNA 
wechselwirken können, Fett ist das Stop-Codon des stromaufwärts-liegenden Gens und Blau das Start-Codon 
des stromabwärts-liegenden Gens. 

 

Für die Analyse der Translationskopplung wurden zunächst die Genpaare mit dem 

stromabwärts-liegenden Gen (y) in einem Vektor an das dhfr Reportergen fusioniert 

(Schematische Darstellung in Abbildung 5a). Die Dihyrofolat-Reduktase ist für 

H. volcanii ein gut etabliertes Reportergensystem (Brenneis and Soppa 2009; Kramer 

et al. 2014). Für jedes Genpaar wurden zwei Versionen konstruiert, welche sich 

durch das Vorhandensein eines prämaturen Stop-Codon im vorderen Teil von Gen x 

unterscheiden. Ohne Stop-Codon kann an diesem Konstrukt die Translation 

ablaufen, wie es nativ an diesem Genpaar in vivo abläuft. Das prämature Stop-

Codon jedoch terminiert die Translation der am 5'-Ende initiierenden Ribosomen. In 

diesen Konstrukten kann nur im Falle einer de novo-Initiation am Start-Codon des 

stromabwärts-liegenden Gens eine Translation des Reportergens dhfr stattfinden. 

Die Konstrukte ohne oder mit (-/+) Stop-Codon ermöglichen also eine 

Unterscheidung zwischen einer Translation, welche am 5`-Ende der mRNA beginnt 

und über die komplette mRNA hinweg stattfindet oder einer Translation, welche an 

beiden Startcodons der bicistronischen mRNA initiieren kann. Für die Berechnung 

einer Translationseffizienz wird zusätzlich zur Quantifizierung der Enzymaktivität das 

Transkriptlevel mittels Northern-Blot Analyse bestimmt. Die Ergebnisse für die DHFR 

Enzymaktivität sind in Anhang 2a und für die dhfr Transkriptlevel in Anhang 2b 

dargestellt. Die Enzymaktivität pro Transkript ermöglicht die Berechnung der 

Translationseffizienz. Für alle fünf Genpaare (Abbildung 5b) konnte gezeigt werden, 

dass eine Translationseffizienz für die native Sequenz besteht und im Falle des 

eingebrachten Stop-Codons keine Translation des stromabwärts-liegenden Gens 

mehr stattfindet. Für diese Genpaare kann also eine Translationskopplung mittels 



Ergebnisse 
 

79 
 

Termination-Reinitiation gezeigt werden, da stromabwärts-liegende Gene nur 

translatiert werden, wenn das translatierende Ribosom den Überlapp erreicht. Um die 

benötigte Sequenz für diesen Mechanismus eingrenzen zu können, wurden 

anschließend die stromaufwärts-liegenden Gene, von vier nativ überlappenden 

Genen, mit dem Reportergen dhfr fusioniert, sodass ein ATGA zwischen Gen x und 

dhfr entsteht (Schematische Darstellung in Abbildung 5c). Die Translationseffizienzen 

der ohne oder mit (-/+) prämatures Stop-Codon Varianten zeigen das gleiche 

Ergebnis (Abbildung 5d) wie die Varianten welche mit Gen y an den Reporter 

fusioniert sind. Für die Varianten mit vorzeitigem Stop-Codon kann keine 

Translationseffizienz mehr gezeigt werden, verglichen mit den Varianten der nativen 

Sequenz. Auch hier findet eine gekoppelte Translation mittels Termination-

Reinitiation statt. Gen y ist dabei nicht ausschlaggebend für diesen Mechanismus, da 

auch ohne die Sequenz die Kopplung weiterhin besteht. Die benötigte Sequenz 

muss sich also stromaufwärts vom Überlapp in Gen x befinden. 
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Abbildung 5 Termination-Reinitiation in H. volcanii. a. Schematische Darstellung der analysierten Konstrukte 
ohne und mit prämaturem Stop-Codon. In Magenta ist Gen x und in Blau Gen y dargestellt mit der Fusion an das 
Reportergen dhfr (Grün). In Gelb ist jeweils die Position der intragenen SD Sequenz gezeigt. b. Durchschnittliche 
Translationseffizienzen von jeweils drei biologischen Replikaten mit der Standardabweichung von Konstrukten -/+ 
prämatures Stop-Codon, jeweils normiert auf die durchschnittliche Translationseffizienz des Konstrukts ohne 
Stop. c. Schematische Darstellung der analysierten Konstrukte ohne und mit prämaturem Stop-Codon für die 
künstlichen Überlappe mit dhfr. In Magenta ist Gen x dargestellt mit dem Überlapp an das Reportergen dhfr 
(Grün). In Gelb ist jeweils die Position der intragenen SD Sequenz gezeigt. d. Durchschnittliche 
Translationseffizienzen von jeweils drei biologischen Replikaten mit der Standardabweichung von Konstrukten -/+ 
prämatures Stop-Codon, jeweils normiert auf die durchschnittliche Translationseffizienz des Konstrukts ohne 
Stop. 

2. Intragene Shine-Dalgarno Sequenzen in Haloferax volcanii 

Da Sequenzen der stromabwärts-liegenden Gene (y) keinen Einfluss auf die 

Translationskopplung in H. volcanii gezeigt haben (Abbildung 5d), wurde die Analyse 

im stromaufwärts-liegenden Gen detaillierter durchgeführt. Da in H. volcanii 

nachweislich keine SD Sequenzen in 5‘-UTRs verwendet werden, legt das 

Vorhandensein von SD Motiven innerhalb überlappender Gene (Kramer et al. 2014) 

die Fragestellung nahe, ob iSD Sequenzen an der Translationskopplung beteiligt 

sind. Für eukaryontische Viren ist bekannt, dass sogenannte TURBS (Termination-

upstream-ribosomal-binding-sites) die kleine Untereinheit der Ribosomen an die 

bicistronische mRNA binden, wenn die Translation des ersten Gens terminiert und 

die große ribosomale Untereinheit dissoziiert. Die Reinitiation wird ermöglicht, sobald 

wieder eine 60S Untereinheit rekrutiert wird (Powell 2010; Powell et al. 2011; 
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Napthine et al. 2009). Eine ähnliche Funktion ist für iSD Sequenzen vorstellbar, da 

auch diese in der Lage sind mit der kleinen ribosomalen Untereinheit zu 

wechselwirken und diese dadurch eventuell lang genug an der mRNA halten können, 

um eine Reinitiation zu ermöglichen. Um die Bedeutung der iSD Sequenzen in 

H. volcanii zu untersuchen, wurden die überlappenden Genpaare einer site directed 

mutagenesis unterzogen, welche die iSD Motive zu Basen austauscht, die nicht mit 

der anti-SD Sequenz der 16S rRNA wechselwirken können. Hierbei wurde darauf 

geachtet, die Aminosäure-Sequenz so wenig wie möglich zu verändern. In Abbildung 

6a ist schematisch dargestellt wie 5 Genpaare (x/y), fusioniert an dhfr mit Gen y, sich 

durch das Vorhandensein einer iSD Sequenz (Gelb bzw. Gelb durchgestrichen) 

unterscheiden. Für alle konstruierten Versionen wurden die DHFR Enzymaktivität 

(siehe Anhang 3a) sowie die Transkriptlevel mittels einer dhfr Sonde quantifiziert 

(siehe Anhang 3b). Aus der Division dieser beiden Werte konnte eine 

Translationseffizienz berechnet werden. Diese unterscheidet sich für die analysierten 

Konstrukte folgendermaßen (Abbildung 6b): Für die Urease Untereinheiten 

(ureB/ureC) nimmt die Translationseffizienz ohne iSD Sequenz um 50% ab. Für das 

Genpaar der Aminosäure-Bindeprotein/Homoserin Dehydrogenase ist ebenfalls eine 

Abnahme von diesmal 60% nach Austauschen der iSD Sequenz zu sehen. Die 

ribosomalen Proteine rpl30/rpl15 zeigen eine Zunahme der Translationseffizienz von 

70%, während die ribosomalen Proteine rpl5/rps15 eine Abnahme von 20% zeigen. 

Auch in diesem Ansatz wurden nativ überlappende Genpaare nur mit Gen x an das 

Reportergen dhfr fusioniert, sodass ein ATGA Überlapp entsteht (schematisch 

gezeigt in Abbildung 6c). Hier sind für die Translationseffizienzen auch 

unterschiedliche Ergebnisse zu sehen, jedoch nur Abnahmen der 

Translationseffizienz von 70% bei glnP, 20% für cna und 80% für HVO_0685. Für 

alle untersuchten Konstrukte ist ein Effekt sichtbar, wenn die iSD Sequenz nicht mehr 

der consensus Shine-Dalgarno Sequenz entspricht. Dieser Effekt ist jedoch 

unterschiedlich bei den verschiedenen Genpaaren. Eine Funktion der iSD ist zu 

sehen, wenn auch gezeigt werden konnte, dass dieser Sequenzabschnitt nicht 

essenziell für den Mechanismus der Termination-Reinitiation in H. volcanii ist. 
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Abbildung 6 Intragene SD Sequenzen in H. volcanii. a. Schematische Darstellung der analysierten Konstrukte 
mit und ohne iSD Motiv. In Magenta ist Gen x und in Blau Gen y dargestellt mit der Fusion an das Reportergen 
dhfr (Grün). In Gelb ist jeweils die Position der iSD Sequenz gezeigt. b. Durchschnittliche Translationseffizienzen 
von jeweils drei biologischen Replikaten mit der Standardabweichung von Konstrukten +/- iSD, jeweils normiert 
auf die durchschnittliche Translationseffizienz des Konstrukts mit iSD. c. Schematische Darstellung der 
analysierten Konstrukte mit und ohne iSD Motiv für die künstlichen Überlappe mit dhfr. In Magenta ist Gen x 
dargestellt mit dem Überlapp an das Reportergen dhfr (Grün). In Gelb ist jeweils die Position der iSD Sequenz 
gezeigt. d. Durchschnittliche Translationseffizienzen von jeweils drei biologischen Replikaten mit der 
Standardabweichung von Konstrukten +/- iSD, jeweils normiert auf die durchschnittliche Translationseffizienz des 
Konstrukts mit iSD. 
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3. Termination-Reinitiation in Escherichia coli 

Um den Mechanismus auch in der zweiten prokaryotischen Domäne zu analysieren, 

wurde ein Ansatz in E. coli gewählt. Für Bakterien ist die gekoppelte Translation ein 

weit untersuchter Mechanismus. Bisher wurden dafür jedoch eukaryontische 

(Spanjaard and van Duin 1989) oder virale (Inokuchi et al. 2000; Yoo and 

RajBhandary 2008; Adhin and van Duin 1990) Gene untersucht und dabei das 

Transkriptlevel meist außer Acht gelassen. Letzteres spielt jedoch nachweislich eine 

bedeutende Rolle (Wegener et al. 2016). Neu an diesem Ansatz ist, dass sowohl die 

Enzymaktivität als auch die Transkriptlevel an nativen E. coli Genpaaren betrachtet 

wurden, welche mit einem Start-, Stop-Codon (ATGA) überlappen. 

Für E. coli wurden dafür 5 solcher nativ überlappender Genpaare mit einem Überlapp 

von vier Nukleotiden (ATGA) ausgewählt, welche im passenden Abstand zum Start-

Codon des stromabwärts-liegenden Gens ein Shine-Dalgarno Motiv besitzen. Die 

ausgewählten Paare kodieren für zwei Untereinheiten einer Hydrogenase (hyfH/hyfI), 

zwei Untereinheiten einer Dehydrogenase (astD/astB), zwei Untereinheiten einer 

Biotin Synthetase (bioB/bioF), zwei hypothetische Proteine (ydbH/ynbE) und zwei 

Untereinheiten eines Menachinon Biosynthese Enzyms (menD/menH). In Tabelle 57 

sind die Gen-Namen, Sequenzen im Bereich des Überlapps und b-Nummern dieser 

aufgeführt. Für die Sequenzen ist jeweils in Blau das Start-Codon von Gen x, in Fett 

das Stop-Codon von Gen y und unterstrichen die Position der iSD Sequenz gezeigt, 

wobei in Rot die Basen gezeigt sind, welche mit der Consensus Shine-Dalgarno 

Sequenz von Bacteria (TAAGGAGG) übereinstimmen. 

Tabelle 57 Überlappende Genpaare und deren Sequenzen in E. coli. Die analysierten Genpaare für E. coli mit 
Ihren b-Nummern, Bezeichnungen sowie Sequenzabschnitte im Bereich des Überlapps. Unterstrichen ist jeweils 
die Position der SD Sequenz, Rot der Abschnitt welcher in der Lage ist mit der aSD auf der 16S rRNA zu 
wechselwirken, Fett gedruckt ist das Stop-Codon des stromaufwärts-liegenden Gens und Blau das Startcodon 
des stromabwärts-liegden Gens. 

 

Für die Analyse in E. coli wurden ebenfalls Versionen konstruiert, welche die native 

Sequenz eines Überlapps enthalten bzw. eine Version mit einem prämaturen Stop-

Codon. Die überlappenden Gene wurden hier in ein Doppelreportergen-System 
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kloniert. Gen x besitzt somit eine Translations-Fusion an den Reporter Glycerin-3-

Phosphat Dehydrogenase (glpD) und Gen y an den ß-Glucuronidase (gusA) 

Reporter (Schematische Darstellung in Abbildung 7a). Da für die kompletten Gene x 

und y keine stabilen Transkripte nachgewiesen werden konnten, wurden diese in 

Vorarbeiten verkürzt, bis stabile mRNA nachgewiesen werden konnte. Von Gen x 

sind 99 Nukleotide an den ersten Reporter (glpD) fusioniert und von Gen y 30 

Nukleotide, fusioniert an den zweiten Reporter (gusA) (Vogtmann 2015). Das 

Doppelreporterkonstrukt ermöglicht sowohl für die Translation von Gen x als auch für 

die Translation von Gen y Translationseffizienzen zu erfassen. Als prämatures Stop-

Codon ist hier das native Stop-Codon von glpD genutzt worden. Für die Berechnung 

der Translationseffizienzen wurden jeweils die Enzymaktivitäten der Reportergene 

gemessen (siehe Anhang 4a für GlpD und b für GusA) sowie die Transkriptlevel des 

bicistronischen Transkripts sowohl mit einer Sonde gegen glpD (Anhang 4c) und 

einer Sonde gegen gusA (siehe Anhang 4d) quantifiziert. Während für den 

stromaufwärts-liegenden Reporter glpD für alle + Stop-Codon Konstrukte der fünf 

Genpaare eine Translationseffizienz gezeigt werden kann, welche mindestens so 

hoch ist wie die Translationseffizienz ohne (–) Stop-Codon, so ist für das Genpaar 

hyfH/hyfI deutlich zu sehen, dass die Translationseffizienz mehr als vierfach so hoch 

ist, wenn ein prämatures Stop-Codon eingebracht wurde. Hier ist es möglich das 

HyfH am C-Terminalen Ende von GlpD die Aktivität inhibiert. Für das stromabwärts-

liegende Reportergen gusA ist zu sehen, dass in drei von fünf Fällen ein prämatures 

Stop-Codon dazu führt, dass keine Translation mehr stattfindet. hyfH/hyfI, astD/astB 

und ydbH/ynbE besitzen demnach eine starke gekoppelte Translation. Für das 

Genpaar menD/menH verringert sich die Translationseffizienz mit einem vorzeitigen 

Stop-Codon um 60%, somit sind 40% der Translation mittels de novo-Initiation an 

diesem Genpaar möglich. Für bioB/bioF konnte keine gekoppelte Translation 

nachgewiesen werden, das könnte an der sehr schwachen iSD Sequenz liegen 

(Tabelle 57). Sowohl ohne als auch mit prämaturem Stop-Codon ist die 

Translationseffizienz des stromabwärts-liegenden Reporters identisch (Abbildung 

7c). 
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Abbildung 7 Termination-Reinitiation in E. coli. a. Schematische Darstellung der Doppelrepotergenkonstrukte 
ohne und mit prämaturem Stop-Codon (-/+). In Magenta ist Gen x mit der Fusion an das Reportergen glpD (Lila) 
dargestellt und in Blau Gen y mit der Fusion an das Reportergen gusA (Grün). In Gelb ist jeweils die Position der 
intragenen SD Sequenz gezeigt. b. Durchschnittliche Translationseffizienzen des glpD Reportergens. Dargestellt 
sind jeweils die Mittelwerte von drei biologischen Replikaten mit der Standardabweichung von Konstrukten -/+ 
prämatures Stop-Codon, jeweils normiert auf die durchschnittliche Translationseffizienz des Konstrukts ohne 
Stop. c. Durchschnittliche Translationseffizienzen des gusA Reportergens. Dargestellt sind jeweils die Mittelwerte 
von drei biologischen Replikaten mit der Standardabweichung von Konstrukten -/+ prämatures Stop-Codon, 
jeweils normiert auf die durchschnittliche Translationseffizienz des Konstrukts ohne Stop-Codon. 

4. Intragene Shine-Dalgarno Sequenzen in Eschericha coli 

Für E. coli ist der Mechanismus der Translations-Initiation mittels SD-Sequenzen ein 

gut untersuchter Mechanismus. Auch für überlappende Genpaare in E. coli sind 

Shine-Dalgarno Motive innerhalb der stromaufwärts-liegenden Gene gefunden 

worden, welche mit einem passenden Abstand zum nächsten Start-Codon vorliegen. 

Die Funktion an dieser Position ist bisher noch unklar. Die für diese Arbeit 

ausgewählten fünf Genpaare von E. coli besitzen alle im richtigen Abstand 

unterschiedlich starke iSD Sequenzen (siehe Tabelle 57). Zur Untersuchung, wie 

sich die Motive auf die Kopplung der Translation auswirken, wurden die Sequenzen 

durch site directed mutagenesis zu Basen verändert, welche nicht in der Lage sind 

mit der anti-SD Sequenz der 16S rRNA zu wechselwirken. In Abbildung 8a ist 

schematisch dargestellt, wie sich die analysierten Konstrukte unterscheiden. In 

beiden Fällen ist das überlappende Genpaar mit den letzten 99 Nukleotiden von Gen 

x an den Reporter glpD, sowie mit den 30 ersten Nukleotiden von Gen y an gusA 
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fusioniert. Die iSD Sequenz (gezeigt in Gelb) ist in der "–" Version (gezeigt in Gelb 

durchgestrichen) zu einer nicht Consensus-Sequenz mutiert. Auch hier wurde für alle 

generierten Varianten die Enzymaktivität der fusionierten Reporter gemessen (siehe 

Anhang 5a für GlpD und b für GusA) sowie die Transkriptlevel der bicistronischen 

mRNA mittels Sonden gegen beide fusionierten Reporter im Northern-Blot 

quantifiziert (siehe Anhang 5c für glpD und d für gusA). Für alle Transkriptlevel sind 

vergleichbar hohe Werte quantifiziert worden. Eine Ausnahme ist das Genpaar 

menD/menH, hier zeigt sich, dass nach der Mutagenese der iSD Sequenz der Wert 

mehr als zweifach erhöht wird. Das ist ein deutlicher Beweis dafür, wie die Stabilität 

der mRNA schon nach den kleinsten Veränderungen beeinflusst wird und wie wichtig 

es ist, das Transkriptlevel für die Analyse einer Translation mit einzubeziehen. 

Abbildung 8b zeigt die berechneten Translationseffizienzen aller Konstrukte für den 

stromaufwärts-liegenden Reporter glpD. Die Werte sind jeweils auf die Konstrukte mit 

nativer Sequenz normalisiert. Es sind nicht signifikante Unterschiede zu erkennen, 

außer für hyfH/hyfI. Die Translationseffizienz nimmt hier durch die Mutation für den 

Reporter glpD um 60% ab. Für den stromabwärts-liegenden Reporter gusA sind die 

Translationseffizienzen in Abbildung 8c dargestellt. Mit der jeweils mutieren SD 

Sequenz ist eine verringerte Translationseffizienz um 70% für hyfH/hyfI, 90% für 

astD/astB, 98% für ydbH/ynbE und 65% für menD/menH zu sehen. Nur das Genpaar 

bioB/bioF ist eine Ausnahme und nach der Veränderung der SD Sequenz ist keine 

Veränderung der Translationseffizienz zu sehen. Wie bereits oben erwähnt, besitzt 

bioB/bioF eine sehr schwache iSD. Sollte diese nicht als eine solche wirken können 

ist der Austausch der Basen nicht relevant und das erzielte Ergebnis nicht 

verwunderlich. 
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Abbildung 8 Intragene SD Sequenzen in E. coli. a. Schematische Darstellung der Doppelrepotergenkonstrukte 
mit (gelber Balken) und ohne (durchgestrichener gelber Balken) SD Sequenz. In Magenta ist Gen x mit der 
Fusion an das Reportergen glpD (Lila) dargestellt und in Blau Gen y mit der Fusion an das Reportergen gusA 
(Grün). b. Durchschnittliche Translationseffizienzen des glpD Reportergens. Dargestellt sind jeweils die 
Mittelwerte von drei biologischen Replikaten mit der Standardabweichung von Konstrukten +/-SD-Sequenz, 
jeweils normiert auf die durchschnittliche Translationseffizienz des Konstrukts mit SD Sequenz. 
c. Durchschnittliche Translationseffizienzen des gusA Reportergens. Dargestellt sind jeweils die Mittelwerte von 
drei biologischen Replikaten mit der Standardabweichung von Konstrukten +/-SD-Sequenz, jeweils normiert auf 
die durchschnittliche Translationseffizienz des Konstrukts mit SD Sequenz 

 

5. Bioinformatische Analyse von 720 prokaryotischen Genomen 

Die von Shine und Dalgarno ursprünglich entdeckte und nach Ihnen benannte Shine-

Dalgarno Sequenz (Shine and Dalgarno 1973), befindet sich in prokaryotischer 

mRNA in der 5'-UTR im optimalem Abstand von 5 Nukleotiden (Chen et al. 1994) 

zum Start-Codon des Transkriptes und kann zur Initiation der Translation mit dem 3'-

Ende der 16S rRNA wechselwirken. Während der Shine-Dalgarno Mechanismus in 

Bacteria für die Translations-Initiation ein gut untersuchter und detailliert 

beschriebener Prozess ist (Napthine et al. 2009; Powell 2010; Powell et al. 2011) 

kann für Archaea nur bedingt angenommen werden, dass dieser Mechanismus 

ebenfalls genutzt wird, da nur wenige Transkripte eine 5'-UTR besitzen. Ein Beispiel 

hierfür ist H. volcanii bei welchem 72% der Transkripte leaderless sind (Babski et al. 

2016). Aufgrund der Feststellung (Kramer et al. 2014), dass für den 
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Modellorganismus H. volcanii in der 5'-UTR einer mRNA die SD Sequenz keine Rolle 

spielt, wurde eine bioinformatische Analyse von 720 annotierten Genomen aus 

Bacteria und Archaea von der Arbeitsgruppe von Eugene Koonin aus dem NIH in 

Bethesda, USA durchgeführt. Dabei wurden unterschiedliche Faktoren analysiert, 

welche das Vorhandensein sowie die Stärke der SD Motive an unterschiedlichen 

Stellen betreffen. Die Ergebnisse sind in den folgenden Abbildungen (Abbildung 9 

und Abbildung 10) dargestellt. Die 720 Genome wurden zu vereinfachten Darstellung 

in 24 Gruppen zusammengefasst. 

In Abbildung 9 sind die Ergebnisse für die Analyse von Shine-Dalgarno Sequenzen 

gezeigt. Unterschieden wird zum einen in überlappende Genpaare, an welchen eine 

Translationskopplung möglich ist. Sowie in 5'-UTRs von Genen, welche mindestens 

200 Nukleotide Abstand zum nächsten Gen stromaufwärts besitzen (als leading 

Gene bezeichnet) und somit eine de novo-Initiation notwendig ist. Die jeweilige 

Anzahl von überlappenden Genpaaren welche eine SD Sequenz besitzen, ist in 

Abschnitt a zu sehen. Es ist zu erkennen, dass für alle untersuchten Genome 

überlappende Genpaare gefunden wurden, welche eine SD Sequenz besitzen. 20 

der 24 Gruppen besitzen mindestens 50% oder mehr und zehn Gruppen sogar über 

70% von Genpaaren mit SD-Sequenz. An überlappenden Genpaaren in Archaea und 

Bacteria ist also eine iSD Sequenz meist vorhanden, was die Notwendigkeit dieser 

Consensus Sequenz in Genpaaren unterstützt. Besonders für die in dieser Arbeit 

untersuchen Organismen H. volcanii, welches den Haloarchaea zugeordnet wird 

(siehe Abbildung 9a, orangener Pfeil), und E. coli, welches zu den -Proteobacteria 

gezählt wird (siehe Abbildung 9a, grüner Pfeil), sind jeweils Anteile von 72% bzw. 

55% gezeigt. Für beide Organismen ist bekannt, dass mehr als die Hälfte der Gene 

in Genpaaren auf bi- oder polycistronischer mRNA vorliegen (Pallejà et al. 2009). 

Diese bioinformatische Analyse zeigt, dass zusätzlich für beide Organismen jeweils 

eine große Anzahl an intragenen SD Sequenzen gefunden werden. In Abbildung 9b 

sind die Anteile der Gruppen gezeigt, welche eine leading Sequenz, also eine 5'-UTR 

besitzen, in welcher eine SD Sequenz vorkommt. Hier ist die Varianz innerhalb der 

24 Gruppen sehr groß. Nur vier Gruppen haben einen Mittelwert von 70% oder höher 

(Firmicutes, Fusobacteria, Synergistetes und Thermotogae). Bei der Translations-

Initiation sind SD Sequenzen hier also typischerweise involviert. Für die beiden in 

dieser Arbeit untersuchten Organismen bzw. ihre Gruppen zeigen sich Werte von 

20% (Haloarchaea, Abbildung 9b orangener Pfeil) und 39% ( -Proteobacteria, 
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Abbildung 9b grüner Pfeil). Im Durschnitt lässt sich sagen, dass die Anteile der SD 

Sequenzen in überlappenden Genpaaren höher ist als bei denen in einer 5'-UTR. 

Das wird in Abbildung 9c nochmals verbildlicht, hier sind die Quotienten der 

Abschnitte a und b für die jeweiligen Gruppen gezeigt. Die rote Linie ist auf der Höhe 

von 1 eingezeichnet und abgesehen von zwei Gruppen liegen alle mindestens auf 1 

oder höher. Der Quotient für die Gruppe der Haloarchaea liegt bei 3,4, (siehe 

Abbildung 9b orangener Pfeil) was damit einhergeht, dass diese Gruppe kaum 

Transkripte mit 5'-UTRs besitzt. Da hier sehr viele SD Sequenzen innerhalb der 

überlappenden Genpaare gezeigt werden können, stellt sich die Frage der Funktion.  
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Abbildung 9 Bioinformatische Analyse von 720 annotierten prokaryotischen Genomen auf SD Sequenzen. 
Die 720 annotierten Genome zusammengefasst in 24 Gruppen zeigen in a. die Anteile der überlappenden 
Genpaare mit SD Sequenz und der jeweiligen Standardabweichung in einer Gruppe. b. zeigt die Anteile der 
Gruppen, welche eine 5'-UTR besitzen und darin enthalten eine SD Sequenz. c. Zeigt den Quotienten der Werte 
aus a und b. In Allen Abschnitten ist die Gruppe der Haloarchaeota mit einem orangenen Pfeil und die der -
Proteobacteria mit einem grünen Pfeil gekennzeichnet (Huber et al. 2019). 
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Um eine konkretere Aussage über die Position und Verwendung von SD Sequenzen 

machen zu können, wurden die gleichen 720 annotierten Genome auf starke SD 

Sequenzen untersucht (Abbildung 10). Als eine starke SD Sequenz ist hier eine 

Sequenz angegeben, welche mindestens eine Bindungsenergie ΔG von -8,3 kJ/mol 

zur komplementären Sequenz in der 16S rRNA am 3'-Ende besitzt. Abschnitt a in 

Abbildung 10 zeigt den Anteil der Gene vom jeweiligen Genom, welche in 

überlappenden Genpaaren vorliegen und darin eine starke SD Sequenz besitzen. 

Die Gruppe der Haloarchaea hat 24% (siehe Abbildung 10a, orangener Pfeil) 

während -Proteobacteria 8% (siehe Abbildung 10a, grüber Pfeil) starke SD 

Sequenzen besitzen. In Abschnitt b sind die Fraktionen der starken SD Sequenzen in 

5'-UTRs zu sehen. Auch hier ist eine große Varianz vorhanden, obwohl direkt auffällt, 

dass der Durchschnitt deutlich unter zehn liegt. Haloarchaea besitzen hier einen 

Anteil von 2 % (siehe Abbildung 10b, orangener Pfeil) während -Proteobacteria 5% 

(siehe Abbildung 10b, grüner Pfeil) besitzen. Abschnitt c zeigt auch hier den 

Quotienten der Diagramme a und b und es ist erkennbar, dass für 6 Gruppen der 

Quotient ≥1 ist, jedoch in 12 Gruppen größer als 2 und somit in überlappenden 

Genpaaren häufiger eine starke SD Sequenz gefunden werden kann als das in 5’-

UTRs von Transkripten der Fall ist. Die bioinformatschen Ergebnisse bestärken die 

Vermutung, dass SD Sequenzen nicht nur für die Translations-Initiation verwendet 

werden, sondern auch weiterere Mechanismen an dieser Sequenz stattfinden.  
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Abbildung 10 Bioinformatische Analyse von 720 annotierten prokaryotischen Genomen auf starke SD 
Sequenzen. Die 720 annotierten Genome zusammengefasst in 24 Gruppen zeigen in a. die Abschnitte der 
überlappenden Genpaare mit starker SD Sequenz und der jeweiligen Standardabweichung in einer Gruppe. 
b. zeigt die Abschnitte der Gruppen, welche eine 5'-UTR besitzen und darin enthalten eine starke SD Sequenz. 
c. Zeigt den Quotienten der Werte aus a und b. In Allen Abschniten ist die Gruppe der Haloarchaeota mit einem 
orangenen Pfeil und die der -Proteobacteria mit einem grünen Pfeil gekennzeichnet (nach Huber et al., 2019) 
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6. Intergene Bereiche in Haloferax volcanii 

Dass eine Translationskopplung an überlappenden Genpaaren in H. volcanii 

stattfindet, konnte bereits erfolgreich bewiesen werden (siehe Ergebnisse 

1.Termination-Reinitiation in Haloferax volcanii). Es wurden ebenfalls, wie bereits 

erwähnt, 792 Gene gefunden, welche zehn Nukleotide oder weniger Abstand 

zwischen dem Stop- und Start-Codon der beiden Gene besitzen. An einem Beispiel 

hierfür wurde gezeigt, dass auch ein Abstand von zehn Nukleotiden in H. volcanii 

noch zu einer erfolgreichen Kopplung der Translation führt (Abbildung 5b, 

flgA1/flgA2). Um diese Feststellung weiter zu analysieren, wurde zunächst das 

Genpaar HVO_0685/0686 ausgewählt. Dieses Genpaar besitzt einen Abstand von 

einem Nukleotid zwischen Stop- und Start-Codon in der nativen Sequenz 

(TGAxATG) (siehe Tabelle 56). Auch für dieses Beispiel konnte bereits eine 

Kopplung gezeigt werden (Abbildung 5b). In einer Masterarbeit von Guerino Rizzo 

wurden nun prämature Stop-Codons an unterschiedlichen Positionen durch site 

directed mutagenesis eingebracht, um künstliche intergene Bereiche zwischen den 

beiden Genen zu erzeugen (Rizzo 2018). Die intragene Shine-Dalgarno Sequenz 

wurde dabei möglichst nicht verändert. In Tabelle 58 sind die Sequenzen des 

überlappenden Bereichs für den die native HVO_0685/0686 Sequenz sowie für die 

erstellten Mutanten mit den unterschiedlich großen intergenen Bereichen aufgelistet. 

Tabelle 58 Konstrukte zur Analyse der intergenen Bereiche für HVO_0685/0686. Die mutierten Konstrukte 
des Genpaares HVO_0685/0686 sind jeweils mit der Bezeichnung der Sequenz im Bereich des Überlapps 
angezeigt, sowie der intergene Bereich in Nukleotiden angegeben ist. Die unterstrichenen Nukleotide zeigen 
jeweils die SD Sequenz, in Blau ist das Start-Codon des y-Gens und in Rot das Stop-Codon des x-Gens markiert. 

 

Für die Analyse der Konstrukte wurde für H. volcanii an dieser Stelle ebenfalls ein 

Doppelreportergenkonstrukt eingeführt. Dabei wird die Arabinose Dehydrogenase 

(araDH) als stromaufwärts-fusioniertes Reportergen an Gen x verwendet 

(schematische Darstellung in Abbildung 11a). Die gemessenen Enzymaktivitäten für 

die verwendeten Reporter sowie das quantifizierte mRNA-Level sind im Anhang 6 für 
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das Reportergen araDH gezeigt und in Anhang 7 für den Reporter dhfr. Die 

berechneten Translationseffizienzen für beide Reporter, fusioniert an die 

unterschiedlichen Konstrukte, sind in Abbildung 11b und 11c zu sehen. Abbildung 

11b zeigt dabei die Translationseffizienzen für den stromaufwärts-fusionierten 

Reporter araDH. Die Ergebnisse sind normiert auf die Werte der nativen Sequenz +1 

(wt). Alle mutierten Konstrukte mit unterschiedlichen Abständen zeigen keinen 

signifikanten Unterschied in der Translationseffizienz des Reporters durch die 

eingebrachten prämaturen Stop-Codons. In Abbildung 11c sind die berechneten 

Translationseffizienzen des stromabwärts-fusionierten Reportergens dhfr gezeigt. 

Auch hier wurden alle Ergebnisse auf die der nativ vorliegenden Sequenz mit einem 

Abstand von einem Nukleotid zwischen Stop- und Start-Codon (wt) normiert. 

Betrachtet man zunächst die Translationseffizienz mit dem stromabwärts-

verschobenen Stop-Codon (-5), so zeigt sich kein Unterschied verglichen mit der wt-

Sequenz. Die Konstrukte mit den vergrößerten Abständen hingegen zeigen eine 

starke negative Korrelation zwischen der Länge der intergenen Bereiche und der 

Translationseffizienz der Translationskopplung. Der Abstand von fünf Nukleotiden 

(+5) ergibt in diesem Genpaar bereits eine um 30%ige verringerte 

Translationseffizienz verglichen mit dem wt. Die Abstände von 13 und 19 Nukleotiden 

lassen die Translationseffizienz weiter sinken auf lediglich 40% der wt Effizienz und 

ab 22 Nukleotiden Abstand ist keine Kopplung von den beiden Reportern zu sehen 

(+22 und +34 in Abbildung 11c). Auf Grund dieser Ergebnisse wurden für drei 

weitere Genpaare intergene Bereiche von 14 Nt und 23 Nt konstruiert und 

untersucht. Die drei Genpaare unterscheiden sich in ihren nativen 

Sequenzüberlappen, während HVO_2431/2430 und HVO_1594/1595 einen 

Überlapp von vier Nukleotiden (ATGA) besitzen, überlappt das Genpaar 

HVO_2555/2554 in der wt-Sequenz mit nur einem Nukleotid (TGATG). Es wurden 

Enzymassays für die fusionierten Reporter durchgeführt (Ergebnisse in Anhang 6a 

für die AraDH und Anhang 7a für DHFR). Für HVO_2555/2554 wurde die 

Transkriptlevel-Bestimmung mittels Northern-Blot Analyse mit spezifischen Sonden 

gegen die Reportergene durchgeführt und für die Genpaare HVO_2431/2430 und 

HVO_1594/1595, wurde das Transkriptlevel mittels quantitativer PCR (qPCR) 

bestimmt (Ergebnisse in Anhang 6b für araDH und Anhang 7b für dhfr). Die 

berechneten Translationseffizienzen für das stromaufwärts-liegende Reportergen 

araDH sind in Abbildung 11d gezeigt. Für die Genpaare HVO_2431/2430 und 
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HVO_2555/2554 liegen die Unterschiede innerhalb der Standardabweichungen, für 

HVO_1594/1595 jedoch ist mit einem Abstand von +23 Nukleotiden eine 3,5-Fach 

höhere Translationseffizienz zu sehen. Das kann an der Fusion des stromaufwärts-

liegenden Gens an den Reporter liegen, welches möglicherweise den Reporter in 

seiner Aktivität inhibiert und durch die verkürzte Sequenz von Gen x wird die Aktivität 

wieder erhöht. Für die Translationseffizienzen des stromabwärts-liegenden Reporters 

dhfr ist in Abbildung 11e zu sehen, dass ein intergener Abstand von 14 Nukleotiden 

einen variablen Effekt hat. Für HVO_2431/2430 ist eine Translationseffizienz von nur 

noch 50% verglichen mit dem wt zu sehen, während HVO_2555/2554 eine um 40% 

verringerte Translationseffizienz besitzt und HVO_1594/1595 nur eine um 10% 

verringerte Translationseffizienz. Für 23 Nukleotide Abstand lässt sich jedoch für alle 

drei analysierten Genpaare zeigen, dass hier keine Translationseffizienz mehr zu 

sehen ist und somit keine Kopplung mehr stattfindet. Für alle vier Genpaare wurde 

gezeigt, dass der Überlapp oder extrem kurze intergene Bereiche Voraussetzung für 

eine gekoppelte Translation in H. volcanii sind. 
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Abbildung 11 Intergene Bereiche in H. volcanii. a. Schematische Darstellung der verschiedenen analysierten 
Konstrukte mit dem stromaufwärts-fusionierten Reporter araDH (lila) und dem stromabwärts-fusionierten Reporter 
dhfr (grün). Der blaue Pfeil zeigt die Position des wt Stop-Codons und die schwarzen Pfeile die jeweils vorzeitig 
eingebrachten Stop-Codons. b. Durchschnittliche Translationseffizienzen für den araDH Reporter für das 
Genpaar HVO-0685/0686 drei biologische Replikate sind jeweils in ihrem Mittelwert gezeigt mit der daraus 
entstandenen Standardabweichung. Alle Daten sind normiert auf die durchschnittliche Translationseffizienz des 
wt. c. Durchschnittliche Translationseffizienzen für den dhfr Reporter für das Genpaar HVO-0685/0686 drei 
biologische Replikate sind jeweils in ihrem Mittelwert gezeigt mit der daraus entstandenen Standardabweichung. 
Alle Daten sind normiert auf die durchschnittliche Translationseffizienz des wt. d. Durchschnittliche 
Translationseffizienzen für den araDH Reporter für die Genpaare HVO_2431/2430, HVO_2555/2554, 
HVO_1594/1595, drei biologische Replikate sind jeweils in ihrem Mittelwert gezeigt mit der daraus entstandenen 
Standardabweichung. Alle Daten sind normiert auf die jeweilige durchschnittliche Translationseffizienz des wt. e. 
Durchschnittliche Translationseffizienz für den stromabwärts-liegenden Reporter dhfr, für die Genpaare 
HVO_2431/2430, HVO_2555/2554, HVO_1594/1595, drei biologische Replikate sind jeweils in ihrem Mittelwert 
gezeigt mit der daraus entstandenen Standardabweichung. Alle Daten sind normiert auf die jeweilige 
durchschnittliche Translationseffizienz des wt. 
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7. Intergene Bereiche in Escherichia coli 

Für den Modellorganismus E. coli ist die Translationskopplung und die Analyse des 

maximalen Abstands zwischen zwei Genen einer bicistronischen mRNA ein 

kontrovers diskutiertes Thema. Für diese Arbeit wurden drei, bereits auf 

Translationskopplung untersuchte, Genpaare ausgewählt und prämature Stop-

Codons mittels site directed mutagenesis eingebracht, welche intergene Bereiche 

von 2 Nt, 14 Nt und 38 Nt erzeugen. Die nativen Sequenzen besitzen jeweils ein 

Start-Stop Überlapp von ATGA. Für alle Konstrukte wurden die Enzymaktivitäten für 

die fusionierten Reporter gemessen und die Transkriptlevel bestimmt (siehe Anhang 

8 für glpD und Anhang 9 für gusA). In Abbildung 12b sind jeweils alle berechneten 

Translationseffizienzen für den stromaufwärts-fusionierten Reporter glpD gezeigt. Für 

alle getesteten Konstrukte ist eine Translationseffizienz der stromaufwärts-liegenden 

Gene zu detektieren, wenn auch diese geringfügig von der der nativen Sequenz (wt) 

abweichen. Für den stromabwärts-fusionierten Reporter gusA ergibt sich ein anderes 

Muster für die unterschiedlich langen intergenen Bereiche. Für das Genpaar 

hyfH/hyfI, welches in der Masterarbeit von Anna Lena Maisch (Maisch 2019) 

gemessen wurde, ist zu sehen, dass der intergene Bereich von 2 Nukleotiden nur 

eine geringe Auswirkung auf die Translationseffizienz hat und zu einer um 10% 

verringerten Translationseffizienz führt. Der Abstand von einem Nukleotid führt zu 

einer um 40% verringerten Translationseffizienz und bei 38 Nukleotiden intergenem 

Bereich ist mit 90% Abnahme nicht mehr von einer gekoppelten Translation zu 

sprechen. Das Genpaar ydbH/ynbE wurde ebenfalls in der Masterarbeit von Frau 

Maisch analysiert und zeigt ein ähnliches Verhalten. 2 Nukleotide führen zu einer 

verringerten Translationskopplung um 30%, 14 Nukleotide Abstand zu einer 50%igen 

Verringerung und 38 Nukleotide lassen mit 90% verringerter Translationseffizienz 

keine gekoppelte Translation mehr beschreiben. Das Genpaar menD/menH 

hingegen verhält sich unterschiedlich zu den beiden anderen. Hier ist nach zwei 

Nukleotiden Abstand bereits eine Verringerung der Translationseffizienz um 70% 

gezeigt und bei einem Abstand von 14 Nukleotiden sinkt diese um weitere 10%. Mit 

der Distanz von 38 Nukleotiden ist auch hier keine Kopplung mehr vorhanden 

(Abbildung 12c). Somit lässt sich für alle drei analysierten Genpaare von E. coli 

zeigen, dass ein Abstand von mehr als 38 Nukleotiden für eine Translationskopplung 

mittels Termination-Reinitiation zu groß ist. 
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Abbildung 12 Intergene Bereiche in E. coli. a. Schematische Darstellung der verschiedenen analysierten 
Konstrukte mit dem stromaufwärts-fusionierten Reporter glpD (lila) und dem stromabwärts-fusionierten Reporter 
gusA (grün). Der blaue Pfeil zeigt die Position des wt Stop-Codons und die schwarzen Pfeile die jeweils vorzeitig 
eingebrachten Stop-Codons. b. Durchschnittliche Translationseffizienzen für den glpD Reporter für die Genpaare 
hyfH/hyfI, ydbH/ynbE und menD/menH, drei biologische Replikate sind jeweils in ihrem Mittelwert gezeigt mit der 
daraus entstandenen Standardabweichung. Alle Daten sind normiert auf die jeweilige durchschnittliche 
Translationseffizienz des wt. c. Durchschnittliche Translationseffizienz für den stromabwärts-liegenden Reporter 
gusA für die Genpaare hyfH/hyfI, ydbH/ynbE und menD/menH, drei biologische Replikate sind jeweils in ihrem 
Mittelwert gezeigt mit der daraus entstandenen Standardabweichung. Alle Daten sind normiert auf die jeweilige 
durchschnittliche Translationseffizienz des wt. 
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8. Bioinformatische Analyse intergener Bereiche 

Aufgrund der experimentellen Ergebnisse von intergenen Bereichen in H. volcanii 

und E. coli (s.o.) kann die Hypothese aufgestellt werden, dass native Genpaare mit 

mehr als 10 Nukleotiden Abstand im Genom nur selten vorkommen. Hierfür wurde 

eine bioinformatische Analyse für die Modellorganismen H. volcanii und E. coli von 

Friedhelm Pfeiffer (MPI für Biochemie, Martinsried) durchgeführt. Es wurden 

intergene Bereiche von allen seriellen Genpaaren berechnet, wobei divergente und 

konvergente Genpaare ausgeschlossen wurden, da an diesen keine 

Translationskopplung möglich ist. Die Darstellung der Distanzen zwischen 

Genpaaren in Bezug auf die Anzahl ist in der nachfolgenden Abbildung dargestellt 

(siehe Abbildung 13). Abschnitt a zeigt das Ergebnis für H. volcanii. Der vier 

Nukleotid Start-; Stop-Codon Überlapp (ATGA) überwiegt mit 350 Genpaaren in der 

Anzahl deutlich allen anderen Abständen. Zwischen -4 und +10 Nukleotiden Abstand 

sind noch Genpaare zu beobachten. Für größere Abstände sind jedoch keine 

Genpaare mehr zu erkennen (Abbildung 13a). Für E. coli ist das Ergebnis der 

Analyse in Abschnitt b gezeigt. Auch hier zeigt sich ein ähnliches Muster. Besonders 

fällt der Peak bei vier Nukleotiden Abstand mit dem Start-; Stop-Codon Überlapp mit 

260 Genpaaren auf. Auffällig ist, dass ein Überlapp von einem Nukleotid (TGATG) 

auch bei 160 Genpaaren vorkommt. Weitere Peaks sind bei neun und zehn 

Nukleotiden Abstand zu sehen, welche jeweils bei ungefähr 60 Genpaaren 

vorkommen. Bei einigen wenigen Genpaaren sind zusätzlich Abstände zwischen 10 

und 40 Nukleotiden gefunden worden. Hier kann angenommen werden, dass diese 

Genpaare nicht gekoppelt translatiert werden, da der Abstand groß genug für eine 

Ribosomenbindestelle vor dem stromabwärts-liegenden Gen ist (Abbildung 13b). Für 

die beiden untersuchten Organismen lässt sich eine Ähnlichkeit in der Verteilung von 

intergenen Bereichen feststellen, wenn auch Unterschiede zu finden sind.  
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Abbildung 13 Bioinformatische Analyse zu Abständen von seriellen Genpaaren. Divergente und 
Konvergente Genpaare wurden ausgeschlossen a. Anzahl der Genpaare mit jeweiligem Abstand zwischen den 
Genen in H. volcanii. b. Anzahl der Genpaare mit jeweiligem Abstand zwischen den Genen in E. coli 

Ein großer Vorteil der gekoppelten Translation ist die Formation von 

Proteinkomplexen während der Translation (Kramer et al. 2009). So konnte gezeigt 

werden, dass die Bildung eines Luciferase-Komplexes aus den Untereinheiten LuxA 

und LuxB effizienter erfolgt, wenn die beiden Untereinheiten auf einem 

polycistronischen Transkript vorliegen, verglichen mit dem Vorliegen der Transkripte 

auf separaten mRNAs (Shieh et al. 2015). Die Vorteile einer Formation von 

heteromeren Proteinkomplexen während der gekoppelten Translation sind zum 

Beispiel, dass bei der Bildung eines instabilen Proteins, welches ein zweites Protein 

zur korrekten Faltung benötigt, ein genaues Verhältnis von 1:1 in der Zelle in 

räumlicher Nähe vorliegt. Daraus folgte die Hypothese, dass die Formation von 

heteromeren Proteinkomplexen ein evolutionärer Vorteil ist, welcher zur 

translationalen Kopplung via Termination-Reinitiation an überlappenden Genpaaren 
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führte. Im Zuge der bioinformatischen Analyse zu intergenen Bereichen wurde daher 

zusätzlich zum Abstand zwischen den Genpaaren analysiert, ob sich aus den 

codierten Proteinen bekannter weise Proteinkomplexe bilden. Dazu wurden die 

Genpaare wie folgt in Gruppen eingeteilt: Gruppe 1 sind Genpaare mit Abständen 

von +8 bis -10 Nukleotiden, hier wird davon ausgegangen, dass eine 

Translationskopplung möglich ist. Gruppe 2 beinhaltet Genpaare mit größeren 

Abständen. Die Ergebnisse sind in Tabelle 59 dargestellt. Es ist zu erkennen, dass 

für beide Organismen die Formation von Proteinkomplexen erhöht ist, wenn der 

Abstand zwischen den Genen geringer ausfällt und eine Translationskopplung 

möglich wäre. Für H. volcanii ist eine 6,9-fache Anreicherung und für E. coli eine 2,7-

fache Anreicherung zu sehen, wenn die Gene mit kurzen Abständen vorliegen. Somit 

wird angenommen, dass ein Vorteil der Translationskopplung via Termination-

Reinitiation darin besteht, schnell und effizient heteromere Proteinkomplexe zu 

bilden. 

Tabelle 59 Putative Formation von Proteinkomplexen. Genpaare von H. volcanii und E. coli unterteilt in 
Gruppe 1 mit geringem Abstand (-8 bis +10 Nukleotide) und Gruppe 2 mit größerem Abstand. Die Anzahl der 
bekannten Proteinkomplexe ist jeweils absolut sowie prozentual angegeben. 

 H. volcanii E. coli 

 Anzahl % Anzahl % 
Serielle Genpaare mit Abständen von -8 bis +10 Nukleotiden (Gruppe 1) 
Heteromerer Komplex 253 45 249 30 
keine Komplex-Formation 307 55 571 70 
Serielle Genpaare mit größeren Abständen (Gruppe 2) 
Heteromerer Komplex 62 6,5 221 11 
keine Komplex-Formation 889 93,5 1793 89 
Anreicherung von Komplex-Formation bei Genpaaren mit kurzen Abständen 

 6,9-fach 2,7-fach 
 

9. Etablierung einer Methode zur Untersuchung des Mechanismus der 
Termination-Reinitiation 

Für überlappende Genpaare aus eukaryontischen Viren ist bekannt, dass es bei der 

Translation an bicistronischer mRNA zu einem Austausch der großen ribosomalen 

Untereinheit kommt, wenn das erste Gen vollständig translatiert wurde und bevor die 

Initiation des zweiten Gens beginnt (Abbildung 4). Da bisherige Untersuchungen 

gezeigt haben, dass bei H. volcanii und E. coli das Ribosom, welches die Translation 

am 5'-Ende startet auch das Ribosom ist, welches bei der gekoppelten Translation 

an der Genüberlappstelle reinitiiert (Huber et al. 2019), stellt sich die Frage, ob es zu 
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einem Austausch der großen Untereinheit kommt, wie bei dem Mechanismus der 

eukaryontischen Viren, oder aber ob das komplette Ribosom als 70S bestehen 

bleibt. 

Für den genauen Mechanismus der Termination-Reinitiation in Prokaryoten ist bisher 

nicht bekannt, wie sich die Ribosomen nach der Termination an der mRNA verhalten. 

Um diese Fragestellung zu beantworten, wurde im Laufe dieser Doktorarbeit eine 

Methode optimiert, welche auf der Idee eines Ribosome Displays beruht (Plückthun 

2012). Das Ribosome Display ermöglicht einen terminierten, aber noch nicht 

dissoziierten Translationskomplex mitsamt der ribosomalen Untereinheiten, mRNA 

und Polypeptidkette aus einer in vitro Translation aufzureinigen. Die Reassoziation 

der Ribosomen von der mRNA und damit einhergehend die Freisetzung des Proteins 

wird verhindert, da kein Stop-Codon am 3' Ende der mRNA enthalten ist. Werden 

markierte Ribosomen in eine in vitro Translation eingesetzt, kann in einem 

aufgereinigten Komplex am Ende detektiert werden, ob die Ribosomen, welche zum 

Start der Reaktion eingesetzt wurden, das bicistronische Transkript translatiert haben 

oder aber ob es zu einem Austausch der 50S Untereinheit kam, welche nach dem 

Start, in einer hohen Konzentration und anders markiert der Reaktion hinzugefügt 

wurde. Für den Aufbau dieses Versuches ist eine Reihe an Bausteinen nötig, um 

eine in vitro Translation durchführen zu können, mit welcher die komplexe 

Fragestellung des Mechanismus einer Termination-Reinitiation analysiert werden 

kann.  

In Abbildung 14 ist schematisch der geplante Versuchsablauf dargestellt. Während 

auf der horizontalen Achse (3,6,8-11) die Abfolge der Experimente dargestellt ist, 

zeigen die vertikal angebrachten Felder (1,2,4,5 a und b sowie 7 a und b) die 

einzelnen Komponenten. welche hergestellt werden müssen. Im Folgenden werden 

die einzelnen Unterpunkte sowie die Vorversuche und deren Ergebnisse dazu 

erläutert. 
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Abbildung 14 Versuchsablauf zu 30S und 70S Unterscheidung bei der Termination-Reinitiation in E. coli. 
Hellgraue Felder zeigen die Komponenten, welche hergestellt oder aufgereinigt werden müssen, um den 
Versuchsablauf (in Dunkelgrauen Feldern, 3;6;8;9;10;11 in dieser Reihenfolge) zu ermöglichen 
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Für den ersten Versuchsschritt (Abbildung 14, 3) wird eine mRNA benötigt, welche 

kein Stop-Codon enthält (4) sowie in vitro Translationslysat (1), aus welchem die 50S 

Untereinheit entfernt wurde (2). Für die Herstellung der mRNA (Abbildung 14, 4) 

wurde eine in vitro Transkription mit einer handelsüblichen T7 RNA-Polymerase nach 

Herstellerangaben durchgeführt. Die Verifizierung der Größe der mRNA wurde mit 

Hilfe eines Polyacrylamid-Gel durchgeführt (Beispielgel in Abbildung 15).  

 

Abbildung 15 In vitro Transkriptions-Verifizierung mittels Polyacrylamidgel. Die synthetisierte mRNA mittels 
T7 RNA-Polymerase wurde auf ein 7,5% PA-Gel aufgetragen. Der LR -RNA Marker wurde zum Vergleich der 
Größe der mRNA eingesetzt. Für alle hier gezeigten RNA Proben ist eine klare Bande in der Höhe von 500 
Basen zu sehen. 

Für den geplanten Versuchsablauf in Abbildung 14 werden unterschiedliche 

Konstrukte der mRNA benötigt, um eine Unterscheidung der am Ende enthaltenden 

Komplexe zu ermöglichen. Es werden Genpaare eingesetzt, für die bereits eine 

Translationskopplung via Termination-Reinitiation gezeigt werden konnte. Im 

Folgenden sind die geplanten Konstrukte gezeigt (Abbildung 16). Zur 

Unterscheidung, ob es beim Mechanismus der Termination-Reinitiation zu einem 

Austausch der 50S Untereinheit kommt, werden verschiedene Kontrollen benötigt. 

Alle geplanten mRNAs besitzen dabei die gleichen UTRs am 5'- und 3'-Ende, welche 

die Translation ermöglichen und die Transkriptstabilität durch die Ausbildung von 

stemloops erhöhen. So ist die mRNA vor allem am 5'-Ende vor RNase E geschützt, 

wie bereits für das ompA Gen oder das T7 Gen 10 gezeigt werden konnte, diese 

mRNAs zeigen ungewöhnlich lange Halbwertszeiten (Emory and Belasco 1990; 

Lopez and Dreyfus 1996). Stromaufwärts zum Start-Codon befindet sich eine 

Ribosomenbindestelle. Für diesen Versuch ist essentiell, dass das 3'-Ende der 

konstruierten mRNA kein Stop-Codon enthält (Plückthun 2012). In Abbildung 16a ist 

schematisch die mRNA gezeigt, welche monocistronisch für nur ein Gen codiert und 

demnach keine Translationskopplung stattfinden kann, es dient somit als 
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Negativkontrolle. Komplexe, die mit dieser mRNA aufgereinigt werden, enthalten 

immer das 70S Ribosom mit welchem die Translation gestartet hat. Das mRNA-

Konstrukt b (siehe Abbildung 16) ist bicistronisch mit einem C-terminalen His-Tag an 

Gen y. Hier kann eine Translationskopplung via Termination-Reinitiation stattfinden 

und der ribosome display Komplex über den His-Tag aufgereinigt werden. Dieses 

Konstrukt ermöglicht die Unterscheidung ob es zu einem Austausch der 50S 

ribosomalen Untereinheit kommt oder nicht. Konstrukt c ist ebenfalls bicistronisch, 

wobei der His-Tag C-terminal an Gen x ist. Hier kann ebenfalls eine 

Translationskopplung stattfinden der Komplex am Ende jedoch nur über den His-Tag 

aufgereinigt werden, wenn es zu einer Bildung des Proteinkomplexes direkt am 

Ribosom kommt (Kramer et al. 2009). Oder Protein X bleibt am Ribosom über 

unspezifische Bindungen bis zum Ende der Translation von Gen y verbleibt. Dieses 

Konstrukt ermöglicht somit eine weitere Fragestellung, die der heteromeren 

Komplexen zu untersuchen. 

 

Abbildung 16 Schematische Darstellung der mRNA-Konstrukte. Alle mRNA Konstrukte besitzen einen 
stemloop am 5'- und 3'-Ende zur Stabilisierung der mRNA. In Gelb ist die Ribosomenbindestelle gekennzeichnet. 
Rot zeigt die Position des His-Tags. Die Gene x (Lila) und y (blau) unterscheiden sich in den Konstrukten, wobei 
a. lediglich Gen x besitzt mit einem N-terminalen His-Tag, b. enthält einen Genüberlapp mit C-terminalem His-
Tag an Gen y und c. enthält ebenfalls einen Genüberlapp mit einem N-terminalen His-Tag an Gen x. In Grau ist 
jeweils ein Spacer am 3'-Ende der mRNA, welcher ermöglicht, dass ein Ribosomen mRNA Komplex das 
komplette Protein von Gen x oder y translatiert hat.  
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Um die Funktionalität der mRNA nachzuweisen, wurde zunächst mit einem in vitro 

Translationslysat, welches kommerziell für E. coli erhältlich ist, gearbeitet (PURE 

System) (Foshag et al. 2018; Shimizu et al. 2001). In Abbildung 17 ist ein Proteingel 

einer in vitro Translation aus dem Kit von NEB mit einer selbst synthetisierten mRNA 

zu sehen. Die Proben wurden nach den Zeitpunkten 0 Stunden, 1 Stunde und 2 

Stunden Inkubation bei 37°C geerntet und auf das Gel aufgetragen. Das Gel wurde 

zunächst mit Coomassie gefärbt (a) und anschließend silbergefärbt um eine bessere 

Markierung der Proteine zu erreichen (b). Nach 2 Stunden Inkubation der in vitro 

Translation ist auf der Höhe von 19 kDa eine neue Bande zu erkennen (Pfeil in 

Abbildung 17). Diese stimmt mit der Größe des Proteins überein, für welches die 

mRNA hinzugefügt wurde. 

 

Abbildung 17 Proteinnachweis mittels Coomassie- und Silberfärbung. In vitro Translation mit PURExpress 
Kit von NEB und selbst transkribierter mRNA für das Gen ydbH. Proben wurden nach 0h, 1h und 2h Inkubation 
bei 37°C auf das Gel aufgetragen und zunächst mit Coomassie gefärbt (a). und anschließend mit Silberfärbung 
behandelt. (b). Der Pfeil rechts zeigt auf das neu synthetisierte Protein nach 2 Stunden. 

Die Herstellung des in vitro Translationslysates aus E. coli (Abbildung 14,1) für ein 

kostengünstiges up-scaling erfolgte aus Stämmen, welche jeweils ein nicht 

essentielles ribosomales Protein deletiert hatten (Tabelle 14). Somit besteht die 

Möglichkeit, 50S Ribosomen im Lysat zu markieren und sie aus dem Lysat zu 

entfernen (Abbildung 14, 2). Die ΔrProtein Stämme (ΔS6, ΔL9 und ΔL33) wurden 

aus der Keio collection (Baba et al. 2006) käuflich erworben, sowie ein ΔS13 E. coli 

Stamm von dem Rachel Green Labor gestellt (Cukras and Green 2005). Das 

Entfernen der ribosomalen Untereinheiten erfolgt über die Markierung des deletierten 

Proteins plasmidisch mit einem N-terminalen His-Tag (siehe 3.1.17). Die N-terminale 
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Position des His-Tags wurde mit Hilfe des Programmes Pymol ausgewählt. Hier ist 

es möglich, die komplette Ribosomenstruktur zu betrachten und einzelne Proteine 

oder rRNAs im Detail hervorzuheben. Für alle Proteine wurde der N-Terminus als 

geeignet befunden, da er näher an der Oberfläche des Ribosoms ist als der C-

Terminus. Mit den vier Deletions-Mutanten ergeben sich für jede ribosomale 

Untereinheit jeweils zwei Möglichkeiten, um die Untereinheit aus einem Lysat zu 

entfernen. Zunächst wurde der Versuch in E. coli ΔL33 mit L33-His-Tag durchgeführt. 

Abbildung 18 zeigt die Fraktionen der Affinitätschromatographie zur Isolation der 50S 

Ribosomen aus dem Lysat. Das Lysat wurde auf eine Ni-NTA Säule gegeben und 

Proben vom Lysat (L), Durchfluss (FT), der Waschschritte 1 und 2 (W1, W2) sowie 

die Elutionsfraktionen (E1-3) wurden mittels Proteingel (Abbildung 18a) und nach der 

Fällung der RNA mit Hilfe eines RNA-Gels (Abbildung 18b) analysiert. Für das 

Proteingel ist eine Aussage sehr schwierig, da in dem kompletten Lysat viele 

Proteine enthalten sind, welche die Zuordnung erschweren. Die letzte Spur enthält 

aufgereinigte 50S Untereinheiten. Wenn auch in den Elutionsfraktionen die Proteine 

der 50S identifiziert werden können, so ist es dennoch nicht möglich zu verifizieren, 

ob der Durchfluss diese Proteine nicht mehr enthält. Hierbei hilft das RNA-Gel. Es 

konnte gezeigt werden, dass die 50S Untereinheit spezifisch an das Säulenmaterial 

gebunden hat und eluiert werden kann (siehe Abbildung 18b E1-E3). Im Durchfluss 

(FT) kann jedoch noch 23S rRNA auf der Höhe von 3000 Basen nachgewiesen 

werden, somit ist noch keine komplette Isolation und Entfernung der 50S Untereinheit 

aus dem S30 Lysat möglich. 
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Abbildung 18 50S Untereinheit Isolation aus S30 Lysat mittels His-Tag markiertem L33. Nach der Ni-NTA 
Aufreinigung von S30 Lysat aus ΔL33 E. coli +L33-Hisx6 wurden das Lysat (L), der Durchfluss (FT), die 
Waschschritte (W1, W2) und die Elutionen (E1, E2 und E3) auf ein SDS Gel aufgetragen (a) mit zusätzlich 
aufgereinigter 50S Untereinheit für den Bandenabgleich der ribosomalen Proteine aus der 50S Untereinheit. 
Sowie aus den Proben der Affinitätsaufreinigung RNA Isoliert wurde und mittels RNA-Agarosegel aufgetrennt 
wurde (b). 

Für selbst hergestelltes S30 Lysat bietet sich der Nachweis von neu exprimierten 

Proteinen mittels Proteingelen nicht an, da zu viele Banden kein auswertbares 

Ergebnis ermöglichen. Um dennoch nachweisen zu können, dass auch mit S30 Lysat 

die transkribierte mRNA translatiert wurde, ist mittels GFP und Fluoreszenzmessung 

ein proof of principal Experiment durchgeführt worden. Entsprechende Sequenzen, 

welche GFP in E. coli codieren (pJOE4056.2) stellte die AG Siemann-Herzberg zur 

Verfügung (Failmezger et al. 2017). Für den Nachweis der funktionalen Translation 

von GFP im in vitro Translationslysat wurden verschiedene Ansätze gewählt 

(Abbildung 19). Die transkribierte mRNA wurde zum einen mit Hilfe des miRNA-Kits 

(Machery-Nagel) aufgereinigt, zum anderen wurde der in vitro Translation zusätzlich 

T7 RNA-Polymerase hinzugegeben. In einem Ansatz wurde die transkribierte mRNA 

direkt aus der in vitro Transkription eingesetzt. Ein weiterer Ansatz wurde gewählt, in 

welchem linearisierte DNA mit T7 Polymerase eingesetzt wurde um eine gekoppelte 

Transkription und Translation zu ermöglichen (Failmezger et al. 2016). Als 

Negativkontrolle wurde ein Ansatz mitgeführt, welcher keine mRNA oder DNA 

enthielt und somit kein GFP exprimieren konnte. Alle der getesteten in vitro 

Translationsansätze zeigen ein relatives Fluoreszenzsignal, welches sich vom 

Hintergrundsignal der Negativkontrolle abhebt (Abbildung 19). Für die aufgereinigte 
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mRNA ließ sich das beste Ergebnis erzielen. Als allgemeine Kontrolle, dass bei der 

angeregten Wellenlänge GFP gemessen wird, wurde E. coli Zelllysat einer GFP-

markierten Protein Überproduktion in verschiedenen Verdünnungen mit gemessen. 

 

Abbildung 19 GFP-Nachweis nach in vitro Translation mittels S30 Lysat. Für die in vitro Translation wurden 
unterschiedliche mRNA Aufreinigungs-Methoden gewählt. Ganz links im Diagramm ist die Reaktion mit mRNA 
aus dem miKit von Machery-Nagel gezeigt. Die zweite Position zeigt das GFP-Signal einer in vitro Translation mit 
mRNA und zusätzlicher T7 RNA Polymerase. Die dritte Position die Fluoreszenzintensität von mRNA, welche aus 
der in vitro Transkription, ohne Aufreinigung, hinzugefügt wurde. Die vierte Position stellt linearisierte DNA mit T7-
RNA Polymerase im S30 Lysat und die fünfte Position stellt S30 Lysat ohne Template als negativ Kontrolle dar. 
Die drei Positionen auf der rechten Seite zeigen verdünntes 1:500 und 1:1000 GFP, welches mit E. coli 
überproduziert wurde sowie den Puffer ohne GFP. 

Nachdem funktionales in vitro S30 Lysat und mRNA hergestellt wurden, folgt im 

Versuchsablauf (Abbildung 14, 6) der nächste Schritt: der Start der Translation durch 

Zugabe von 50S ribosomaler Untereinheit. Dafür wurden Ribosomen isoliert und in 

ihre Untereinheiten mittels Dichtegradient aufgetrennt. Die Isolation aus E. coli 

erfolgte in Puffern mit niedrigem Mg2+-Gehalt, um eine Dissoziation der 

Untereinheiten zu erhalten. Die Trennung der ribosomalen Untereinheiten erfolgt 

mittels Dichtegradienten (Succrose 10-30% (v/v)) und anschließender Fraktionierung. 

Abbildung 20 zeigt beispielhaft Ribosomenprofile von Ribosomen aus 

Komplexmedium (a). Für den Nachweis der korrekten Trennung und Intaktheit der 

ribosomalen Untereinheiten wurden zum einen Fraktionen der einzelnen Peaks 

mittels Phenol-Chloroform gefällt und auf einem RNA-Agarosegel analysiert (c) sowie 

die Fraktionen auf ein SDS-Gel aufgetragen, um die Proteinbanden mit Ergebnissen 

der Literatur abzugleichen (d). Alle Ergebnisse weisen auf vollständige und komplett 

voneinander getrennte ribosomale Untereinheiten hin.  
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Abbildung 20 Ribosomenprofile mit Verifizierung mittels RNA-Agarosegel und Proteingel. a. 
Ribosomenprofil von E. coli MG1655 Zellen in Komplexmedium. 200µg gesamt RNA wurden auf einem 10-30 % 
(v/v) Succrose Gradienten fraktioniert. b. Ribosomenprofil von E. coli MG1 MG1655 Zellen in synthetischem M9-
Medium mit 15NH4Cl als Stickstoffquelle. 200µg gesamt-RNA wurden auf einem 10-30 % (v/v) Succrose 
Gradienten fraktioniert. c. Phenol-Chloroform gefällte Fraktionen des 30S Peaks (bei 5 Minuten) und des 50S 
Peaks (bei 6,5 Minuten) auf einem RNA-Agarosegel. d. Coomassie gefärbtes SDS Gel mit den 50S und 30S 
Fraktionen verglichen mit Werten der Literatur von (Shiryaev et al. 2002). 

Um sicherzustellen, dass isolierte Ribosomen noch funktional sind, wurden sie dem 

PURExpress Kit von NEB, in einer in vitro Translation von der mitgelieferten 

Positivkontrolle von dhfr mRNA, hinzugefügt. In Abbildung 21 ist der Vergleich der 

Translation ohne und mit zusätzlichen selbst isolierten Ribosomen zu sehen. 

Abbildung 21a zeigt die Proben auf einem Proteingel und der Pfeil deutet auf die 

Bande des neu produzierten Proteins hin. Durch die Quantifizierung der 

Bandenintensität (mit ImageJ) auf Pfeilhöhe (Abbildung 21b) zeigt sich, dass nach 

der Zugabe von isolierten 30S und 50S Untereinheiten die Menge an gebildetem 

Protein erhöht ist. Die isolierten, hinzugefügten Ribosomen in der Reaktion sind also 

in der Lage, mRNA zu translatieren. 
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Abbildung 21 Test der Ribosomenfunktionalität. NEB PurExpress in vitro Translations-Kit mit dhfr mRNA als 
Positivkontrolle. Einmal nach Herstellerangaben und einmal mit zusätzlich hinzugefügten isolierten Ribosomen. a. 
zeigt ein Coomassie gefärbtes SDS Gel mit den in vitro Translations-Proben jeweils zu den Zeitpunkten t:1 nach 
0h, t:2 nach 1h und t:3 nach 2h. Der Pfeil zeigt auf die neu synthetisierte Proteinbande im Gel. b. Die Intensität 
der Dhfr Banden quantifiziert mit ImageJ für das Kit nach Hersteller Angaben (links) und mit hinzugefügten 
Ribosomen (rechts). Die Intensität des Hintergrundes t:1 wurde jeweils abgezogen. 

Nachdem die in vitro Translation gestartet ist, sollen in großem Überschuss markierte 

ribosomale Untereinheiten der Reaktion hinzugefügt. Hierfür wurden Ribosomen aus 

Kulturen mit schwerem Stickstoff (15N) isoliert (Abbildung 14, 7a). Die Zellen werden 

dafür in Minimalmedium mit 15NH4Cl angezogen und die Ribosomen mittels 

Dichtegradienten in ihre Untereinheiten aufgetrennt (Abbildung 20b). Für eine 

korrekte und vollständige Markierung der Ribosomen wurden die isolierten 

Untereinheiten mit 14N und 15N mittels Massenspektrometrie in der Gruppe von Julian 

Langer (MPI für Biophysik, Frankfurt am Main) untersucht und verglichen. In 

Abbildung 22 ist für jeweils 50S Untereinheiten ein Massenspektrum zu sehen. 

Abbildung 22a: zeigt die unmarkierten Untereinheiten und Abbildung 22b. die 50S 

Untereinheiten, welche mit 15N markiert wurden. Es ist zu erkennen, dass die 

Massenpeaks sich jeweils nach rechts verschoben haben und demnach schwerer 

sind. Der Einbau des schweren Stickstoffs konnte somit verifiziert werden. 
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Abbildung 22 Massen-Spektrum der 50S Untereinheiten. Schwere (15N) und leichte isolierte Ribosomen 
wurden zur Massenspektrometrie gegeben. a. Zeigt die Massenpeaks für 50S Untereinheiten mit 14N. b. zeigt die 
Peaks für 15N markierte 50S Ribosomen, welche alle nach rechts verschoben und somit schwerer sind. 

Eine weitere Möglichkeit ribosomale Untereinheiten zu markieren und voneinander 

unterscheiden zu können, ist die Markierung mit Fluoreszenzfarbstoffen (Abbildung 

14, 5b und 7b). Hierfür wurden im Zuge dieser Arbeit Plasmide konstruiert, welche 

die deletierten ribosomalen Proteine aus den ΔProteinstämmen (S6, S13, L9 und 

L33) enthalten. Die Sequenzen der Proteine wurden jedoch mittels site directed 

mutagenesis so verändert, dass jeweils nur ein Cystein an einer definierten Stelle 

vorhanden ist. Die definierte Position wurde mittels Pymol Strukturanalysen 

bestimmt. Zusätzlich besitzen alle einen His-Tag, um die Überproduktion und 

Aufreinigung der Proteine zu ermöglichen. Zu reinem Protein kann Thiol-

Fluoreszenz-Farbstoff gegeben werden. Dieser lagert sich spezifisch an die SH 

Gruppe des Cysteins an und markiert somit das Protein. Diese markierten 

ribosomalen Proteine können zu aufgereinigten Ribosomen, welchen das besagte 

Protein fehlt, gegeben werden und ein Zusammenfügen von ribosomalen Protein und 

Ribosom wird erwartet (Ermolenko et al. 2007). 

Für den Versuchsablauf aus Abbildung 14 wurden dementsprechend alle 

Komponenten hergestellt, wenn auch einige Schritte noch Optimierung benötigen. 

Nach dem Starten der Reaktion kann ein Überschuss an markierten, isolierten 

ribosomalen Untereinheiten hinzugefügt werden (Abbildung 14, 8). Um zu 

verhindern, dass Ribosomen mehrfach im Verlauf der Reaktion am 5'-Ende der 

mRNA die Translation initiieren, wurde eine RNA konstruiert, welche 4 SD Motive 

besitzt, ohne Start-Codon in passendem Abstand dahinter (schematische Darstellung 

in Abbildung 23). Diese mRNA codiert für poly-(α-L-Glutaminsäure) (PLGA) und 

besitzt viermal eine SD Sequenz, welche mit bis zu 7 Nukleotiden mit der 16S rRNA 

wechselwirken kann. Aufgrund der nicht vorhandenen Start-Codons ist jedoch an 

keiner der vier SD Sequenzen eine Translations-Initiation möglich. Nachweislich 

binden 30S Ribosomen an diese mRNA, sie nicht in der Lage die Translation zu 
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starten und werden so aus der Reaktion für die Translation unfähig gemacht (Mawn 

et al. 2002). 

 

Abbildung 23 Schematischer Aufbau einer PLGA (poly-(α-L-Glutaminsäure)-mRNA nach (Mawn et al. 
2002). Schematische Darstellung einer PLGA mRNA zum entfernen überschüssiger 30S Ribosomen (Hellrot) 
durch SD Motive (Gelb) ohne passendes Startcodon stromabwärts. 

Die Translation erfolgt dann für die unterschiedlichen Kontrollen (Abbildung 16) und 

im Falle eines bicistronischen Transkripts kann es zu einem Austausch der 50S 

Untereinheit kommen (Abbildung 14, 9). Nach Ablauf der Reaktion können Komplexe 

aufgereinigt werden, welche aus mRNA, 70S Ribosom und His-Tag-markiertem 

Protein bestehen (Abbildung 14, 10). Für die Unterscheidung der 50S Untereinheiten 

kann dann im Falle der 15N markierten Ribosomen eine Massenspektrometrie 

durchgeführt (Abbildung 14, 11), oder aber im Falle der Fluoreszenzmarkierung kann 

im Fluoreszenzphotometer die Markierung analysiert werden. 
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V. Diskussion 

1. Gekoppelte Translation an überlappenden Genpaaren in Archaea und 
Bacteria 

In Prokaryoten sind überlappende Genpaare weit verbreitet. Die Analyse von 198 

prokaryotischen Genomen hat gezeigt, dass überlappende Genpaare in allen 

mikrobiellen Genomen vorkommen. Es wird daher angenommen, dass die mögliche 

Translationskopplung an überlappenden Genpaaren vermeidet, dass komplexere 

Regulationswege benötigt werden. Somit werden weniger Regulations-Faktoren als 

Gene oder Proteine benötigt und die Sequenz-Konservierung wird dadurch indirekt 

beeinflusst. (Johnson and Chisholm 2004). Gene, welche auf einer polycistronischen 

mRNA codiert vorliegen, gelten als gekoppelt translatiert, wenn die Translation des 

stromaufwärts-liegenden Gens für die Translation des stromabwärts-liegenden Gens 

essentiell ist. Bei einer Translationskopplung mit hoher Effizienz folgt daraus, dass 

die translatierten Proteine in gleicher Konzentration vorhanden sind. Das hat mehrere 

Vorteile: Zum Beispiel, wenn es sich bei den Proteinen um Toxin und Antitoxin 

handelt. Das Toxin wird nicht alleine produziert und eine mögliche Schädigung der 

Zelle durch verlangsamte Produktion des Antitoxins wird verhindert. Ein weiteres 

Beispiel sind Proteine, welche für den Transport an die richtige Stelle in der Zelle 

oder für die korrekte Faltung ein unterstützendes Protein benötigen. Ein drittes 

Beispiel ist ein Komplex aus einer regulatorischen und enzymatischen Einheit, 

welche allein Energie verbrauchen würde ohne reguliert zu werden. Für alle Beispiele 

bietet sich eine hoch regulierte 1:1 Bildung der Proteine an, welche durch eine 

Translationskopplung gewährleistet sein kann. In dieser Arbeit wurden überlappende 

Genpaare aus H. volcanii und E. coli auf eine Translationskopplung hin untersucht. 

Die beiden Modellorganismen wurden als Vertreter der Archaea und Bakterien 

gewählt um eine Erkenntnis über beide prokaryotische Domänen zu erhalten. Die 

neun untersuchten Genpaare von H. volcanii enthielten sechs überlappende 

Genpaare, mit einem Überlapp von vier Nukleotiden (ATGA), eins mit einem 

Überlapp von einem Nukleotid (TGATG) und ein weiteres mit einem Nukleotid 

zwischen Stop-Codon und Start-Codon (TGAxATG). Eine Ausnahme mit zehn 

Nukleotiden zwischen den Genen (TGAx10ATG) wurde für H. volcanii ebenfalls 

untersucht. Für E. coli wurden fünf Genpaare mit einem Überlapp von vier 

Nukleotiden (ATGA) ausgewählt. In alle Konstrukte wurde ein prämatures Stop-
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Codon eingebracht (schematisch dargestellt in Abbildung 5a und Abbildung 7a), 

welches zu unterscheiden erlaubte, ob es sich um eine gekoppelte Translation oder 

um eine unabhängige de novo-Initiation am stromabwärts-liegenden Gen handelt. 

Für die Berechnung einer Translationseffizienz wurde jeweils die Enzymaktivität 

sowie das Transkriptlevel quantifiziert. Es kann also eine Translation von 

Enzymaktivität / Transkriptmenge berechnet werden. Dass es besonders wichtig ist, 

auch das Transkriptlevel in Betracht zu ziehen, konnte bei einer Studie gezeigt 

werden, welche unterschiedliche 5'-UTRs vor Reportergenen in E. coli analysiert. 

Diese zeigt, dass wenn das Transkript nur mäßig translatiert wird, die Stabilität der 

mRNA herabgesetzt wird (Wegener et al. 2016). 

Für H. volcanii konnten für die Konstruktion der Reportergen-Plasmide jeweils die 

kompletten Gensequenzen verwendet werden, da diese auch, im Gegensatz zu 

E. coli Genen, auf RNA-Ebene mit langen nicht translatierten Bereichen stabil waren. 

Neun untersuchte H. volcanii Genpaare zeigen bei eingebrachten prämaturen Stop-

Codons, verglichen mit der nativen Sequenz, dasselbe Ergebnis. Ist das Ribosom 

nicht in der Lage den Überlapp zu erreichen, so findet keine Translation des 

stromabwärts-liegenden Reporters (dhfr) statt. Dies ist in Abbildung 5 gezeigt für 

sowohl überlappende Gene (b) als auch für Fusionen welche einen ATGA-Überlapp 

von Gen x mit dem Reporter dhfr besitzen (d). Es ist somit deutlich, dass in diesen 

getesteten Beispielen eine gekoppelte Translation stattfindet, welche strikt von der 

Translation des stromaufwärts-liegenden Gens abhängt. Zum jetzigen Stand ist das 

die erste Studie zum Nachweis einer Translationskopplung in Archaea. In H. volcanii 

liegen 433 Genpaare vor, welche einen Überlapp von einem oder vier Nukleotiden 

besitzen (Kramer et al. 2014). Das weist darauf hin, dass mehr als 10% aller 

H. volcanii Gene mittels Termination-Reinitiation translatiert werden können.  

Die Translationskopplung in Bakterien war zuerst genetisch untersucht worden, 

indem Nonsense-Mutationen im stromaufwärts-liegenden Gen zur Translations-

Unterdrückung des stromabwärts-liegenden Gens führten. Für das Tryptophan-

Operon konnte hier bereits gezeigt werden, dass der Überlapp von einem Nukleotid 

zwischen Start- und Stop-Codon (TGATG) bei den Genen trpE und trpD zu einer 

gekoppelten Translation führt, während der Abstand von elf Nukleotiden zwischen 

trpC und trpB auf der gleichen mRNA keine Art der Kopplung zeigt (Oppenheim and 

Yanofsky 1980). Das Vorkommen von Reinitiation an polycistronischer mRNA ist ein, 
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in Bakterien, schon seit 1982 postulierter Mechanismus, welcher bis heute weiter in 

zahlreichen Studien untersucht wurde (Schümperli et al. 1982; Baughman and 

Nomura 1983; Aksoy, Squires, and Squires 1984; Petersen 1989; Chiaruttini et al. 

1996; Heurgu and Champ 2002; Levin-Karp et al. 2013; Tian and Salis 2015). In 

dieser Arbeit wurde jedoch erstmals an nativen E. coli Genen eine 

Translationseffizienz untersucht, während vorherige Arbeiten häufig eukaryontische 

Gene (Fukuhara and Universitaire 1982) oder Phagen Gene (Adhin and van Duin 

1990; Inokuchi et al. 2000; Yoo and RajBhandary 2008) verwendet haben, sowie das 

Transkriptlevel außer Acht gelassen wurde (Hellmuth et al. 1991; Bird 1980; Van 

Himbergen, Van Geffen, and van Duin 1993). Die fünf untersuchten Genpaare sind 

auf eine Länge von 99 Nukleotiden von Gen x und 30 Nukleotiden von Gen y 

verkürzt worden, da die Transkriptstabilität in E. coli für nicht translatierte mRNAs 

sehr gering ist (Selinger et al. 2003). Mit dieser Gen-Länge ist eine 

Translationskopplung über lang-reichende Interaktionen nicht mehr möglich und die 

gezeigten Ergebnisse in Abbildung 7c sprechen für eine Kopplung via Termination-

Reinitiation, da die Translationseffizienz für den stromabwärts-fusionierten Reporter 

abnimmt sobald ein prämatures Stop-Codon eingebracht wurde. Außer bei dem 

Genpaar bioB/bioF, bei welchem kein Effekt nach Einbringen eines prämaturen Stop-

Codons zu sehen ist. Hier kann davon ausgegangen werden, dass nativ eine 

Kopplung mittels UTNI Mechanismus stattfindet, für welchen lang-reichende 

Sequenzen zur Ausbildung von Wechselwirkungen notwendig sind, welche in diesem 

Modell fehlen. Oder aber an dieser Stelle findet keine Art der Kopplung statt. Die 

Charakterisierung von 14 Genpaaren hat zusammenfassend gezeigt, dass in beiden 

Modellorganismen für Archaea und Bacteria eine strikte Kopplung der Translation via 

Termination-Reinitiation stattfindet und somit die evolutionäre Selektion von 

überlappenden Genpaaren bestimmt wird. Die Daten dieser Arbeit (Abbildung 5 und 

Abbildung 7) beweisen, dass der Überlapp an Genpaaren von dem stromaufwärts 

translatierenden Ribosomen erreicht werden muss, um eine Translationseffizienz des 

nächsten Gens nachweisen zu können. Somit muss zumindest ein Teil des 

Ribosoms (mindestens die 30S Untereinheit), welches das stromaufwärts-liegende 

Gen translatiert an der Translation des stromabwärts-liegenden Gens beteiligt sein. 

In einer kürzlich publizierten Arbeit von Saito et al. 2020 wird diese Erkenntnis jedoch 

für E. coli in Frage gestellt. Durch den knock-down des Ribosomen Recycling Faktors 

(RRF) in E. coli konnte gezeigt werden, dass die Reinitiation von gekoppelt 
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translatierten Genpaaren nicht beeinflusst wird. Würde wie von Adhin und van Duin 

angenommen nur die 30S Untereinheit an der mRNA bleiben, müsste durch den 

Verlust des RRF die Expression des stromabwärts-liegenden Gens reduziert sein. 

Das kann mit den Daten aus Abbildung 5 und 7 jedoch nicht gezeigt werden da sich 

ohne prämatures Stop-Codon die Translationseffizienz des stromabwärts-liegenden 

Reporters ähnlich verhält zu dem stromaufwärts-liegenden Reporter. Bleibt bei der 

Reinitiation das 70S Ribosom bestehen wie von Yamamoto et al. 2016 beschrieben, 

sollte die Expression des stromabwärts-liegenden Gens erhöht sein, durch den 

Verlust der RRF Aktivität (Saito et al. 2020). Auch dieses Ergebnis kann mit den 

Ergebnissen in Abbildung 5 und 7 nicht gezeigt werden. Der genaue Mechanismus 

der Termination-Reinitiation, wie er aus dem Ergebnissen dieser Arbeit hervorgeht, 

wird später noch betrachtet. Zunächst wird jedoch betrachtet wie sich intragene SD 

Sequenzen auf die untersuchte Translations-Kopplung auswirken. 

2. Intergene SD Sequenzen und deren Funktion in der Termination-

Reinitiation 

Die SD Sequenz ist ein kurzes Motiv, welches die Translations-Initiation durch die 

direkte Basenpaarung mit der anti-Shine-Dalgarno Sequenz (aSD) auf der 16S rRNA 

einleitet (Shine und Dalgarno, 1974). Während die Rolle der SD Sequenz in Bezug 

auf die Translations-Initiation in Bakterien für Jahrzehnte untersucht wurde (de Smit 

and van Duin 1990; Barrick et al. 1994; Chen et al. 1994) konnte gezeigt werden, 

dass in Archaea zum Beispiel in Sulfolobus solfataricus mit 69% (Wurtzel et al. 2010) 

und für H. volcanii mit 72% (Babski et al. 2016) Transkripte ohne 5‘-UTR und somit 

ohne SD Sequenz vertreten sind. Das sind zwei Repräsentanten der Crenarchaeota I 

und Haloarchaea, welche vermuten lassen, dass SD Sequenzen in Archaea bei der 

Translations-Initiation keine wichtige Rolle spielen. Für H. volcanii konnte diese 

Vermutung bereits experimentell bestätigt werden (Kramer et al. 2014). Für die 

Modellorganismen H. volcanii und E. coli konnte jedoch in den analysierten 

Genpaaren dieser Arbeit eine intragene SD Sequenz gefunden werden, welche im 

passenden Abstand zum Start-Codon des stromabwärts-liegenden Gens, mit der 

optimalen Länge von 6 ± 2 Nukleotiden vorliegen (Vimberg et al. 2007). Für viele 

bakterielle Spezies wurde gezeigt, dass SD Sequenzen innerhalb proteincodierender 

Gene vorliegen (Diwan and Agashe 2016; UMU et al. 2016; Yang et al. 2016). Bisher 

ist über die Funktion dieser wenig bekannt. Bei der Sequenz-Konservierung-Analyse 
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von Hockenberry et al., 2018, stellte sich heraus das intragene SD Sequenzen vor 

downstream Genen in Multigen-Operons der analysierten Enterobacteriales 

hochkonserviert sind. Demnach ist eine Funktion dieser sehr wahrscheinlich, da die 

Sequenzen evolutionär beibehalten wurden. Li et. al 2012 schlagen für SD 

Sequenzen innerhalb einer proteincodierten Sequenz vor, dass diese als Regulation 

der Translations-Geschwindigkeit genutzt werden können, indem die mRNA an die 

ribosomale Untereinheit bindet und diese so am Vorangehen zum folgenden Codon 

hindert. Dass solche Translations-Pausen entstehen, konnte mit einigen Ribosome-

Profiling-Arbeiten bereits unterstützt werden (Li et al., 2012; Liu et al., 2013). 

Passend dazu, wurde die Funktion einer SD Sequenz in einem Termination-

Reinitiations-Ereignis an überlappenden Genpaaren, ähnlich den TURBS in 

eukaryontischen Viren, gemutmaßt (Powell et al. 2011; Powell 2010). Das heißt, es 

wird angenommen, dass die SD Sequenz dabei hilft die Ribosomen an der mRNA zu 

halten, wenn die Translation an Gen x terminiert und bevor eine Reinitiation an Gen y 

stattfinden kann. Die genaue Bedeutung dieser Sequenz-Motive wurde für sieben 

Genpaare aus H. volcanii und für fünf Genpaare aus E. coli untersucht. Hierfür 

wurden die iSD Sequenzen zu einer Sequenz mutiert, welche nicht mit der SD 

konsensus Sequenz übereinstimmt. Die Analyse von mutierten SD Motiven zeigt, 

dass die Translationseffizienzen der stromabwärts-liegenden Gene variieren. Es ist 

kein einheitliches Ergebnis für alle untersuchten Genpaare in H. volcanii zu erkennen 

(Abbildung 6). Durch die Veränderung der SD Motive sind bei den Konstrukten, 

welche mit den Genen x/y an die dhfr fusioniert sind, Abnahmen von 50% (ureBC), 

60% (a.b.P.hom1) und 20% (rpl5/rps15) gezeigt, sowie eine Zunahme der 

Translationseffizienz (rpl30/rpl15) um 70%. Die Fusionen von Gen x mit dem 

Reportergen dhfr zu einem ATGA-Überlapp zeigen Abnahmen der 

Translationseffizienz von 70% (glnP), 20% (cna) und 80% (HVO_0685). Somit haben 

intragene SD Sequenzen einen Einfluss auf die Termination-Reinitiation, dieser ist 

jedoch für jedes Genpaar variabel. Für E. coli konnte ein ähnliches Muster gezeigt 

werden (Abbildung 8). Nach der Veränderung der SD Motive kam es hier zu 

Abnahmen von 70% (hyfH/hyfI), 90% (astD/astB), 100% (ydbH/ynbE) sowie 65% 

(menD/menH). In einem Fall (bioB/bioF) kann durch die veränderte SD Sequenz kein 

Effekt gezeigt werden. Dieses Genpaar hat zum einen nur eine sehr schwache SD 

Sequenz (siehe Tabelle 57) und zeigte auch keine Kopplung durch Termination-

Reinitiation (Abbildung 7c). Für die restlichen Genpaare wird jedoch gezeigt, dass die 
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SD Sequenz einen Effekt auf die Translationskopplung durch Termination-

Reinitiation hat. Wie auch schon bei H. volcanii, ist dieser jedoch für jedes analysierte 

Genpaar in E. coli variabel. In dem biophysikalischem Modell von Tian and Salis 

2015 wird gezeigt, dass das Vorhandensein von SD Sequenzen innerhalb 

überlappender Gene für die Reinitiation der Translation nicht benötigt wird. Auch für 

die de novo Translations-Initiation konnte eine kürzlich publizierte Studie für E. coli 

zeigen, dass mutierte aSD-Sequenzen in der 16S rRNA nicht dazu führen, dass 

Ribosomen bei der Translations-Initiation an der falschen Stelle initiieren. Die 

Ribosomen sind trotz der nicht mehr möglichen Wechselwirkung mit der SD Sequenz 

an der mRNA in der Lage, korrekte Translations-Initiationscodons zu finden (Saito, 

Green, and Buskirk 2020). Statt der SD Motive wurde alternativ postuliert, dass 

lokale mRNA-Strukturen sowie Faltungs-Kinetiken eine Rolle spielen bei der 

Rekrutierung der Ribosomen zur Startstelle. Durch die Mutation der SD Sequenzen 

in dieser Arbeit ist es möglich, dass die Strukturen der mRNA an dieser Stelle 

verändert wurden und dadurch die Bindungmöglichkeiten der Ribosomen 

herabgesetzt werden. Wie in zahlreichen Translations-Initiations-Studien bereits 

gezeigt wurde, steht die Sekundärstruktur der mRNA im Bereich der Initiationsstelle 

in Korrelation mit dem Protein-Level der fusionierten Reportergene (Salis, Mirskwy, 

and Voigt 2009; Kudla et al. 2009; Goodman, Church, and Kosuri 2013). Jedoch 

kann das mit den Versuchen dieser Arbeit nicht verglichen werden, da die 

Translationskopplung an den Genpaaren bewiesen ist und eine de novo-Initiation 

ausgeschlossen werden kann. Mögliche Sekundärstrukturen durch langreichende 

Wechselwirkung können bei den erhaltenen Ergebnissen aufgrund der erstellten 

Konstrukte keine Rolle spielen. Eine Kopplung ist hier trotz mutierter SD Sequenz in 

den meisten Fällen noch möglich. Bis auf zwei Ausnahmen (rpl30/rpl15 in Abbildung 

6 und bioB/bioF in Abbildung 8) wird gezeigt, dass es zu einer Abnahme der 

Translationseffizienz ohne SD Motiv führt. Der genaue Mechanismus und die 

Funktion der Motive kann zum jetzigen Zeitpunkt allerdings noch nicht eindeutig 

geklärt werden. 

Die experimentellen Daten zu SD Sequenzen innerhalb überlappender Genpaare 

wurden durch die bioinformatische Analyse von 720 annotierten prokaryotischen 

Genomen unterstützt. Durchgeführt wurden diese von Eugene Koonins Gruppe aus 

dem National Institute of Health (NIH in Bethesda, USA). Die untersuchten Genome 

wurden für eine bessere Darstellungsmöglichkeit in 24 Gruppen eingeteilt. Alle 
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Gruppen besitzen überlappende co-direktionale Genpaare mit intragenen SD 

Sequenzen in relativ hohen Anteilen (siehe Abbildung 9a). Diese ermöglichen zwar 

generell eine gekoppelte Translation, bisher wurden jedoch nur wenige weitere 

Spezies experimentell auf eine solche Translationskopplung untersucht. Eine Studie 

zu einem Genpaar des Archaeon Sulfolobus Solfataricus zeigt zum Beispiel die 

Analyse eines in vitro-Translations-Assay. Das untersuchte Genpaar hat 

aufeinanderfolgende Stop-Start-Codons (UGAGUG) sowie ein SD Motiv in dem 

stromaufwärts-liegenden Gen. Durch die Analyse von Mutanten konnte hier gezeigt 

werden, dass die Translation nicht gekoppelt abläuft (Condo, Ciammaruconi, and 

Benelli 1999). Für eine Aussage darüber, welche Gruppen in Prokaryoten 

Genüberlappe zur Translationskopplung nutzen, sind selbstverständlich weitere 

Studien notwendig. Die Analyse von SD Sequenzen sowie starken SD Sequenzen 

zeigt zwei Möglichkeiten der Initiation: Liegt die SD Sequenz innerhalb eines 

Genüberlapps kann von einer Reinitiation ausgegangen werden und vor leading 

Genen von einem de novo-Mechanismus (Abbildung 9 und Abbildung 10). Die 

Verteilung in den eingeteilten 24 Gruppen ist divers und hat gezeigt, dass es 

unterschiedliche Nutzungen der SD Sequenzen gibt, welche in die folgenden vier 

Gruppen aufgeteilt wurden: Die erste Gruppe macht mittleren Gebrauch von SD 

Motiven sowohl für eine de novo-Initiation als auch für eine Reinitiation. Starke SD 

Sequenzen werden kaum genutzt. Zu dieser Gruppe gehören zum Beispiel 

Fimbrobacteria, alle fünf Gruppen der Proteobacterien, die Planctomyceten und die 

Spirochaeten. Hier lassen sich die experimentellen Ergebnisse von E. coli aus den 

-Proteobacterien sehr gut einordnen, da als Lehrbuchwissen bekannt ist, dass SD 

Sequenzen für die Initiation der Translation verwendet werden (Madigan et al. 2009) 

und für intragene SD Sequenzen eine Funktion gezeigt wurde für eine Termination-

Reinitiation (Abbildung 8). Die zweite Gruppe nutzt SD Motive sowie starke SD 

Motive sowohl für die Reinitiation als auch für die de novo-Initiation. Dazu gehören 

die Aquificae, Firmicutes, Fusiobacteria, Synergistetes und Thermotogae (Abbildung 

9 und Abbildung 10). Charakteristisch für Gruppe 3 sind Chrenarchaeota I, 

Haloarchaea und Cyanobacteria. Hier wird die SD Sequenz kaum, wenn überhaupt, 

für die de novo-Initiation genutzt. Das kann unterstützt werden mit den Anteilen der 

leaderless Transkripte in H. volcanii von 72% (Babski et al. 2016) und Sulfolobus 

Solfataricus mit 69% (Wurtzel et al. 2010) in welchen ohne 5'UTR auch keine SD 

Sequenz vorhanden sein kann. Eine gekoppelte Translation welche eine de novo-
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Initiation beinhaltet (UTNI) ist somit nicht sehr wahrscheinlich, sondern eine 

Kopplung durch Termination-Reinitiation. Dies konnte mit der bioinformatischen 

Analyse verstärkt werden, welche zeigt, dass jeweils drei Gruppen von Bakterien und 

Archaea, darunter die Haloarchaea, SD Motive hauptsächlich für die Reinitiation 

nutzen und nicht für eine de novo-Initiation. Dies ist in Abbildung 9c dargestellt mit 

Werten über 1,5. Die vierte Gruppe scheint SD Motive weder für eine de novo-

Initiation noch für eine Reinitiation zu nutzen. Hierzu zählen nur die Bacteriodeten, 

welche Anteile von jeweils unter 10% besitzen (siehe Abbildung 9 und Abbildung 10) 

Entgegen der Literaturangaben, welche für Bakterien zeigten, dass die Stärke von 

SD Sequenzen nicht in Korrelation mit der Belegung von Ribosomen auf der mRNA 

steht (Schrader et al. 2014; Campo et al. 2015; Li et al. 2014), zeigen diese Daten, 

dass SD Motive in Prokaryoten evolutionsbedingt beibehalten und demnach auch 

verwendet werden.  
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3. Abstände zwischen Genen auf polycistronischer mRNA und die 
Bedeutung für die gekoppelte Translation 

Polycistronische mRNAs in Prokaryoten sind nicht gleichzusetzen mit überlappenden 

Genpaaren. Viele Operons liegen nicht mit überlappenden Sequenzen, sondern mit 

intergenen Bereichen vor. Solche Gene können entweder unabhängig voneinander 

translatiert (Abbildung 3a) werden oder aber über den UTNI-Mechanismus gekoppelt 

sein (Abbildung 3b). Es sind einige Fälle bekannt bei denen die Translation eine de 

novo-Initiation, wie bei dem UTNI-Mechanismus beschrieben, beinhaltet. Durch 

erhöhte Proteinlevel des stromabwärts-liegenden Gens verglichen mit dem 

Proteinlevel des stromaufwärts-liegenden Gens konnte an drei Operons, welche für 

ribosomale Proteine, die F-Typ ATPase und Cas Proteine codieren, bewiesen 

werden, dass ein UTNI-Mechanismus stattfindet (Quax et al., 2013). Für H. volcanii 

konnten 792 Gene gefunden werden, welche einen Abstand von bis zu 10 

Nukleotiden besitzen (Babski et al. 2016). Für eins davon wurde in dieser Arbeit 

gezeigt, dass mit diesem Abstand noch immer eine Translationskopplung möglich ist 

(Abbildung 5, flgA1/flgA2). Als Schlüsselrolle gilt in der Translationskopplung der 

Abstand zwischen zwei Genen auf einer polycistronischen mRNA. Genauer gesagt: 

ist die Anzahl der Nukleotide zwischen dem Stop-Codon des einen Gens und Start-

Codon des nächsten Gens ausschlaggebend. Für die genauere Analyse wie weit der 

Abstand zwischen zwei Genen sein kann, dass noch eine Termination-Reinitiation 

stattfindet, wurde zunächst das native Genpaar HVO_0685/0686 aus H. volcanii 

untersucht. Dieses besitzt im nativen Zustand einen Abstand von einem Nukleotid 

(Tabelle 56). Die sukzessive Vergrößerung des intergenen Abstands hat gezeigt, 

dass mit einer Distanz von fünf Nukleotiden die Translationseffizienz bereits um 30% 

abnimmt. Die Abstände von 13 und 19 Nukleotiden haben Abnahmen von 60% und 

65% (Abbildung 11c) gezeigt. Da für Archaea ein solcher Mechanismus bisher nicht 

untersucht wurde, wird betrachtet was über die zweite prokayotische Domäne, die 

Bakterien, bisher bekannt ist. Laut Literatur ist ein Abstand von weniger als 25 

Nukleotiden optimal für eine gekoppelte Translation in Bakterien (Levin-Karp et al. 

2013; Tian and Salis 2015). Angenommen dies ist anwendbar für H. volcanii, so 

befindet sich hier ebenfalls ein Großteil der Gene in der richtigen Positionierung. Die 

erhaltenen Ergebnisse dieser Arbeit zeigen jedoch das sich H. volcanii von den 

Literaturwerten für E. coli unterscheidet, da ein Abstand von 22 Nukleotiden bei dem 

Genpaar HVO_0685/0686 bereits keine Translationskopplung mehr erlaubt und 
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somit der maximale Abstand zwischen zwei Genen für eine mögliche 

Translationskopplung unter 20 Nukleotiden liegt (Abbildung 11c). Um 

auszuschließen, dass es sich bei dem analysierten Genpaar um eine Ausnahme 

handelt, wurden für beide Modellorganismen, H. volcanii und E. coli, jeweils drei 

weitere Genpaare auf den maximalen intergenen Abstand untersucht. Für H. volcanii 

ist bei allen untersuchen Genpaaren mit einem Abstand von 13 bzw. 14 Nukleotiden 

noch eine Translationseffizienz von mindestens 40%, verglichen mit der nativen 

Sequenz, zu sehen. Ab einem Abstand von 22 bzw. 23 Nukleotiden kann für keines 

der vier analysierten Genpaare mehr von einer Translationskopplung gesprochen 

werden (Abbildung 11). Für E. coli ist in 75% der intergenen Regionen in 

polycistronischen Transkripten der Abstand kürzer als 25 Nukleotide (Yamamoto et 

al. 2016), was darauf hinweist, dass ein hoher Anteil der Gene im Genom von E. coli 

optimal positioniert ist für die gekoppelte Translation. Dem wiederspricht ein von Qin 

et al. vorgeschlagener Scanning-Mechanismus, bei welchem das Ribosom bis zu 60 

Nukleotide entlang der mRNA wandern kann bis zu einem weiteren Start-Codon (Qin 

et al. 2016). Hierbei bleibt das 70S Ribosom bestehen. Ein solches 70S Ribosomen 

Scanning entlang der mRNA lässt die Frage offen, wie eine Reinitiation stattfindet, da 

der Initiations-Mechanismus durch biochemische Aktivitäten von fMet-RNA und 

Initiationsfaktoren an der 30S Untereinheit gut charakterisiert ist (Simonetti et al. 

2009). Die erhaltenen Ergebnisse für E. coli in dieser Arbeit zeigen bei 14 

Nukleotiden intergenem Abstand in zwei Fällen noch eine Translationseffizienz von 

mindestens 50% (hyfH/hyfI und ydbH/ynbE). Für das dritte analysierte Genpaar 

(menD/menH) kann bereits nach zwei Nukleotiden Abstand nur noch eine 30%ige 

Translationseffizienz berechnet werden und mit einem Abstand von 14 Nukleotiden 

nur noch knapp 20%. Für alle drei Genpaare ist zu sehen, dass die 

Translationskopplung ab einem Abstand von 38 Nukleotiden nicht mehr stattfindet 

(Abbildung 12). Somit kann gezeigt werden das ein 70S Scanning-Mechanismus 

ausgeschlossen werden kann für die Translations-Kopplung in E. coli. 

Zusammenfassend wird gezeigt, dass Abstände ab 13 Nukleotiden bei H. volcanii 

und E. coli bereits zu einem Einbruch der Translationseffizienz des stromabwärts-

liegenden Gens führen. Unterstützend zu diesen Erkenntnissen sind die Ergebnisse 

der bioinformatischen Analyse von Friedhelm Pfeiffer (Max Plank Institut für 

Biochemie, Martinsried) heranzuziehen (Abbildung 13). In den Genomen der beiden 

untersuchten Modellorganismen sind jeweils Abstand-Peaks bei -4 Nukleotiden 
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gefunden worden. Es konnte gezeigt werden, dass die Initiations-Rate bedeutend 

höher ist wenn die Gene mit -4 Nukleotiden (ATGA) überlappen. An diesen 

Nukleotiden ist es der Initiator-tRNA möglich, im Komplex mit der 30S ribosomalen 

Untereinheit mit ihrem Anti-Codon Loop (3'-UACU-5') Watson-Crick Basenpaarung 

mit der mRNA aufzubauen (Schmitt et al. 1980). 

4. Optimierung einer Methode zur genauen Untersuchung des 

Termination-Reinitiations-Mechanismus in Prokaryoten 

Translationskopplung ist ein ubiquitärer Mechanismus, welcher die Protein 

Expression in Operons kontrolliert. Die Effekte wurden bereits in vielen Studien 

untersucht (Rex et al. 1994; Hellmuth et al. 1991; Lesaget et al. 1992; Schümperli et 

al. 1982; Aksoy, Squires, and Squires 1984; Oppenheim and Yanofsky 1980; Levin-

Karp et al. 2013), der genaue Mechanismus der Termination-Reinitiation ist jedoch 

noch nicht bekannt. Hierfür wurden kürzlich zwei mögliche Mechanismen postuliert: 

1) Ribosomen translatieren das erste Gen bis zum Stop-Codon und bleiben als 70S 

Ribosom bestehen, um auf der mRNA nach einem neuen Start-Codon zu scannen 

(Yamamoto et al. 2016), oder 2).Nach der Termination dissoziiert die ribosomale 50S 

Untereinheit durch Ribosomen-Recycling-Faktoren (RRF) von der mRNA. Die 30S 

Untereinheit scannt entlang der mRNA und reinitiiert an einem stromabwärts-

liegenden Gen, sobald eine neue 50S Untereinheit reassoziiert wurde (Adhin und 

van Duin, 1990; Rex et al., 1994). In einer biophysikalischen Studie wurde dieser 

mögliche Reinitiations-Mechanismus in Bakterien wie folgt beschrieben: Wenn das 

70S Ribosom ein Stop-Codon erreicht, dissoziiert es von der mRNA. Der 30S 

Untereinheit ist es jedoch möglich, durch die positive Ladung der Plattform locker 

gebunden an der mRNA zu verbleiben. Durch nicht spezifische Interaktionen kann 

die Untereinheit entlang der mRNA in beide Richtungen, scannen und hat dabei eine 

geringe Chance von der mRNA zu fallen (Tian and Salis 2015). Dieser Mechanismus 

ist vergleichbar mit dem bereits gut analysierten Termination-Reinitiations-Ereignis 

bei eukaryontischen Viren (Powell et al. 2011; Powell 2010). Die beiden 

Möglichkeiten unterscheiden sich also grundlegend darin, ob die 50S Untereinheit an 

der mRNA ausgetauscht wird oder nicht. Um diese Fragestellung beantworten zu 

können wurde in dieser Arbeit eine Methode entwickelt, welche eine Unterscheidung 

ermöglicht ob bei dem Ereignis der Termination-Reinitiation die 30S Untereinheit 

oder das komplette 70S Ribosom an der mRNA verbleibt (Versuchsablauf in 
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Abbildung 14). Die Idee der Methode beruht auf dem ribosome display. Bei diesem 

ist es möglich, einen Translations-Komplex aufzureinigen, welcher aufgrund eines 

nicht vorhandenen Stop-Codons nicht in der Lage ist in seine Bestandteile zu 

dissoziieren. Der komplette Versuch erfolgt in vitro und die zu translatierende mRNA 

wird so geplant, dass am 5'- oder 3'-Ende ein His-Tag translatiert wird, an welchem 

der Komplex aufgereinigt werden kann (Plückthun 2012). Die einzelnen benötigten 

Bestandteile dieses Versuches konnten in dieser Arbeit bereits produziert und in 

proof-of-principal Experimenten als funktional verifiziert werden. Nachfolgend sind die 

einzelnen Bestandteile, sowie der jetzige Stand und weitere Optimierungs-

Möglichkeiten diskutiert. 

In vitro Translationslysat (S30) wurde, wie in der Literatur beschrieben hergestellt 

(Foshag et al. 2018). Dafür wurden E. coli Deletionsstämme herangezogen (Baba et 

al. 2006; Cukras and Green 2005), welche das jeweilige ribosomale Protein (S6, 

S13, L9 oder L33) plasmidisch und fusioniert an einen His-Tag enthalten. Es besteht 

somit die Möglichkeit, die ribosomalen Untereinheiten aus dem Lysat anhand des 

His-Tags zu entfernen (siehe Abbildung 18). Da davon ausgegangen werden kann, 

dass das im Stamm deletierte Protein in die Ribosomen eingebaut wird, wenn dieses, 

konstitutiv von einem Plasmid, exprimiert wird. Der Schritt zur Entfernung der 

Ribosomen aus dem Lysat bedarf allerdings noch weiterer Optimierung. Es ist zu 

sehen, dass das Säulenmaterial entweder überladen war und daher nicht die 

kompletten, markierten Proteine gebunden wurden (siehe 50S Untereinheit in 

Durchfluss und in den Waschschritten in Abbildung 18) oder aber die Zugänglichkeit 

der Histidin-Markierung an der eingebrachten Position nicht optimal ist. Zur 

Optimierung kann hier zum einen ein anderer Tag verwendet werden, wie zum 

Beispiel der Strep-II-Tag oder ein Linker kann zwischen Histidin-Markierung und 

Protein-Sequenz gebracht werden, um sicherzustellen, dass die Markierung weiter 

aus dem Ribosom ragt (Wu et al. 2018). Dass das selbsthergestellte S30 Lysat 

funktional ist und Protein translatiert wird, ist in Abbildung 19 mit dem Nachweis von 

GFP gezeigt.  

mRNA konnte ebenfalls erfolgreich transkribiert werden (siehe Abbildung 15) und in 

einem Ansatz mit gekauftem in vitro Translationslysat (PURExpress) zu Protein 

translatiert werden, wie in Abbildung 17 mittels Silbergelfärbung dargestellt wurde. 

Die Nachweisgrenze mit Coomassie liegt bei 0,1 µg Protein pro Bande (Kang et al. 

2002) und reicht hier nicht aus für den Nachweis des translatierten Proteins im Gel. 
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Daher wurde die nachweisstärkere Methode einer Silberfärbung (Nachweisgrenze: 

0,1-1 ng Protein/ Bande) gewählt (Rabilloud, Carpentier, and Tarroux 1988). Nach 

zwei Stunden Inkubation der in vitro Translation kann ein Protein auf der richtigen 

Höhe detektiert werden, welches vorher nicht zu sehen war. Zusätzlich war auch das 

GFP zum Test des S30 Lysats von selbst hergestellter mRNA transkribiert worden. 

Zum Start der in vitro Translation werden in dem geplanten Versuchsablauf 

ribosomale Untereinheiten benötigt. Dafür wurden Ribosomen isoliert und in ihre 

Untereinheiten getrennt. Das geschah sowohl für leichte (14N) als auch schwere (15N) 

Ribosomen. Abbildung 20 zeigt die Profile und den Nachweis der getrennten 

Untereinheiten in Form von RNA Gelen. Der Nachweis, dass diese Ribosomen 

funktional sind, ist in Abbildung 21 dargestellt. Da die quantifizierte Proteinbande 

nach der Zugabe von selbst isolierten ribosomalen Untereinheiten stärker ist. 

Zusätzlich wurden die leichten (14N) und schweren (15N) ribosomalen Untereinheiten 

in der Massenspektrometrie von Julian Langer (MPI für Biophysik, Frankfurt) 

untersucht und die Ergebnisse zeigen, dass der Einbau von 15N und damit die 

Markierung der Ribosomen funktioniert hat (Abbildung 22). 

Mit all diesen Bestandteilen und unterschiedlichen Kontrollen in Form von mRNA-

Konstrukten (siehe Abbildung 16) ist es nun theoretisch möglich, den Mechanismus 

der Termination-Reinitiation wie folgt zu analysieren: Zu einem in vitro 

Translationslysat ohne 50S Ribosomen wird eine mRNA sowie ribosomale 14N-50S 

Untereinheiten gegeben um einen Start der Translation zu ermöglichen. Nach kurzer 

Zeit wird ein Überschuss an markierten 15N-50S Ribosomen hinzugegeben, so dass 

wenn es zu einem Austausch der 50S Untereinheit an der mRNA kommt, mit großer 

Wahrscheinlichkeit eine schwere Untereinheit eingesetzt wird. Hier kommen die 

Kontrollen der mRNA ins Spiel. An der mRNA, welche nur ein Gen (x) enthält, kann 

keine Termination-Reinitiation stattfinden, somit ist diese die Negativkontrolle 

(Abbildung 16a). Es wird erwartet, dass der Komplex nur leichte ribosomale 14N-50S 

Untereinheiten enthält. Das zweite mRNA Konstrukt (Abbildung 16b) lässt auch nach 

Austausch der großen ribosomalen Untereinheit die Aufreinigung des Komplexes zu, 

da der His-Tag am C-terminalen Ende von Gen y kloniert vorliegt. Die 

Unterscheidung der markierten und nicht markierten ribosomalen Untereinheiten in 

den Komplexen erfolgt nach der Aufreinigung der Translationskomplexe mittels 

Massenspektrometrie. Hierfür können vorab Standardkurven erstellt werden. 
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Mischungen, welche definierte Verhältnisse von markierten und nicht-markierten 

Ribosomen erhalten, werden dafür massenspektrometrisch gemessen.  

Als eine Alternative wurden bereits Vorarbeiten durchgeführt, welche ermöglichen, 

die ribosomalen Untereinheiten über die deletierten ribosomalen Proteine mit 

Fluoreszenz-Farbstoffen zu markieren und diese in den aufgereinigten Komplexen 

dann im Fluoreszenz-Photometer zu analysieren. Dieser Nachweis ist eventuell 

sensitiver als die Markierung mit schwerem Stickstoff. Durch die Markierung der 

Fluoreszenz sind nicht markierte Ribosomen nicht störend, da sie nicht im 

Fluoreszenz-Photometer sichtbar werden. Es ist hier jedoch notwendig die 

Translation einigermaßen synchronisiert zu starten und zu verhindern, dass 

Polyribosomen an der mRNA vorhanden sind. Diese könnten das Ergebnis 

verfälschen. 

Dass es sich um den 30S Mechanismus handelt, wird durch Studien unterstützt wie 

von Chen et. al 2017, welche zeigt, dass für die Termination der Translation ein 

Recycling bzw. ein Splitten der Ribosomen benötigt wird (Chen et al. 2017). Der 

Mechanismus der Termination ist vor allem in Bakterien ein vielfach und genau 

untersuchter Mechanismus (Borg, Pavlov, and Ehrenberg 2016; Hirokawa et al. 

2005; Prabhakar et al. 2017), jedoch in keinem der bisher veröffentlichten Studien in 

den Bezug auf eine Translationskopplung an überlappenden Genpaaren und eine 

Reinitiation nach der Termination. Ob für dieses Ereignis ebenfalls ein Splitten der 

Ribosomen notwendig ist, kann mit dem aktuellen Stand der Forschung noch nicht 

mit Sicherheit gesagt werden. Die in dieser Arbeit geplante und vorbereitete Methode 

kann dazu beitragen, diesen Mechanismus genauer zu untersuchen. 

Eine weiterführende Fragestellung, welche mit diesem Versuchsaufbau und der 

mRNA aus Abbildung 16c untersucht werden kann, ist die Bildung von Heteromeren-

Protein-Komplexen während einer gekoppelten Translation. Ein großer Vorteil einer 

solchen co-translationalen-Komplexbildung ist das unspezifische oder gar 

problematische Interaktionen in einer überfüllten Zellumgebung verhindert werden 

(Ellis 2001). Das erste Mal wurde eine co-translationale-Komplexbildung aus 

heteromeren Untereinheiten für E. coli in 1964 vorgeschlagen (Kiho and Rich 1964). 

Bis heute ist dies vor allem für Eukaryoten ein gut untersuchtes Thema (Fiebiger et 

al. 2005; Halbach et al. 2009; L. Chang et al. 2006). Die neuste Studie für E. coli ist 

2015 von Shieh et al. publiziert worden. In dieser konnte gezeigt werden, dass die 

Untereinheiten der Luciferase co-Translational gebildet werden, was befürwortet, 
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dass es nicht zu einem Austausch der ribosomalen 50S Untereinheit kommt und sich 

die Proteine am Ribosom aufhalten können, um bereits während der Translation 

miteinander wechselwirken zu können (Shieh et al. 2015). Die in Abbildung 16c 

gezeigte mRNA ermöglicht diesen Versuch indem das bei einer Translation 

exprimierte Protein X mit dem His-Tag markiert ist. Wenn dieses am Ribosom 

verweilt bis auch das zweite translatiert wurde und die beiden Proteine einen 

Komplex bilden so ist es möglich den ribosome-display-Komplex aufzureinigen. Die 

vorgestellte Methode ermöglicht somit nicht nur zu unterscheiden ob es sich bei der 

Termination-Reinitiation um eine 30S ribosomale Untereinheit oder ein 70S Ribosom 

handelt, sondern zusätzlich für E. coli Einblicke zum Thema co-translationale-

Komplexbildung zu verschaffen. 
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VII. Anhang 

1. Abkürzungsverzeichnis 
Abkürzung Bezeichnung 

AP Alkalische Phosphatase 

Amp Ampicillin 

AraDH Arabinose-Dehxdrogenase 

ATP Adenosintriphosphat 

-Gal -Galakotosidase 

BCA Bicinchoninsäure Assay 

Bp Basenpaare 

CAT Chloramphenicol-Acetyltransferase 

Co-A Coenzym-A 

dig-dUTPs Digoxigeninmarkiertes desoxiribo-Uraciltriphosphat 

DHAP Dihydroxyacetonphosphat 

DHF Dihydrofolat 

DHFR Dihydrofolat-Reduktase 

DNA Desoxyribonukleinsäure 

dNTP Desoxynukleotidtriphosphat 

E. coli Escherichia coli 

et al. et alia 

Fw forward 

gDNA genomische DNA 

GlpD Glycerin-3-Phosphat Dehydrogenase 

GFP Grün fluoreszierendes Protein 

GTP Guanosintriphosphat 

GusA -Glucuronidase 

G3P Glycerin-3-Phosphat 

H. volcanii Haloferax volcanii 

inkl. inklusive 

IRES Interne ribosomale Eintrittsstelle 

iSD Intragene Shine-Dalgarno Sequenz 

Kan Kanamycin 

MCS multiple cloning site 
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Abkürzung Bezeichnung 

NADP+ Nicotinamidadenindinukleotidphosphat (oxidierte Form) 

mRNA Messenger RNA 

MTT 3-(4,5- Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazoliumbromid 

NADPH Nicotinamidadenindinukleotidphosphat (reduzierte Form) 

Nt Nukleotide 

ORF Open reading frame 

ORI Origin of replication 

PCR Polymerase Kettenreaktion 

PMS Phenazin-Methanosulfat 

pNPG p-Nitrophenyl- -D-Glucopyranosid 

Pol Polymerase 

RBS Ribosomenbindestelle 

qRT-PCR Real-Time quantitative PCR 

RE Restriktionsenzym 

Rev reverse 

RNA Ribonukleinsäure 

RNaseE RibonukleaseE 

RRF Ribosomen Recycling Faktor 

rRNA ribosomale RNA 

RT Raumtemperatur 

SD Shine-Dalgarno 

TeRe Termination-Reinitiation 

TIR Translations-Initiations-Region 

tRNA transfer RNA 

UTNI upstream translation dependent de novo Initiation 

UTR Untranslated Region 

UV Ultraviolett 
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2. Abbildungen und Tabellen 

Anhang 1 Plasmide mit ihrer Nummerierung, Namen und Beschreibung. Während die 
Plasmide 1 und 2 von Sebastian Laass gestellt wurden sind alle folgenden Plasmide in dieser Arbeit konstruiert 
worden. 
# Name Beschreibung 

1 pSLRI (-) F. pSL Derivat. AraP glpD (ohne Stop) und gusA (mit Linker) 

2 pSLRI (N) F. pSL Derivat. AraP glpD (natives Stop) und gusA (mit 

Linker) 

3 pSLRI-astDB pSL Derivat. AraP glpD-Fusion mit 99 Nt astD (NcoI) und 

gusA fusion mit 30 Nt astB (XhoI); Amp. Resistenz 

4 pSLRI-astDB-SD0 pSL Derivat. AraP glpD-Fusion mit 99 Nt astD und gusA-

Fusion mit 30 Nt astB; Mutation zu SD0; Amp. Resistenz 

5 pSK-astDB-SD0 pSK Derivat. AraP 99 Nt astD und 30 Nt astB; Mutation zu 

SD0; Amp. Resistenz 

6 pSK-astDB pSK 99 Nt astD / 30 Nt ast B NcoI und XhoI Schnittstellen; 

Amp. Resistenz 

7 pSLRI-bioBF (N) pSL Derivat. AraP glpD (natives Stop)-Fusion mit 99 Nt 

bioB (NcoI) und gusA-Fusion mit 30 Nt bioF (XhoI); Amp. 

Resistenz 

8 pSLRI-bioBF-SD0 pSL Derivat. AraP glpD-Fusion mit 99 Nt bioB und gusA-

Fusion mit 30 Nt bioF; Mutation zu SD0; Amp. Resistenz 

9 pSK-bioBF pSK 99 Nt bioB / 30 Nt bioF NcoI und XhoI Schnittstellen; 

Amp. Resistenz 

10 pSLRI-menDH (-) pSL Derivat. AraP glpD (ohne Stop)-Fusion mit 99 Nt 

menD (NcoI) und gusA-Fusion mit 30 Nt menH (XhoI); 

Amp. Resistenz 

11 pSLRI-menDH (N) pSL Derivat. AraP glpD (natives Stop)-Fusion mit 99 Nt 

menD (NcoI) und gusA-Fusion mit 30 Nt menH (XhoI); 

Amp. Resistenz 

12 pSLRI-menDH-SD0 pSL Derivat. AraP glpD-Fusion mit 99 Nt menD und gusA-

Fusion mit 30 Nt menH; Mutation zu SD0; Amp. Resistenz 

13 pSK-menDH pSK 99 Nt menD / 30 Nt menH NcoI und XhoI 

Schnittstellen; Amp. Resistenz 

14 pSLRI-hyfHI(-) pSL Derivat. AraP glpD (ohne Stop)-Fusion mit 99 Nt hyfH 

(NcoI) und gusA-Fusion mit 30 Nt hyfI (XhoI); Amp.  
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# Name Beschreibung 

15 pSLRI-hyfHI(N) pSL Derivat. AraP glpD (natives Stop)-Fusion mit 99 Nt 

hyfH (NcoI) und gusA-Fusion mit 30 Nt hyfI (XhoI); Amp. 

Resistenz 

16 pSLRI-hyfHI-SD0 pSL Derivat. AraP glpD-Fusion mit 99 Nt hyfH und gusA-

Fusion mit 30 Nt hyfI; Mutation zu SD0; Amp. Resistenz 

17 pSK-hyfHI-SD0 pSK Derivat. AraP 99 Nt hyfH und 30 Nt hyfI; Mutation zu 

SD0; Amp. Resistenz 

18 pSK-hyfHI pSK 99 Nt hyfH / 30 Nt hyfI NcoI und XhoI Schnittstellen; 

Amp. Resistenz 

19 pSLRI-ydbHynbE (-) pSL Derivat. AraP glpD (ohne Stop)-Fusion mit 99 Nt ydbH 

(NcoI) und gusA-Fusion mit 30 Nt ynbE (XhoI); Amp. 

Resistenz 

20 pSLRI-ydbHynbE(N) pSL Derivat. AraP glpD (natives Stop)-Fusion mit 99 Nt 

ydbH (NcoI) und gusA-Fusion mit 30 Nt ynbE (XhoI); Amp. 

Resistenz 

21 pSLRI-ydbHynbE-

SD0 

pSL Derivat. AraP glpD-Fusion mit 99 Nt ydbH und gusA-

Fusion mit 30 Nt ynbE; Mutation zu SD0; Amp. Resistenz 

22 pSK-ydbHynbE pSK 99 Nt ydbH / 30 Nt ynbE NcoI und XhoI Schnittstellen; 

Amp. Resistenz 

23 pSLRI (-) rplJ pSL Derivat. AraP glpD (ohne Stop)-Fusion mit 99 Nt rpI 

und gusA-Fusion mit 30 Nt rpJ; Amp. Resistenz 

24 pSLRI (N) rplJ pSL Derivat. AraP glpD (natives Stop)-Fusion mit 99 Nt rpI 

und gusA-Fusion mit 30 Nt rpJ; Amp. Resistenz 

25 pPL23-csgB-gusA pPL Derivat. csgB 5'-UTR an gusA Reporter; Amp. 

Resistenz (Ursprung Petra L.) 

26 pSK-gapA pSK Derivat. gapA 5'-UTR; Amp. Resistenz 

27 pAG3-gapA-gusA pPL Derivat. gapA 5'-UTR an gusA Reporter; Amp. 

Resistenz (Ursprung Alessandra G.) 

28 pDT-cmK-gusA pDT Derivat. cmK 5'-UTR an gusA Reporter; Amp. 

Resistenz (Ursprung Dragan T.) 

29 pSK-cmK SD0 pSK Derivat. cmK 5'-UTR mit mutierter SD0; Amp 

Resistenz 
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# Name Beschreibung 

30 pSK-fumC SD0 pSK Derivat. fumC 5'-UTR mit mutierter SD0; Amp. 

Resistenz 

31 pSK-fumC  pSK Derivat. fumC 5'-UTR; Amp. Resistenz 

32 pSK-guaB SD0 pSK Derivat. guaB 5'-UTR mit mutierter SD0; Amp. 

Resistenz 

33 pSK-T7-cmK pSK Derivat. T7 RNA Polymerase Bindestelle; cmK 5'-

UTR; Amp. Resistenz 

34 pSK-cmK-ydbH ctrl pSK Derivat . T7 Polymerase Bindestelle; cmK 5'-UTR und 

ydbH Abschnitt mit Bindestelle für Fluoreszenz Oligo; Amp. 

Resistenz 

35 pSK-cmK-ydbHynbE pSK Derivat . T7 Polymerase Bindestelle; cmK 5'-UTR und 

ydbH/ynbE mit Bindestelle für Fluoreszenz Oligo; Amp. 

Resistenz 

36 pSK-30SfRNA-groß pSK Derivat. T7 Polymerase Bindestelle; 30S fRNA 

Sequenz; Amp. Resistenz 

37 pSK-rplI (L9) pSK Derivat. rplI (L9) über XhoI und SalI kloniert. NcoI und 

BamHI für Umklonierung; Amp. Resistenz 

38 pSK-rplI (L9) QC pSK Derivat. rplI (L9) Leu zu Cys Austausch an Position 

75; Amp. Resistenz 

39 pQE60-rplI (L9) pQE60 Derivat. rplI (L9) über NcoI und BamHI kloniert; T5 

Promotor C-Terminaler 6xHis-Tag; Amp. Resistenz 

40 pQE60-T7-rplI (L9) pQE60 Derivat. rplI (L9) über NcoI und BamHI kloniert; T7 

Promotor C-Terminaler 6xHis-Tag; Amp. Resistenz 

41 pQE60-blaP-rplI (L9) pQE60 Derivat. rplI (L9) über NcoI und BamHI kloniert; 

blaP Promotor C-Terminaler 6xHis-Tag; Amp. Resistenz 

42 pSK-rpmG (L33) pSK Derivat. rpmG (L33) über XhoI und SalI kloniert; NcoI 

und BamHI; Amp. Resistenz 

43 pSK-rpmG (L33) QC pSK Derivat. rpmG (L33) Lys zu Cys Austausch an Position 

29; Amp. Resistenz 

44 pQE60-rpmG (L33) pQE60 Derivat. rpmG (L33) über NcoI und BamHI kloniert; 

T5 Promotor C-Terminaler 6xHis-Tag; Amp.. Resistenz 
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45 pQE60-T7-rpmG 

(L33) 

pQE60 Derivat. rpmG (L33) über NcoI und BamHI kloniert; 

T7 Promotor C-Terminaler 6xHis-Tag; Amp. Resistenz 

46 pQE60-blaP-rpmG 

(L33) 

pQE60 Derivat. rpmG (L33) über NcoI und BamHI kloniert; 

blaP Promotor C-Terminaler 6xHis-Tag; Amp. Resistenz 

47 pSK-rpsF (S6) pSK Derivat. rpsF (S6) über XhoI und SalI kloniert. NcoI 

und BamHI; Amp. Resistenz 

48 pSK-rpsF (S6) QC pSK Derivat. rpsF (S6) Asp zu Cys austausch an Position 

41; Amp. Resistenz 

49 pQE60-rpsF (S6) pQE60 Derivat. rpsF (S6) über NcoI und BamHI kloniert; 

T5 Promotor C-Terminaler 6xHis-Tag; Amp. Resistenz 

50 pQE60-T7-rpsF (S6) pQE60 Derivat. rpsF (S6) über NcoI und BamHI kloniert; 

T7 Promotor C-Terminaler 6xHis-Tag; Amp. Resistenz 

51 pQE60-blaP-rpsF 

(S6) 

pQE60 Derivat. rpsF (S6) über NcoI und BamHI kloniert; 

blaP Promotor C-Terminaler 6xHis-Tag; Amp. Resistenz 

52 pSK-rpsM (S13) 

QC.10 

pSK Derivat. rpsM (S13) Asp zu Cys Austausch an Position 

10; Amp. Resistenz 

53 pSK-rpsM (S13) 

QC.85 

pSK Derivat. rpsM (S13) Cys zu Ser Austausch an Position 

85; Amp. Resistenz 

54 pSK-rpsM (S13) pSK Derivat. rpsM (S13) über XhoI und SalI kloniert. NcoI 

und BamHI; Amp. Resistenz 

55 pSK-rpsM (13) 

QC85.10 

pSK Derivat. rpsM (S13) Cys an Position 10 und Ser an 

Position 85; Amp. Resistenz 

56 pQE60-rpsM (S13) pQE60 Derivat. rpsM (S13) über NcoI und BamHI kloniert; 

T5 Promotor C-Terminaler 6xHis-Tag; Amp. Resistenz 

57 pQE60-T7-rpsM 

(S13) 

pQE60 Derivat. rpsM (S13) über NcoI und BamHI kloniert; 

T7 Promotor C-Terminaler 6xHis-Tag; Amp. Resistenz 

58 pQE60-blaP-rpsM 

(S13) 

pQE60 Derivat. rpsM (S13) über NcoI und BamHI kloniert; 

blaP Promotor C-Terminaler 6xHis-Tag; Amp. Resistenz 

59 pSK-NEB5'-UTR-

ydbH264-NEB3'-

UTR-TAA 

pSK Derivat. T7 RNA Polymerase Bindestelle; 5'-UTR von 

NEB Kit-ydbH Abschnitt (264nt) 3'-UTR von NEB Kit -tolA 

Spacer und TAA; Amp. Resistenz 
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62 pSK-NEB5'-UTR-

astD-6H-astB-

NEB3'UTR 

pSK Derivat. T7 RNA Polymerase Bindestelle; 5'-UTR von 

NEB Kit. astD-His6-astB Genpaar über XhoI und HindIII; 

3'-UTR aus NEB Kit. Amp. Resistenz 

63 pSK-menDH wt. pSK Derivat. 99Nt menD 30Nt menH NcoI und XhoI 

Schnittstellen 

64 pSK-menDH-TGA2 pSK Derivat. 99Nt menD 30Nt menH NcoI und XhoI 

Schnittstellen. Prämatures Stop-Codon TGA+2 

65 pSK-menDH-TGA14 pSK Derivat. 99Nt menD 30Nt menH NcoI und XhoI 

Schnittstellen. Prämatures Stop-Codon TGA+14 

66 pSK-menDH-TGA39 pSK Derivat. 99Nt menD 30Nt menH NcoI und XhoI 

Schnittstellen. Prämatures Stop-Codon TGA+39 

67 pSLRI-Flex-menDH 

(wt) 

pSL Derivat. AraP glpD (ohne Stop)-Fusion mit 99Nt menD 

(NcoI) und gusA-Fusion mit 30Nt menH (XhoI); Amp. 

Resistenz 

68 pSLRI-Flex-menDH 

(+2) 

pSL Derivat. AraP glpD (ohne Stop)-Fusion mit 99Nt menD 

(NcoI), prämatures Stop-Codon TGA+2 und gusA-Fusion 

mit 30Nt menH (XhoI); Amp. Resistenz 

69 pSLRI-Flex-menDH 

(+14) 

pSL Derivat. AraP glpD (ohne Stop)-Fusion mit 99Nt menD 

(NcoI), prämatures Stop-Codon TGA+14 und gusA-Fusion 

mit 30Nt menH (XhoI); Amp. Resistenz 

70 pSLRI-Flex-menDH 

(+38) 

pSL Derivat. AraP glpD (ohne Stop)-Fusion mit 99Nt menD 

(NcoI), prematures Stop-Codon TGA+38 und gusA-Fusion 

mit 30Nt menH (XhoI); Amp. Resistenz 

71 pSK-RS-B-glpD pSK Derivat. Theophyllin-Riboswitch-B an glpD; Amp. 

Resistenz 
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Anhang 2 Enzymaktivität und Transkriptlevel der prämaturen Stop-Codon Varianten aus H. volcanii. a. Die 
quantifizierten Enzymaktivitäten in pkat/mg des fusionierten Reportergens dhfr sind dargestellt für die analysierten 
Genpaare in dem jeweiligen Mittelwert von drei biologischen Replikaten und deren Standardabweichung. 
Verglichen werden jeweils Konstrukte ohne (-) und mit (+) prämaturem Stop-Codon. b. Zeigt die Mittelwerte drei 
biologischer Replikate der quantifizierten dhfr Transkriptlevel mit der Standardabweichung, Jeweils normiert auf 
den Wert des Konstrukts ohne prämatures Stop-Codon (-). Die Quantifizierung erfolgte mittels ImageJ aus 
Northern-Blots, welche mit dhfr spezifischen Sonden detektiert wurden. 
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Anhang 3 Dhfr Enzymaktivität sowie Transkriptlevel der SD Mutanten aus H. volcanii. a. Die quantifizierten 
Enzymaktivitäten in pkat/mg des fusionierten Reportergens dhfr sind dargestellt für die analysierten Genpaare in 
dem jeweiligen Mittelwert von drei biologischen Replikaten und deren Standardabweichung. Verglichen werden 
jeweils Konstrukte mit (+) und ohne (-) intergenes SD-Motiv. b. Zeigt die Mittelwerte drei biologischer Replikate 
der quantifizierten dhfr Transkriptlevel mit der Standardabweichung, Jeweils normiert auf den Wert des 
Konstrukts mit SD-Motiv (+). Die Quantifizierung erfolgte mittels ImageJ aus Northern-Blots, welche mit dhfr 
spezifischen Sonden detektiert wurden. 
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Anhang 4 Enzymaktivität und Transkriptlevel der prämaturen Stop-Codon Varianten aus E. coli. a. Die 
quantifizierten Enzymaktivitäten in pkat/mg des fusionierten Reportergens glpD sind dargestellt für die 
analysierten Genpaare in dem jeweiligen Mittelwert von drei biologischen Replikaten und deren 
Standardabweichung. Verglichen werden jeweils Konstrukte ohne (-) und mit (+) prämaturem Stop-Codon. b. Die 
quantifizierten Enzymaktivitäten in pkat/mg des fusionierten Reportergens gusA sind dargestellt für die 
analysierten Genpaare in dem jeweiligen Mittelwert von drei biologischen Replikaten und deren 
Standardabweichung. Verglichen werden jeweils Konstrukte ohne (-) und mit (+) prämaturem Stop-Codon. 
c. Zeigt die Mittelwerte drei biologischer Replikate der quantifizierten glpD Transkriptlevel mit der 
Standardabweichung, Jeweils normiert auf den Wert des Konstrukts ohne prämatures Stop-Codon (-). Die 
Quantifizierung erfolgte mittels ImageJ aus Northern-Blots, welche mit glpD spezifischen Sonden detektiert 
wurden. d. Zeigt die Mittelwerte drei biologischer Replikate der quantifizierten gusA Transkriptlevel mit der 
Standardabweichung, Jeweils normiert auf den Wert des Konstrukts ohne prämatures Stop-Codon (-). Die 
Quantifizierung erfolgte mittels ImageJ aus Northern-Blots, welche mit gusA spezifischen Sonden detektiert 
wurden. 
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Anhang 5 GlpD und GusA Enzymaktivität sowie Transkriptlevel der SD Mutanten in E. coli. a. Die 
quantifizierten Enzymaktivitäten in pkat/mg des fusionierten Reportergens glpD sind dargestellt für die 
analysierten Genpaare in dem jeweiligen Mittelwert von drei biologischen Replikaten und deren 
Standardabweichung. Verglichen werden jeweils Konstrukte mit (+) und ohne (-) SD-Motive innerhalb der 
überlappenden Gene. b. Die quantifizierten Enzymaktivitäten in pkat/mg des fusionierten Reportergens gusA sind 
dargestellt für die analysierten Genpaare in dem jeweiligen Mittelwert von drei biologischen Replikaten und deren 
Standardabweichung. Verglichen werden jeweils Konstrukte mit (+) und ohne (-) SD-Motive innerhalb der 
überlappenden Gene. c. Zeigt die Mittelwerte drei biologischer Replikate der quantifizierten glpD Transkriptlevel 
mit der Standardabweichung, Jeweils normiert auf den Wert des Konstrukts mit SD-Motiv (+). Die Quantifizierung 
erfolgte mittels ImageJ aus Northern-Blots, welche mit glpD spezifischen Sonden detektiert wurden. d. Zeigt die 
Mittelwerte drei biologischer Replikate der quantifizierten gusA Transkriptlevel mit der Standardabweichung, 
Jeweils normiert auf den Wert des Konstrukts mit SD-Motiv (+). Die Quantifizierung erfolgte mittels ImageJ aus 
Northern-Blots, welche mit gusA spezifischen Sonden detektiert wurden. 
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Anhang 6 AraDH Enzymaktivität sowie araDH Transkriptlevel der intergenen Bereiche Mutanten in 
H. volcanii. a. Links: Die quantifizierten AraDH Enzymaktivitäten für das Genpaar HVO_0685/0686 sind in 
pkat/mg im Mittelwert von drei biologischen Replikaten und deren Standardabweichung dargestellt. Der native 
Abstand ist mit wt markiert, die anderen Konstrukte wurden mit +34, +22, +19, +5 und -5 für den jeweils 
intergenen Abstand bzw. den Überlapp markiert. Rechts: Die quantifizierten AraDH Enzymaktivitäten für drei 
weitere Genpaare sind in pkat/mg im Mittelwert von drei biologischen Replikaten und deren Standardabweichung 
dargestellt. Der native Abstand ist jeweils mit wt markiert. Die anderen Konstrukte wurden mit +23 und +14 für 
den jeweiligen intergenen Abstand beschriftet. b. Links: Die quantifizierten Transkriptlevel für araDH sind für das 
Genpaar HVO_0685/0686 in jeweils Mittelwerten aus drei biologischen Replikaten und der Standardabweichung 
gezeigt. Die mittels araDH spezifischen Sonden detektierten Transkripte auf einem Northern-Blot wurden mit Hilfe 
des Programms ImageJ ausgewertet. Der native Abstand ist mit wt markiert, die anderen Konstrukte wurden mit 
+34, +22, +19, +5 und -5 für den jeweils intergenen Abstand bzw. den Überlapp markiert Rechts: Die 
quantifizierten Transkriptlevel für araDH sind für drei weitere Genpaare in jeweils Mittelwerten aus drei 
biologischen Replikaten und der Standardabweichung gezeigt. Die mittels araDH spezifischen Sonden 
detektierten Transkripte auf einem Northern-Blot wurden mit Hilfe des Programms ImageJ ausgewertet. Der 
native Abstand ist jeweils mit wt markiert. Die anderen Konstrukte wurden mit +23 und +14 für den jeweiligen 
Intergenen Abstand beschriftet. 
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Anhang 7 Dhfr Enzymaktivität sowie dhfr Transkriptlevel der intergenen Bereiche Mutanten in H. volcanii. 
a. Links: Die quantifizierten Dhfr Enzymaktivitäten für das Genpaar HVO_0685/0686 sind in pkat/mg im Mittelwert 
von drei biologischen Replikaten und deren Standardabweichung dargestellt. Der native Abstand ist mit wt 
markiert, die anderen Konstrukte wurden mit +34, +22, +19, +5 und -5 für den jeweils intergenen Abstand bzw. 
den Überlapp markiert. Rechts: Die quantifizierten Dhfr Enzymaktivitäten für drei weitere Genpaare sind in 
pkat/mg im Mittelwert von drei biologischen Replikaten und deren Standardabweichung dargestellt. Der native 
Abstand ist jeweils mit wt markiert. Die anderen Konstrukte wurden mit +23 und +14 für den jeweiligen intergenen 
Abstand beschriftet. b. Links: Die quantifizierten Transkriptlevel für dhfr sind für das Genpaar HVO_0685/0686 in 
jeweils Mittelwerten aus drei biologischen Replikaten und der Standardabweichung gezeigt. Die mittels dhfr 
spezifischen Sonden detektierten Transkripte auf einem Northern-Blot wurden mit Hilfe des Programms ImageJ 
ausgewertet. Der native Abstand ist mit wt markiert, die anderen Konstrukte wurden mit +34, +22, +19, +5 und -5 
für den jeweils intergenen Abstand bzw. den Überlapp markiert Rechts: Die quantifizierten Transkriptlevel für dhfr 
sind für drei weitere Genpaare in jeweils Mittelwerten aus drei biologischen Replikaten und der 
Standardabweichung gezeigt. Die mittels dhfr spezifischen Sonden detektierten Transkripte auf einem Northern-
Blot wurden mit Hilfe des Programms ImageJ ausgewertet. Der native Abstand ist jeweils mit wt markiert. Die 
anderen Konstrukte wurden mit +23 und +14 für den jeweiligen intergenen Abstand beschriftet. 
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Anhang 8 GlpD Enzymaktivität sowie glpD Transkriptlevel der intergenen Bereiche Mutanten in E. coli. 
a Die quantifizierten GlpD Enzymaktivitäten für die Genpaare hyfH/hyfI, ydbH/ynbE und menD/menH sind in 
pkat/mg im Mittelwert von drei biologischen Replikaten und deren Standardabweichung dargestellt. Der native 
Abstand ist mit wt markiert, die anderen Konstrukte wurden mit +38, +14 und +2 für den jeweils intergenen 
Abstand beschriftet. b. Die quantifizierten Transkriptlevel für glpD sind für die Genpaare hyfH/hyfI, ydbH/ynbE und 
menD/menH in jeweils Mittelwerten aus drei biologischen Replikaten und der Standardabweichung gezeigt. Die 
mittels glpD spezifischen Sonden detektierten Transkripte auf einem Northern-Blot wurden mit Hilfe des 
Programmes ImageJ ausgewertet. Der native Abstand ist mit wt markiert, die anderen Konstrukte wurden mit 
+38, +14 und +2 für den jeweils intergenen Abstand bzw. den Überlapp markiert.  

 

 



Anhang 
 

156 
 

 

Anhang 9 GusA Enzymaktivität sowie gusA Transkriptlevel der intergenen Bereiche Konstrukte in E. coli. 
a. Die quantifizierten GusA Enzymaktivitäten für die Genpaare hyfH/hyfI, ydbH/ynbE und menD/menH sind in 
pkat/mg im Mittelwert von drei biologischen Replikaten und deren Standardabweichung dargestellt. Der native 
Abstand ist mit wt markiert, die anderen Konstrukte wurden mit +38, +14 und +2 für den jeweils intergenen 
Abstand beschriftet. b. Die quantifizierten Transkriptlevel für gusA sind für die Genpaare hyfH/hyfI, ydbH/ynbE 
und menD/menH in jeweils Mittelwerten aus drei biologischen Replikaten und der Standardabweichung gezeigt. 
Die mittels gusA spezifischen Sonden detektierten Transkripte auf einem Northern-Blot wurden mit Hilfe des 
Programmes ImageJ ausgewertet. Der native Abstand ist mit wt markiert, die anderen Konstrukte wurden mit 
+38, +14 und +2 für den jeweils intergenen Abstand bzw. den Überlapp markiert.  
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