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Zusammenfassung 1

1 Zusammenfassung

Diese Arbeit teilt sich in drei Teile auf, die sich mit der Regulation der Polyploidie
sowie mit der Genkonversion als evolutionaren Vorteil von Polyploidie in Haloferax
volcanii beschaftigen.

Im ersten Teil dieser Arbeit, wurde der Einfluss der DNA-
Replikationsinitiatorproteine Orcl1/Cdc6 auf das Ploidielevel untersucht. Hierbeli
konnte anhand von Deletionsmutanten zunachst gezeigt werden, dass lediglich drei
der 16 Orcl/Cdc6-Proteine in H. volcanii essentiell sind. Bestimmung des
Ploidielevels mittels gPCR-Analyse ergab, dass jedes der 12 untersuchten
Orcl/Cdc6-Proteine das Ploidielevel mindestens eines Replikons beeinflusst und
dementsprechend sowohl die mit einem Replikationsursprung assoziierten als auch
die ,verwaisten® Orc1/Cdc6-Proteine eine Funktion haben. Die mit einem
Replikationsursprung assoziierten Orcl/Cdc6-Proteine hatten hierbei keinen
groRReren Einfluss auf das Ploidielevel als die ,verwaisten®. Zusétzlich konnte durch
Wachstumsanalysen in Mikrotiterplatten gezeigt werden, dass die meisten
Deletionsmutanten unter allen getesteten Bedingungen ein mit dem Wildtyp
vergleichbares oder besseres Wachstum zeigen. Eine Deletionsmutante eines
Orcl/Cdc6-Proteins hingegen zeigte nur verbessertes Wachstum bei Glukose als
Kohlenstoffquelle, was ein Hinweis auf die Verwendung verschiedener Orc1/Cdc6-
Proteine unter verschiedenen Bedingungen sein kénnte. Zusatzlich wurden zwei mit
dem Replikationsursprung assoziierte Orcl/Cdc6-Proteine Uberexprimiert und via
ihres N-terminalen His-Tag im Western-Blot nachgewiesen, sodass diese nun fir Co-
Affinitatsaufreinigungen  zur  weiteren  Charakterisierung des  komplexen
Zusammenspiels der Orc1/Cdc6-Proteine zur Verfigung stehen.

Im Rahme des zweiten Teils der Arbeit wurde der Einfluss der in der 5°-Region der
der Replikationsurspringe oril und ori2 kodierten Proteine auf Wachstum und die
Kopienzahl des Hauptchromosoms bestimmt. Zun&chst wurde die Expression der
drei in Haloarchaea hoch-konservierten oap-Gene upstream von oril mittels Nothern-
Blot untersucht und es konnte gezeigt werden, dass das oap-Operon tatsachlich als
Operon abgelesen wird. Um alle Gene in den 5°-Regionen von oril und ori2 genauer
zu charakterisieren, wurden induzierbare Uberexpressionsmutanten im Wildtyp-
Hintergrund angefertigt. Es konnte mittels Wachstumsversuchen in Mikrotiterplatten
gezeigt werden, dass bei Induktion von Beginn an die Uberexpression der Hef-
Helikase und des oapB-Proteins zu einem starken Wachstumsdefekt fihren, die von
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0apC und HVO_1724 zu einem moderaten Wachstumsdefekt, wohingegen fir die
Uberexpressionsmutante von oapA vergleichbares Wachstum zum Wildtyp und fir
die Uberexpression der Rad25d-Helikase verbessertes Wachstum beobachtet
werden konnte. Es konnte darlber hinaus gezeigt werden, dass sowohl die Deletion
als auch die Uberexpression der Helikasen keinen Einfluss auf das Ploidielevel hat;
die Deletion von oapC fuhrt jedoch zu einer Reduktion der Genomkopienzahl in
exponentieller und stationarer Phase, was ein erster Hinweis darauf ist, dass das
oap-Operon eine Rolle bei der Regulation des Ploidielevels spielen kdonnte.

Im dritten Teil der Arbeit wurde eine Methode entwickelt, um Genkonversion
farblich sichtbar zu machen. Hierbei wurde sich H. volcaniis Carotinoidbiosynthese
zu Nutze gemacht. Es wurden zwei verschiedene, auxotrophe Elternstdmme mittels
Protoplastenfusion verschmolzen, um eine heterozygote Tochterzelle zu erzeugen.
Ein Genkonversionsereignis wurde durch einen roten Keil angezeigt, der aus einer
weillen  Kolonie wuchs und durch die erfolgreiche Reparatur des
Carotinoidbiosynthesegens entstand. Es wurden insgesamt 8525 Klone
ausgestrichen und 0,14 % der Kolonien zeigten eine entsprechende rote Farbung.
Das Proof-of-Principle dieser Methode ist in damit in dieser Arbeit gelungen. Um die
Genkonversion in den weil3en Kolonien auf genetischer Ebene genauer zu
untersuchen, wurde PCR verwendet. Es konnte gezeigt werden, dass in den Zellen
aller 135 untersuchten Kolonien Genkonversion stattgefunden hatte und zwar so
effizient, dass nur in seltenen Féllen Heterozygotie vorlag. Unter Selektionsdruck
stehende Loci hatten in beiden untersuchten Fallen eine starke Praferenz in Richtung
Homozygotie und Erhalt der Prototrophie. Fir nicht unter Selektionsdruck stehende
Loci konnte gezeigt werden, dass die Halfte der untersuchten Kolonien dem
Elternstamm 1 glich, wahrend die andere Halfte dem Elternstamm 2 glich. Auch hier

waren die Zellen nur in seltenen Fallen homozygot.
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2 Einleitung

2.1 Die dritte Doméane des Lebens: Archaea

Lange Zeit wurden die Archaea phylogenetisch den Bakterien zugeordnet. Erst
1977 wurde die Doméne der Archaea beschrieben, als bei der Untersuchung der
16S rDNA methanogener Bakterien eine Gruppe ,Bakterien” entdeckt wurde, die sich
hinsichtlich gefundener Coenzyme, des Zellwandaufbaus, der rRNA und der tRNA
grundlegend von den typischen Bakterien unterschieden (Fox et al. 1977). Zwar
wurde die Domane der ,Archaeabacteria“ bereits damals eingefuhrt, allerdings
dauerte es weitere 13 Jahre bis Woese und Kollegen 1990 schlief3lich den heutigen
Stammbaum des Lebens mit den drei Domanen Eukarya, Bacteria und Archaea
postulierten.

Die Archaea selbst werden in die ,TACK®-, die Euryarchaeota (Woese et al. 1990)
und die ,DAPNN®“Supergruppen unterteilt (siehe Abb. 1) (Eme und Doolittle 2015).
Der ,TACK*-Gruppe werden die Kor- (Barns et al. 1996), Loki- (Spang et al. 2015),
Bathy- (Meng et al. 2014), Aig- (Nunoura et al. 2011), Thauma- (Brochier-Armanet et
al. 2008) und Crenarchaeota (Woese et al. 1990) zugeordnet. Die ,DAPNN®-
Supergruppe enthalt sehr diverse Phyla, so zum Beispiel die der zwei der kleinsten
Mikroorganismen der Welt — Micrarchaeota (Baker et al. 2010) und Parvarchaeota
(Rinke et al. 2013) — oder auch das Phylum des symbiotisch lebenden Archaeons

Nanoarchaeum equitans (Huber et al. 2003).

Korarchaeota
Lokiarchaeota
Bathyarchaeota
Aigarchaeota
Thaumarchaeota
Thermoproteales
Sulfolobales Crenarchaeota
Desulfurococcales
Thermococcales
Methanopyrales
Methanobacteriales
Methanococcales
Thermoplasmatales |
Archaeoglobales EuryarChanta
Methanocellales
Methanosarcinales
Methanomicrobiales
Halobacteriales

aall

Nanoarchaeota
Pavarchaeota
Nanohaloarchaeota
Aenigmarchaeota
Diapherotrites
Micrarchaeota

r Pacearchaeota
Woesearchaeota
Abb. 1: Phylogenie der Archaea (modifiziert nach Eme und Doolittle (2015))

Die “TACK’-Supergruppe ist in petrol dargestellt, die Euryarchaeota in lila und die “DAPNN’-
Supergruppe in orange.
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Archaea gelten allgemein als die Domane der Extremophilen und in der Tat
wurden die meisten Archaea aus Umwelten mit extremen Lebensbedingungen
isoliert, wie z.B. Mooren, arktischen Meeren, Meerestiefen, Salzlaken und hei3en
sauren Quellen (Alberts et al. 2002; Madigan und Martinko 2009), die sich durch sehr
hohe oder niedrige Temperaturen oder pH-Werte, hohe Salzkonzentration oder
anoxische Bedingungen auszeichnen (Willey et al. 2008). Aber auch unter wesentlich
lebensfreundlicheren Bedingungen konnten Archaea gefunden werden, wie z.B. in
Boden, Seen, Wiederkauermagen, Faeces und auch in und auf dem Menschen
(Alberts et al. 2002; Conway de Macario und Macario 2009; Madigan und Martinko
2009; Frey et al. 2010; Chronakova et al. 2013). So verschieden wie ihre
Okologischen Nischen, sind auch ihre bevorzugten Wachstumsbedingungen:
Archaea kdnnen aerob, fakultativ aerob oder strinkt anaerob wachsen (Willey et al.
2008). Manche Archaea sind hyperthermophil und bevorzugen 120 °C, andere sind
mesophil und wieder andere psychrophil und zeigen auch bei -20 °C noch Wachstum
(Egorova und Antranikian 2007; Willey et al. 2008). lhre Morphologie ist ahnlich
divers, so konnen Archaea stabchenformig, kugelférmig, spiralformig, geklappt,
kubisch, dreieckig, tellerférmig, unregelmalflig geformt oder pleomorph sein (Willey et
al. 2008).

Obwohl sie phylogenetisch ndher an den Eukaryoten stehen (Forterre 2013;
Caetano-Anolles et al. 2014), teilen Archaea Eigenschaften mit beiden Domanen.
Viele ihrer Proteine sind homolog zu denen der Eukaryoten, wie z.B die der
Replikation, Transkription, Translation, homologen Rekombination und des
Cytoskeletts (Alberts et al. 2002; Klenk 2007; Madigan und Martinko 2009; White
2011; Lindds und Bernander 2013). Mit Bakterien haben sie das zirkulare
Chromosom sowie die Organsiation ihrer Gene in Operons gemeinsam (Lindas und
Bernander 2013). Daruber hinaus teilen sie verschiene Stoffwechselwege mit den
Bakterien (Alberts et al. 2002; Willey et al. 2008; Madigan und Martinko 2009). Es
gibt auch Falle, wo ein Teil der Archaea den Eukaryoten ahnelt, ein anderer Teil den
Bakterien, wie z.B. bei der Zellteilung, wo die Euryarchaeota den Bakterien gleichen,
die Crenarchaeota den Eukaryoten (Lindas und Bernander 2013). Trotz dieser
Gemeinsamkeiten, besitzen die Archaea Strukturen, die spezifisch fur ihre Doméane
sind. So besitzen sie zur Fortbewegung ein Archaellum, das trotz gewisser
bakterieller Homologie, einzigartig in seiner Struktur und Funktion ist (Albers und

Jarrell 2015). Ihre Zellmembran besteht aus Kohlenwasserstoffen, die durch eine
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Etherbindung anstatt einer Esterbindung mit Glycerin verbunden sind (Willey et al.
2008). Der Aufbau ihrer Zellwand ist sehr divers und kommt ohne
Peptidoglykanschicht aus. Stattdessen besteht sie in manchen Faéllen aus
Pseudomurein, einem Peptidoglykan-ahnliches Polymer, das mit L-Aminosauren
guervernetzt ist, in anderen Fallen aus komplexen Kohlenhydraten, die dem
tierischen Bindegewebe dhneln (Willey et al. 2008). Typisch ein kristalliner Uberzug
aus Proteinen auf der Zelloberflache, dem sogenannten S-Layer (Albers und Meyer
2011). AuBerdem findet die Methanogenese ausschliel3lich in methanogenen
Archaea statt (Offre et al. 2013).

Obwohl Archaea ubiquitar vorkommen und Bestandteil der meisten, wenn nicht
aller, Mikrobiota von Tieren und Menschen sind, sind derzeit keine pathogenen
Vertreter bekannt (Cavicchioli et al. 2003). Allerdings scheinen sie gelegentlich, wie
im Fall von Parodontitis, den tatsachlichen Erregern ein ginstiges Millieu zu bereiten
(Lepp et al. 2004) und konnten bei Papilloma dermatitis digitalis bei Rindern isoliert
werden — allerdings ist hier nach wie vor unklar, ob sie tatsachliche Erreger sind oder
nur zur Begleitflora gehoren (Santos et al. 2012).

2.1.1 Haloferax volcanii als Modellorganismus

Haloferax volcanii wurde 1975 erstmals aus dem Toten Meer isoliert und nach
dem Entdecker halophiler Archaea, Benjamin Elazari Volcani, benannt
(Mullakhanbhai und Larsen 1975). H. volcanii gehért zum Phylum der Euryarchaeota,
der Klasse der Halobacteria, der Ordnung der Halobacteriales und der Famile der
Halobacteriaceae. Die Zellen sind pleomorph und durch Carotinoid-Einlagerungen in
der Zellwand charakteristisch rot gefarbt (Ronnekleiv 1995). H. volcanii ist
chemoorganotroph und kann sowohl aerob als auch anaerob mit einer Vielzahl von
Kohlenstoffquellen und Elektronenakzeptoren wachsen (Soppa 2011a). Als
halophiles Archaeon kann H. volcanii bei einer Salzkonzentration von 0,7 — 5 M NacCl
wachsen, bevorzugt jedoch eine Konzentration von 2,1 M NaCl (Jantzer et al. 2011).
H. volcanii ist mesophil — seine optimale Wachstumstemperatur betragt 42 °C. Unter
optimalen Bedingungen verdoppeln sich die Zellen alle 3 h (Zhou et al. 2008).
H. volcaniis Genom ist seit 2010 sequenziert und ist mit 65 % relativ GC-reich
(Hartman et al. 2010). Es besteht aus einem 2,8 mb grof3en Hauptchromosom und
drei kleineren Chromosomen, pHV1 mit 85 kb, pHV3 mit 438 kb und pHV4 mit 636 kb
sowie dem Plasmid pHV2 mit 6,4 kb. In dem in dieser Arbeit verwendeten Stamm
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H26, fehlt das Plasmid pHV2 und das kleine Chromosom pHV4 wurde in das
Hauptchromosom integriert (Lam und Doolittle 1989; Hawkins et al. 2013). H. volcanii
H26 repliziert sein Genom Uber sechs Replikationsurspriinge, vier davon befinden
sich auf dem Hauptchromsom (oril, ori2, ori3 und ori-pHV4) und je einer auf den
kleinen Chromosomen pHV1 (ori-pHV1) und pHV3 (ori-pHV3) (Norais et al. 2007,
Hawkins et al. 2013). Die Deletion aller Replikationsurspriinge auf dem
Hauptchromosom ist mdglich und fuhrt sogar zu einem verbesserten Wachstum
(Hawkins et al. 2013). Alle Replikationsurspriinge sind kolokalisiert mit Genen, die fur
Replikationsinitiatorproteine kodieren: orcl/cdc6. Neben diesen sechs, besitzt
H. volcanii 10 weitere, die ,verwaist” sind (Norais et al. 2007; Ausiannikava und Allers
2017). H. volcanii ist polyploid mit 17 Genomkopien in der exponentiellen und 10 in
der stationéaren Phase (Breuert et al. 2006). Neben der
wachstumsphasenabhangigen Regulation beinflusst ebenso die Kohlenstoffquelle
das Ploidielevel (Zerulla 2014). Seine Polyploidie ermdglicht es H. volcanii die
Vorteile von Heterozygotie auszunutzen, Genkonversion zu betreiben, sowie seine
Genomkopien als Phosphatspeicher zu nutzen (Lange et al. 2011; Zerulla et al.
2014b). Wie genau die H. volcanii seine Polyploidie reguliert, ist unbekannt. Lediglich
ein Einfluss der Replikationsurspringe oril und ori2 und ihrer umliegenden Regionen
konnte gezeigt werden (Maurer 2015). Da fir Modellorganismen nicht nur die
einfache Kultivierbarkeit von Bedeutung ist, sondern auch die einfache genetische
Zuganglichkeit, wurden mittlerweile eine Reihe von Methoden etabliert. H. volcanii
kann mit einer Effizienz von 10%/ug transformiert werden (Soppa 2006), mithilfe einer
Pop-In/Pop-Out-Methode kénnen Deletionsmutanten generiert werden (Bitan-Banin
et al. 2003; Allers et al. 2004; Hammelmann und Soppa 2008), es besteht die
Maoglichkeit zur konditionellen Uberexpression (Allers et al. 2010) und zur Hoch-
Durchsatz-Charakterisierung von Wachstum in Mikrotiterplatten (Jantzer et al. 2011).
Dartber hinaus kénnen zwei verschiedene Elternstamme als Protoplasten zu einer
neuen Zelle zu fusioniert und dadurch heterozygote Tochterzellen erzeugt werden

(Mevarech und Werczberger 1985).

2.2 DNA-Replikation in Archaea
Die DNA-Replikation in Archaea ist grof3tenteils homolog zu der der Eukaryoten,
jedoch nicht so umfassend erforscht (Lindas und Bernander 2013). Das liegt vor

allem daran, dass die bendétigten Methoden fiir die Erforschung nur in Sulfolobales,
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Halobacteriales und Thermococcales zur Verfuigung stehen (Ausiannikava und Allers
2017). Aus diesem Grund liegen nur Ergebnisse fur die Eury- und die Crenarchaeota
vor (Bell 2012). Das ist insofern problematisch, da die Zusammensetzung des
Replikationsapparats in Archaea im Gegensatz zu Eukaryoten und Bakterien nicht
Uber die gesamte Doméane hinweg identisch ist (Makarova und Koonin 2013;
Raymann et al. 2014; Ausiannikava und Allers 2017).

Im Gegensatz zu Bakterien konnen bei Archaea mehrere Replikationsurspriunge in
ihrem zirkularen Genom vorkomen. Wahrend das Hauptchromosom von
Halobacterium salinarum sp. NRC-1 und Pyrococcus spp. lediglich einen
Replikationsurpsrung besitzt (Myllykallio et al. 2000; Berquist et al. 2007), kommen
im Genom von Sulfolobus islandicus drei Replikationsurspriinge vor (Lundgren et al.
2004) und in dem von Pyrobaculum calidifontis vier (Pelve et al. 2013).

Obwohl Archaea mehrere Replikationsurspriinge in ihrem Genom haben kdnnen,
besitzen diese wie bei Bakterien eine definierte Struktur. Sie bestehen aus AT-
reichen Sequenzen (AT-rich DNA unwinding Element (DUE)), die von mehreren
konservierten Sequenzwiederholungen flankiert sind (Origin Recognition Boxes
(ORBs)) (Norais et al. 2007; Ausiannikava und Allers 2017). Diese ORBs
unterscheiden sich je nach Spezies in ihrer Sequenz, Anzahl, der Orientierung und
dem Abstand, den sie zueinander haben (Wu et al. 2014b; Ausiannikava und Allers
2017). Auch innerhalb einer Spezies kann die Anzahl der ORBs der verschiedenen
Replikationsurspriinge unterschiedlich sein (Norais et al. 2007; Wu et al. 2014a).

Wie bei Bakterien, ist das Replikationsinitiatorprotein meistens direkt neben dem
Replikationsursprung lokalisiert, allerdings ist das archaeale Initiatorprotein homolog
zu den eukaryotischen Proteinen Orcl und Cdc6 — aus diesem Grund werden sie
meistens als Orc1l/Cdc6-Proteine bezeichnet (Barry und Bell 2006). Da es in der
Archaea-Forschergemeinschaft in der Vergangenheit jedoch keinen Konsesus bei
der Bennung dieser Proteine gab, sind sie in manchen Spezies auch als Orcl- (z.B.
S. islandicus), Orc (z.B. Haloferax volcanii) oder Cdc6 (z.B. S. acidocaldarius)
annotiert (Bell 2012; Ausiannikava und Allers 2017). Wahrend manche Archaea nur
so viele orcl/cdc6-Gene wie Replikationsurspriinge besitzen, gibt es insbesondere
bei den Halobacteriales Spezies, die neben den mit einem Replikationsursprung
lokalisierten orcl/cdc6-Genen noch weitere ,verwaiste* Gene besitzen. So hat
Natronomonas pharaonis funf orcl/cdc6-Gene, von denen vier ,verwaist® sind,

wahrend Haloarcula marismortui zum Beispiel 17 orcl/cdc6-Gene besitzt, von denen
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immerhin zehn ,verwaist” sind (Baliga et al. 2004; Falb et al. 2005; Berquist et al.
2007). Strukturell gesehen, weisen Orc1/Cdc6-Proteine am N-terminalen Ende eine
AAA+ ATPase-Doméne (ATPases associated with various cellcular acitivities) auf,
hinter der sich eine zusatzliche a-Helix befindet, die Initator Specitif Motif (ISM)
genannt wird — hierdurch fallen die Orc1/Cdc6-Proteine wie auch ihre verwandten in
den beiden anderen Domanen in die ,Initiator“-Gruppe der AAA+ Proteine. Am C-
terminalen Ende befindet sich eine winged-helix-Doméne (wH) (Bell 2012). Im
aktiven Zentrum der Orcl/Cdc6-Proteine ist ADP oder ATP gebunden, wobei die
Konformation bei Bindung von ADP relativ flexibel ist und durch ATP stabilisiert wird
(Bell 2012). In S. islandicus konnte gezeigt werden, dass die ATP-Bindung von Orcl-
1 essentiell fur die Aktivierung des Replikationsurpsrungs ist und eine ,Walker B*-
Mutante, die zwar ATP binden, aber nicht zu ADP hydrolysieren kann, zu einer
vermehrten Replikationsinitiation fuhrt (Samson et al. 2016). Die Bindung an den
Replikationsursprung erfolgt bei Aeropyrum pernix als Monomer (Gaudier et al. 2007)
oder wie in S. solfataricus als Heterodimer (Dueber et al. 2007). Hierbei binden die
Orc1/Cdc6-Proteine sowohl Uber die C-terminale wH-Doméane als auch Uber das N-
terminale ISM an nur vier bzw. finf Nukleotide des Replikationsursprungs (Bell 2012;
Ausiannikava und Allers 2017). Ob Orc1/Cdc6 wie sein bakterielles Homolog DnaA in
der Lage ist, die Duplexhelix aufzuschmelzen, ist noch unklar. Matsunaga und
Kollegen (2010) konnten in vitro zwar zeigen, dass Orcl/Cdc6é DNA aufschmelzen
kann, allerdings gibt es in Eukaryoten deutliche Hinweise darauf, dass Cdc6 die
MCM-Helikase an die Doppelhelix und nicht aufgeschmolzene DNA rekrutiert (Evrin
et al. 2009; Remus et al. 2009; Bell 2012). In der Tat konnten Samson und Kollegen
(2016) in vitro fur S. islandicus zeigen, dass Orcl/Cdc6 nicht nur wie ORC den
Replikationsurpsprung erkennen und binden kann, sondern auch wie Cdc6 in der
Lage ist, die archaeale replikative Helikase MCM zu rekrutieren. Sie identifizierten ein
MCM-Recruitment Motif (MRM): eine konservierte, exponierte a-Helix in der AAA+
ATPase-Domane des N-Terminus von Orcl-1, die sich nur vier Aminosauren entfernt
vom Sensor 2-Aminosaurerest befindet, der fir die Kooridnation des y-Phosphats
von ATP verantwortlich ist. Sie stellten die Theorie auf, dass durch ATP-Bindung an
den Sensor 2-Rest, die Konformation von Orcl-1 so verandert wird, dass die
geodffnete homohexamere MCM-Helikase Uber ihre C-terminale wH-Domane eine
Interaktion mit dem MRM eingehen kann und dadurch rekrutiert wird. Die

nachfolgende Hydrolyse von ATP zu ADP fihrt erneut zu einer
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Konformationsanderung, wodurch keine Interaktion mehr mdoglich ist und Orcl-1
inaktiv wird. Die MCM-Helikase kann nun die Doppelhelix in ihre Einzelstrange
auftrennen. Die Einzelstrange werden durch Bindung mehrerer Heterotrimerer
Replication Protein As (RPA) stabilisiert und vor endonukleolytischem Abbau
geschiitzt (Kelman und Kelman 2003; Li et al. 2010; Lindas und Bernander 2013). Im
Folgenden ist eine schematische Darstellung eines archaealen Replisoms zum
besseren Verstandnis gezeigt.

3/
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Abb. 2: Schematische Darstellung des archaealen Replisoms (Lind&s und Bernander 2013)
GAN = GINS assoziierte Nuklease, FEN1 = Flap Endonuklease 1, Lagging Strand = Folgestrang,
Leading strand = Leitstrang, LIG1 = DNA-Ligase 1, MCM = MCM-Helikase, PCNA = Proliferating Cell
Nuclear Antigen, RFC = Replikationsfaktor C, RPA = Replication Protein A

Fur die Elongation der DNA verwenden alle bisher untersuchten Archaea die
archaea-spezifischen DNA-Polymerasen PolB und PolD als replikative DNA-
Polymerasen (Ishino et al. 2013). Die Ausnahme hierbei sind die Crenarchaeota, die
nur mehrere DNA-Polymerasen der Familie B verwenden (Barry und Bell 2006). Es
wurde vermutet, dass die PolB-Polymerase den Leitstrang und PolD den Folgestrang
amplifiziert, allerdings ist PolB in manchen Spezies nicht essentiell und PolD scheint
dort die alleinige replikative DNA-Polymerase zu sein (Cubonova et al. 2013; Ishino
et al. 2013; Sarmiento et al. 2013).

Der pentamere Replikationsfaktor C (RFC) Komplex, bestehend aus vier kleinen
Untereinheiten (RFCS) und einer grol3en (RFCL), rekrutiert das homotrimere
Proliferating Cell Nuclear Antigen (PCNA) ATP-abhéngig an die DNA. Das PCNA
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formt einen Ring um den DNA-Einzelstrang, erhtéht die Prozessivitat der DNA-
Polymerase und bindet Uber das PCNA-Interacting Protein (PIP) Motif eine ganze
Reihe DNA-Replikationsproteine an die DNA, wie zum Beispiel die DNA-Polymerase,
die Flap Endonuklease 1 (FEN1) oder die DNA Ligase 1 (Barry und Bell 2006; Lindas
und Bernander 2013).

Fur die Synthese des Folgestrangs, synthetisiert die heterodimere DNA-Primase
PriSL RNA-Oligonukleotide (Lindas und Bernander 2013). Sie besteht aus einer
kleinen katalytischen Untereinheit (PriS) und einer grof3en nicht-katalytischen
Untereinheit (PriL) und kann in vitro sowohl RNA- als auch DNA-Oligonukleotide
synthetisieren (Barry und Bell 2006; Ishino et al. 2013). Die RNA-Oligonukleotide
werden nach der Amplifikation der DNA durch die Flap Endonuklease 1 (FEN1)
entfernt, die Licken von der DNA-Polymerase aufgefillt und die Okazakifragmente,
die wie bei Eukaryoten etwa 100 bp lang sind, durch die ATP-abhédngige DNA-
Ligase 1 (LIG1) ligiert.

Die MCM-Helikase des Leitstranges wird durch GINS mit der Primase des
Folgestranges verbunden, wodurch das Replisom stabilisiert wird (Barry und Bell
2006). Moglicherweise tragt GINS auch zur Aufwindung der DNA bei (Ishino und
Ishino 2012). GINS (jap.: go-ichi-ni-san — 5-1-2-3) ist in Eukaryoten ein
heterotetramerer Komplex, der aus den Proteinen SDL5, PSF1, PSF2 und PSF3
besteht. Archaea besitzen nur zwei GINS-Proteine, einmal GINS23, das homolog zu
PSF2 und PSF3 ist und einmal GINS15, das homolog zu PSF1 und SDLS5 ist (Barry
und Bell 2006). Die Interaktion des GINS-Komplexes mit der MCM-Helikase und der
Primase erfolgt Uber die GINS-assoziierte Nuklease (GAN, RecJ in manchen
archaealen Spezies) (Lindas und Bernander 2013).

Die Termination bei einem einzigen Replikationsursprung erfolgt gegeniber dem
Replikationsursprung am Terminus. Archaea mit mehreren Replikationsurspriingen,
wie zum Beispiel Haloferax volcanii (Hawkins et al. 2013) oder Sulfolobus
solfataricus (Duggin et al. 2011) besitzen mehrere breite Terminationszonen, ahnlich
wie sie in Eukaryoten vorkommen.

Die DNA-Replikation lauft in allen untersuchten Archaea bidirektional ab und die
Geschwindigkeit variert je nach Spezies zwischen 15 — 340 bp pro Sekunde (Lindas
und Bernander 2013).
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2.2.1 Die Replikationsurspringe oril und ori2 in Haloferax volcanii

Haloferax volcanii besitzt drei bis vier Replikationsurspringe in seinem
Hauptchromosom, abhangig davon, ob das kleine Chromosom pHV4 in das
Hauptchromosom integriert wurde oder nicht (Hawkins et al. 2013). In
vorangegangenen Arbeiten wurden zwei dieser Replikationsurspriinge genauer
untersucht (Hawkins et al. 2013; Maurer 2015): oril, der in Haloarchaea inklusive
seiner umliegenden Gene konserviert ist, und ori2, der so nur in Haloferax vorkommt
(Capes et al. 2011). Es konnte gezeigt werden, dass die Replikationsurspringe nicht
aquivalent in ihrer Aktivitat sind, sondern oril in seinem Einfluss auf das Ploidielevel
wesentlich starker als ori2 ist (Maurer 2015). Daruber hinaus konnte Sandy Maurer in
ihrer  Masterarbeit  zeigen, dass die umliegenden  Regionen  der
Replikationsurspriunge einen Einfluss auf das Ploidielevel haben, sowohl in cis als
auch trans, wenn sie sich auf einem HAC (Haloarchaea Artificial Chromosome)
befinden und im Chromosom deletiert worden sind.

Im Folgenden ist der Aufbau der oril- und ori2-Region dargestellt (siehe Abb. 3).

A oril
A
4 \
/ \ [
HYO_3012 HVO 3014 HVO_0002 HVO 0004
B ori2
f—%
5 - HV0 1723 oriC2 | ores — 3
| —
HVO 1724 HYO 1726
HYO_1727

Abb. 3: Schematische Darstellung der oril- und ori2-Region (modifiziert nach Maurer et al.
(2018))

Gezeigt ist der Aufbau der oril- (A) und ori2-Region (B). Blau steht fir Helikase, grau fur konserviertes
hypothetisches Protein, rot fiir Origin-assoziiertes Protein, gelb fir die Repeats der
Replikationsurspriinge, orange fur das Orcl/Cdc6-Protein, blaugrau fiur Proteine, mit anderen
Funktionen und grun fir DNA-Polymerase. (A) Die Region des konservierten Replikationsursprungs
oril besteht aus: HVO_3010 (hef) = Hef-Helikase, HYO_ 3011 = konserviertes hypothetisches Protein,
HVO_3012 — HVO_3014 (oapC — oapA) = Origin-assoziierte Proteine C — A, oriC1l = Repeats des
Replikationsursprungs, orcl (HVO _0001) = Orcl/Cdc6-Protein des oril, HVO_0002 (secllb) =
Signalpeptidase, HVYO_0003 (polD1) = Untereinheit DP1 der DNA-Polymerase PolD, HVO_0004
Oxidoreduktase. (B) Die Region des Replikationsurpsrungs ori2 besteht aus: HVO_1723 (rad25d)
Rad25d-Helikase, HVO_1724 = konserviertes hypothetisches Protein, oriC2 = Repeats des
Replikationsurpsrungs ori2, orc5 (HVO_1725) = Orcl/Cdc6-Protein des ori2, HVO_1726 =
konserviertes hypothetisches Protein, HYO_1727 = HTH-Doméne Protein
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In der 5-Region von oril befindet sich das Gen HVO_3010, das fir die Hef-
Helikase kodiert. Die Hef-Helikase gehort zur Familie der Xpf/Mus81/FANCM
Endonukleasen und besteht aus einer N-terminalen Helikase und einer C-terminalen
Endonuklease (Lestini et al. 2013). Die Hef-Helikase wird als Homodimer an
festgefahrene Replikationsgabeln rekrutiert und l6st diese unabhangig von
homologer Rekombination auf (Lestini et al. 2010; Lestini et al. 2013). In
Abwesenheit der Holiday-Junction-Resolvase (Hjc) kann die Hef-Helikase deren
Funktion bei der Auflésung der bei der Rekombination entstehenenden Holiday-
Junctions Gbernehmen (Lestini et al. 2010; Lestini et al. 2013). hef ist nicht essentiell
und kann deletiert werden — eine Deletion fuhrt zu verminderter homologer
Rekombination, insbesondere von Genkonversion (Lestini et al. 2010). Ein weiteres
Gen in der 5-Region von oril ist HVO_3011. Hierbei handelt es sich um ein
konserviertes hypothetisches Protein, dessen Funktion unbekannt ist. Weitere Gene
sind HVO_3012 — HVO_3014, die fur Origin-assoziierte Proteine kodieren. Diese
Gene sind in ihrer Lokalisation direkt upstream von oril in Haloarchaea konserviert.
HVO_3014 ist allgemein als GTP-bindendes Protein annotiert ist, aber die genaue
Funktion der Proteine ist unbekannt. Aufgrund ihrer Nahe zu oril liegt die Vermutung
nahe, dass sie etwas mit der Replikation oder ihrer Regulation zu tun haben. Bei den
Genen in der 3'-Region von oril handelt es sich um HVO_0002, das fur eine
Signalpeptidase kodiert, HVO_0003, das fur die DP1-Untereinheit der replikativen
DNA-Polymerase PolD kodiert und um HVO_0004, das als Oxidoreduktase annotiert
ist.

In der 5-Region von ori2 befindet sich HVO 1723, das eine von vier Rad25-
Helikasen kodiert: Rad25d. Die Rad25d-Helikase ist homolog zum menschlichen
XPB, das Teil der DNA-Helikase-Untereinheiten von TFIIH ist. TFIIH ist an der
Nukleotid-Exzisionsreparatur sowie an der Transkriptionsinitiation beteilig (Capes et
al. 2011). In Sulfolobus solfataricus konnte gezeigt werden, dass XPB bei der
Nukleotid-Exzisionsreparatur die DNA-Blase erweitert (Rouillon und White 2010).
Das zweite Gen in der 5°-Region von ori2 ist HVO_1724, das fur ein konserviertes
hypothetisches Protein kodiert. Da seine Funktion unbekannt ist, es aber in direkter
N&he zu einem Replikationsurpsrung lokalisiert ist, liegt die Vermutung nahe, dass es
eventuell eine Rolle bei der Regulation oder der DNA-Replikation selbst spielt. In der

3'-Region von ori2 befindet sich ein weiteres konserviertes hypothetisches Protein,
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HVO_1726, und HVO_1727, das fur ein Protein mit HTH-Doméane kodiert, bei dem

es sich hochstwahrscheinlich um einen Transkriptionsfaktor handelt.

2.3 Polyploidie: Quantifizierung, Vorkommen, Regulation und Vorteile

Polyploidie ist definiert als das Vorhandensein von mehreren Kopien eines
Chromosoms innerhalb einer Zelle (Breuert et al. 2006). Im Allgemeinen spricht man
bei einer Kopienzahl von zwei bis zehn von Oligoploidie und bei mehr als zehn
Kopien von Polyploidie (Soppa 2013); Zellen mit einer Genomkopie werden als
monoploid und nicht als haploid bezeichnet (Soppa 2014).

Polyploidie kann mithilfe von verschiedenen Methoden quantifiziert werden. Zum
einen kann die Genomkopienzahl einzelner Zellen bestimmt werden, wie es bei
fluoreszenzbasierten Methoden, wie z.B. der FACS-Analyse (Fluorescence-Activated
Cell Sorting), der Fall ist (Soppa 2011b). Zum anderen kann die durchschnittliche
Genomkopienzahl aller Zellen einer Kultur quantifiziert werden, wie z.B. der Agarose-
Block-Methode (Breuert et al. 2006), der spektroskopischen Bestimmung der
Genomkopienzahl (Hildenbrand et al. 2011) und der Quantifizierung des Plodielevles
mittels quantitativer Real-Time PCR (gPCR) (Breuert et al. 2006). Letztere wird in
dieser Arbeit verwendet. Hierbei wurde sowohl ein PCR-Fragment als Standard
sowie Zelllysat der zu untersuchenden Spezies in einen gPCR-Lauf eingesetzt, bei
dem ein kurzes Analysefragment vom Standard sowie dem Genom amplifiziert
wurde. Mithilfe des Standards kann eine Eichgerade erstellt werden, anhand der man
den in der gPCR ermittelten Ct-Werten eine Molekulanzahl zuordnen kann. Um das
Ploidielevel der Zellen zu bestimmen, muss die ermittelte Molekilanzahl noch durch
die Zahl der in die gPCR eingesetzten Zellen geteilt werden.

Polyploidie galt lange als Eigenschaft der Eukaryoten, da Fische, Amphibien und
insbesondere Pflanzen haufig polyploid sind (Breuert et al. 2006). Auch im
menschlichen Koérper kommen polyploide Zellen vor, wie zum Beispiel in der Leber
(Lizier et al. 2018). Prokaryoten galten lange Zeit als monoploid, mit wenigen
Ausnahmen wie z.B. Deinococcus radiodurans (Hansen 1978). Das lag vor allem
daran, dass ihre bekanntesten Modellorganismen, Escherichia coli und Bacillus
subtilis, zumindest bei langsamem Wachstum tatséchlich monoploid sind (Skarstad
et al. 1983; Webb et al. 1998). Allerdings werden sie bei optimalen
Wachstumsbedingungen mero-oligoploid (Pecoraro et al. 2011; Bottinger et al.

2018), da die Generationszeit hier kurzer ist als die Zeit, die zur Replikation benétigt
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wird, weshalb eine erneute Replikationsrunde gestartet wird, bevor die vorherige
beendet wurde - hierdurch ist die Kopienzahl des Replikationsursprungs grof3er als
die des Terminus. Mittlerweile konnten so viele polyploide Spezies identifiziert
werden, dass es sich bei Polyploidie eher um die Regel als die Ausnahme zu
handeln scheint (Soppa 2011b). Polyploide prokaryotische Spezies konnten bei den
halophilen Archaea (Breuert et al. 2006; Zerulla 2014), methanogenen Archaea
(Hildenbrand et al. 2011), Thermococcales (Spaans et al. 2015), y-Proteobakterien
(Pecoraro et al. 2011), Cyanobakterien (Griese et al. 2011; Zerulla et al. 2016) und
Firmicutes (Bottinger et al. 2018) gefunden werden. Dass es sich hierbei nicht um ein
Laborartefakt handelt, konnte durch die Isolation poylploider Zellen aus der Umwelt
gezeigt werden (Jaakkola et al. 2014; Béttinger et al. 2018).

Auch das Argument, dass Prokaryoten nicht polyploid sein kdnnen, da die
Konstruktion von Deletionsmutanten ohne weiteres mdglich ist, konnte durch den
Nachweis der Genkonversion entkraftigt werden (Santoyo und Romero 2005;
Hildenbrand et al. 2011; Lange et al. 2011).

Interessanterweise scheint es bei Bakterien so zu sein, dass Polyploidie zu
unterschiedlichen Zeitpunkten in der Evolution unabhangig voneinander entstanden
ist (Soppa 2011b). So sind innerhalb einer Gattung manche Arten monoploid und
andere polyploid, wie zum Beispiel im Fall der y-Proteobakterien, wo Buchnera sp.
120 Genomkopien haben, E. coli hingegen mono- oder diploid ist (Pecoraro et al.
2011). Bei Archaea hingegen ist eine klare phylogenetische Trennung der Polyploidie
zu sehen: Euryarchaeota sind polyploid, Crenarchaeota hingegen monoploid (Soppa
2011b).

Wie Polyploidie in Prokaryoten entsteht oder wie sie reguliert wird, ist noch nicht
geklart. Beim Menschen wird Polyploidie haufig durch Zellfusion erzeugt, wie
beispielweise in der Leber (Lizier et al. 2018). Bei Pflanzen hingegen kommt es
relativ haufig zur Erzeugung nicht reduzierter Gameten, sodass es so in den
Nachkommen zu Polyploidie kommt (Tate et al. 2005; Moghe und Shiu 2014). Da
Prokaryoten allerdings unabhéngig von Fusion oder sexueller Fortpflanzung sind,
muss ihre Polyploidie auf andere Weise zustande kommen. Ein mdglicher
Regulationspunkt konnte die DNA-Replikation sein, die durch die DNA-Initiation
reguliert wird (Ausiannikava und Allers 2017). In menschlichen Krebszellen konnte
gezeigt werden, dass die Histonmodifikation, die einen Einfluss auf die Initiation der

DNA-Replikation hat, auch einen Einfluss auf das Ploidielevel hat (Lu et al. 2016).
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Archaea besitzen Histon-basiertes Chromatin (Mattiroli et al. 2017) und Magnan und
Kollegen postulierten, dass das bakterielle Nucleoid ebenfalls an der Regulation der
DNA-Replikation beteiligt ist (Magnan und Bates 2015). In H. volcanii H26 konnte
gezeigt werden, dass zwei der vier Replikationsurspringe auf dem Hauptchromosom
— oril und ori2 — einen sehr unterschiedlichen Einfluss auf das Ploidielevel haben
(Maurer 2015). Die Deletion von oril fuhrt zu einer Reduktion der Kopienzahl des
Hauptchromoms und als alleiniger Replikationsursprung eines HACs (Haloarchaea
Artificial Chromosome) zu einer sehr hohen Kopienzahl, wahrend es sich fur ori2
gegenlaufig verhalt.

Welchen evolutionaren Nutzen die Polyploidie hat, ist derzeit noch unklar. Es
konnte jedoch gezeigt werden, dass die Mehrheit der heutigen blihenden Pflanzen
und Wirbeltiere von polyploiden Vorfahren abstammen (Otto 2007). Mdglicherweise
hat die Polyploidie zur Entstehung von Mitose und Meisoe beigetragen (Markov und
Kaznacheev 2016). Polyploidie hat in jedem Fall viele theoretische Vorteile, wovon
manche bereits experimentell bestéatigt werden konnten (Comai 2005; Soppa 2013).
Ein offensichtlicher Vorteil von Polyploidie bei Eukaryoten ist der Heterosis-Effekt,
der zu einer Leistungssteigerung der hybriden, alloploiden Nachkommen fihrt
(Comai 2005). Gezeigt werden konnte auch, dass Polyploidie zu einer schnelleren
Gewebsregeneration bei eingeschlechtlichen Salamandern (Saccucci et al. 2016)
und zu einer erhohten Salztoleranz bei Arabidopsis thaliana fiihrt (Chao et al. 2013).
Bei Prokaryoten konnten ebenfalls eine Reihe von Vorteilen identifiziert werden. So
fuhrt Polyploidie zu einer erhdhten Resistenz gegenuber Doppelstrangbriichen, die
durch Austrocknung und radioaktive Strahlung erzeugt werden, wie flr Deinococcus
radiodurans (Mattimore und Battista 1996), Halobacterium salinarum (Kottemann et
al. 2005) und Haloferax volcanii (Zerulla et al. 2014b) gezeigt werden konnte. Die
Fahigkeit, das komplette Genom aus vielen Uberlappenden Bruchstiicken wieder
zusammensetzen zu konnen, wurde flr Deinococcus radiodurans bereits gezeigt
(Zahradka et al. 2006), und ist mdglicherweise einer der Grinde, warum halophilen
Archaea fir hunderte von tausenden Jahren oder sogar Jahrmillionen
eingeschlossen in Salzkristallen Uberleben kénnen (Grant et al. 1998; Vreeland et al.
2007). Ein relativ offensichtlicher Vorteil ist die durch die Polyploidie erzeugte
Genredundanz, die es ermdglicht, mutierte Gene anhand des intakten Templates
mithilfe von Genkonversion zu reparieren (Santoyo und Romero 2005; Hildenbrand

et al. 2011; Lange et al. 2011). Dartber hinaus ware es mdglich, dass polyploide
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Organismen unter schwierigen Wachstumsbedingungen gezielt ein Allel mutieren
und sich so besser anpassen kdnnen (Soppa 2013). Aul3erdem konnte Polyploidie in
Organismen mit mehreren Replikons die Mdglichkeit der globalen Genregulation
eroffnen, da Gene auf Replikons mit hohere Kopienzahl moglicherweise stéarker
exprimiert sind, als die auf Replikons mit geringer Kopienzahl. Fir Haloferax volcanii
konnte auch bereits gezeigt werden, dass die verschiedenen Replikons sich in ihrer
Kopienzahl unterscheiden (Zerulla et al. 2014b). Polyploidie ermdéglicht dartber
hinaus eine entspanntere DNA-Replikationskontrolle, da die DNA-Replikation nicht
genau nach Verdopplung des Genoms gestoppt werden muss, wie es bei
monoploiden Spezies der Fall ist (Soppa 2013). In der Tat konnte fur Halobacterium
salinarum gezeigt werden, dass es keine S-Phase gibt, sondern die DNA-Replikation
wahrend des gesamten Zellzyklus® stattfindet (Zerulla et al. 2014a). Ein weiterer
Vorteil von Polyploidie ist, dass die Bildung des Septums bei der Zellteilung weniger
Kontrolle erfordert, da es aufgrund der hoheren Genomkopienzahl statistisch
wahrscheinlich ist, dass beide Tochterzellen zumindenst eine Genomkopie erhalten
(Soppa 2013). Dies konnte auch fur Methanococcus jannaschii (Malandrin et al.
1999) und fur Synechocystis PCC6803 (Schneider et al. 2007), jedoch nicht fur
Halobacterium salinarum experimentell gezeigt werden (Zerulla et al. 2014a).
Polyploide Spezies sind dariber hinaus in der Lage, sich auch unter
Phosphatmangel weiter zu teilen (Zerulla et al. 2016) und sogar ihre DNA als
Phosphatspeicher zu verwenden, wie fur Haloferax volcanii beschrieben wurde
(Zerulla et al. 2014b). Daruber hinaus konnte fiur Bacillus subtilis (Bottinger et al.
2018) und Cyanobakterien (Watanabe et al. 2015) gezeigt werden, dass die Zellen
mit der DNA-Replikation bereits in der lag-Phase beginnen und so
Chromosmenkopien anhaufen, um ihnen beim Wachstumsstart ein paar rasche
Zellteilungen zu ermoglichen. Polyploidie ermoglicht das Bestehen von
Riesenbakterien, wie z.B. Epulopiscium fishelsoni (Fishelson et al. 1985;
Montgomery und Pollak 1988) oder Achromatium oxaliferum (Head et al. 2000), da
bei den gigantischen Ausmal3en von 30 — 500 um in Lange und 5 — 45 pm in Breite
wie im Fall von Epulopiscium, Diffusion bei monoploiden Zellen nicht ausreichen
wuirde, um Transkripte und Proteine durch das Cytoplasma zu transportieren (Soppa
2014). Im Allgemeinen scheinen alle Riesenbakterien polyploid zu sein (Angert
2012). Epulopiscium hat bis zu 200.000 Genomkopien pro Zelle und es konnte
gezeigt werden, dass die Kopienzahl mit dem Volumen Kkorreliert (Mendell et al.
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2008). Wahrend Epulopiscium vermutlich tber Genkonversion seine Genome
homogenisiert, sodass alle 200.000 Kopien identisch sind (Mendell et al. 2008), ist
das Genom von A. oxaliferum sehr divers (lonescu et al. 2017). Sein Genom enthalt
nur wenige identische Kopien und wird als so komplex beschrieben, als ware die
Diversitat einer kompletten Zellgemeinschaft in einer einzigen Zelle. Welche Vorteile
A. oxaliferum daraus zieht, ist noch unklar.

Neben vielen Vorteilen, birgt Polyploidie auch gewisse Nachteile. So kann sie in
Eukaryoten zu Aneuploidie und damit zur Sterilitat fihren (Comai 2005). In Haloferax
volcanii korreliert eine hohere Genomkopienzahl mit einem langsameren Wachstum,
allerdings ist unklar, ob das Ploidielevel wirklich die Ursache dafir ist (Maurer 2015).

Bei Untersuchungen der mikrobiellen Zusammensetzung einer Gemeinschatt,
sorgt die Polyploidie dartiber hinaus fur eine weitere Herausforderung (Soppa 2017).
Mikrobielle  Gemeinschaften z.B. im Darm werden haufig mittels
Markerfrequenzanalysen untersucht, die auf die 16S rRNA- oder andere Gene
abzielen. Normalerweise wird davon ausgegangen, dass ein Read aus einer Zelle
stammt und deshalb die Markerfrequenz dem Anteil, den die jeweilige Spezies an der
Gemeinschaft hat, entspricht. Bei polyploiden Spezies ist dies jedoch nicht der Fall,
da mehrere Reads aus einer Zelle stammen. Wenn mikrobiologische
Gemeinschaften also ohne Bericksichtigung des Ploidielevels der einzelnen Spezies
untersucht werden, dann sind polyploide Spezies lber- und monoploide Spezies

unterreprasentiert.

2.4 Genkonversion als Vorteil von Polyploidie

Die Genkonversion ist eine Form der homologen Rekombination, bei der es zur
nicht-reziprokten Ubertragung von genetischer Information zwischen homologen
DNA-Sequenzen kommt (Hastings 2010). Es wird dementsprechend die DNA-
Sequenz von einem Donormolekll auf ein Empfangermolekil Gbertragen — die DNA-
Sequenz des Donors bleibt dabei unverandert (Hastings 2010). Genkonversion
kommt sowohl intragenomisch (z.B. zwischen zwei homologen Genen, wie den
rRNA-Genen) oder intergenomisch (z.B. zwischen zwei Schwesterchromatiden bei
Eukaryoten oder den verschiedenen Genomkopien bei Haloferax volcanii) vor
(Santoyo und Romero 2005).

Genkonversion spielt unter anderem eine grol3e Rolle beim Wechsel des Mating-
Typs knospender Hefen, der Antigenvariation von Oberflachenproteinen pathogener
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Bakterien, bei der Aneignung von Antibiotikaresistenzen, sowie bei der
gemeinsamen Evolution von Genfamilien (z.B. rRNA-Genen) (Santoyo und Romero
2005; Paulsson et al. 2017). Genkonversion ist allerdings auch mit Krankheiten
assoziiert (Chen et al. 2007). Eine nicht normal ablaufende Genkonversion, wie zum
Beispiel im Falle von Polymorphismen in BRCA1 und BRCA2, die im Menschen mit
an der Genkonversion beteiligt sind, fuhrt zu Brustkrebs. Dartiber hinaus kann
Genkonversion wéahrend der Meiose im schlimmsten Fall zu einer Reihe von
Erbkrankheiten fuhren.

Das erste Modell fiur homologe Rekombination, das auch Genkonversion erklarte,
wurde 1964 von Holliday entworfen und nach ihm benannt (Holliday 1964). Holliday
ging seinerzeit noch von Einzelstrangbrichen aus, die dazu fihren, dass die
homologen DNA-Strange aufgewunden und die Einzelstrange ausgetauscht werden.
Dadurch entsteht eine Struktur aus vier DNA-Strangen, die sogenannte Holiday-
Junction, die wieder aufgelost wird. Hierbei kommt es entweder zum reziproken
Austausch von DNA-Sequenzen (Crossover) oder zum nicht-reziprokten Austausch
(Genkonversion) (Santoyo und Romero 2005). Da es allerdings immer mehr
Hinweise darauf gab, dass es sich eher um Doppelstrang- als um Einzelstrangbriiche
handelt, wurde 1983 das Doulbe-Strand Break Repair-Modell (DSBR) entwickelt, das
bis heute gilt (Szostak et al. 1983) (siehe Abb. 4). Hierbei werden nach einem
Doppelstrangbruch im Empfangermolekil (siehe Abb. 4 [A] in rot) die Einzelstrange
in 5'-3'-Richtung abgebaut (siehe Abb. 4 [B]), wodurch eine Liicke mit 3'-Uberhangen
generiert wird. Einer dieser 3‘-Uberhange kann nun das homologe Donormolekiil
infiltrieren (siehe Abb. 4 [C] in schwarz), welches der DNA-Polymerase als Template
fur die Neusynthese des Stranges dient (siehe Abb. 4 [D]). Der durch die Invasion
entstandene D-Loop im Donormolekiil, kann nun an den verbleibenden 3‘-Uberhang
des Akzeptormolekils binden und dort ebenfalls als Template dienen (siehe Abb. 4
[H]). Nach der Ligation entstehen die oben erwdhnten Holiday-Junctions (siehe Abb.
4 [1]). Nach der Auflésung der Holiday-Junctions werden die noch vorhandenen
Licken aufgeflllt (siehe Abb. 4 [G] — Conversion by gap filling) oder es entsteht ein
Heteroduplex (siehe Abb. 4 [G] — Conversion by heteroduplex formation), der in
einem nachfolgenden Prozess durch das Methyl-Directed Mismatch Repair System
(MMR) oder wahrend der Replikation aufgelost wird (Hastings 2010). Hierdurch
kommt es zur Genkonversion. Da die Holiday-Junctions allerdings innerhalb der

homologen Sequenzen beweglich sind, kommt es bei der Auflosung neben der
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Genkonversion auch in 50 % der Falle zu Crossover. Bei vielen Arbeiten in Hefe
jedoch, wurden Genkonversionsereignisse gehauft ohne Crossover beobachtet,
weshalb das DSBR-Modell modifiziert wurde und das Synthesis-Dependend Strand
Annealing-Modell (SDSA) entstand (Santoyo und Romero 2005) (siehe Abb. 4).
Hierbei verlaufen die ersten Schritte &hnlich wie beim DSBR-Modell (siehe siehe
Abb. 4 [A] - [D]), jedoch kommt es nicht dazu, dass der D-Loop des Donormolekiils
an das Ubrige 3-Ende des Akzeptormolekils bindet, stattdessen l6sen sich die
beiden Molekiule wieder voneinander (siehe siehe Abb. 4 [E]). Der reparierte
Einzelstrang wird ligiert und dient dem anderen dann als Template (siehe siehe Abb.
4 [F]). Im Gegensatz zur DSBR kommt es beim SDSA nur zur Genkonversion und

nicht zum Crossover.

A ~Ti Double-strand break

= 5’-end resection

B
Donor DNA molecule —>» <

C === = 3’-end invasion

— Polymerase extension

= Second end capture

Separation E it = - and extension

>  Ligation: double
Second end annealing F —/— ... —— I - X Hgllidayjuncn'on
\ Conversion by gap filling /
v

<

eessenre [ —

Gap filling and ligation G 4 = Resolution
Conversion by heteroduplex formation
Synthesis-Dependend Strand Annealing Double-Strand Break Repair

Abb. 4: Molekulare Mechanismen von SDSA und DSBR (Hastings 2010)

Gezeigt sind die akzeptierten molekularen Mechanismen, die zu Genkonversion fuhren kénnen:
Synthesis-Dependend Strand Annealing (SDSA) und Double-Strand Break Repair (DSBR).
Gepunktete Linien zeigen DNA-Synthese an. Fir eine genauere Beschreibung, siehe obigen Text.

In Eukaryoten werden wahrend der Meiose Doppelstrangbriiche durch spezielle
Topoisomerase-ahnliche Enzyme induziert (SPO11), wahrend Doppelstrangbriiche in
der Mitose durch radioaktive Strahlung, festgefahrene Replikationsgabeln oder
spezielle Endonukleasen verursacht werden (Chen et al. 2007). Es gibt vier
Mechanismen, wie Doppelstrangbriiche repariert werden kénnen (Amunugama und

Fishel 2012). Im Folgenden wird aber nur auf die homologe Rekombination
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eingegangen, die in Genkonversion resultieren kann. In Hefe als Beispiel fir
Eukaryoten werden Doppelstrangbriiche durch den Mrell-Rad50-Xrs2-Komplex
(MRX) erkannt. Die im Komplex enthaltene Sae2-Endonuklease beginnt die
Einzelstrange in 5'-3'-Richtung abzubauen, fir den umfangereicheren Abbau werden
jedoch die Exol- und Dna2-Nuklease sowie der Sgl-Top3-Rmil-Komplex (STR)
hinzugezogen. Rad52 rekrutiert Rad51, das die Suche nach homologen Bereichen,
sowie die Invasion des Donorstranges und die homologe Rekombination katalysiert.
Rad51 ist zentraler Bestandteil der homologen Rekombination und ist homolog zu
RecA in Bakterien und RadA in Archaea (Capes et al. 2011). Rad52 sorgt daftr, dass
der D-Loop des Donorstrangs an dem verbleibenden 3‘-Uberhang der Akzeptor-DNA
binden kann (Amunugama und Fishel 2012). Ein weiterer Faktor, der an der
homologen Rekombination in Hefe beteiligt ist, ist Rad54, das gleich mehrere
Funktionen erflllt: Es interagiert mit Rad51, um die Einzelstrang-DNA zu stabilisieren
und die Suche nach homologen DNA-Sequenzen zu stimulieren, bei der es auch den
Umbau von Chromatin katalysiert. Es hilft bei der Wanderung der Holiday-Junction,
interagiert mit spezifischen Endonukleasen, um die Auflésung der Holiday-Junction
voranzutreiben und entfernt Rad51 am Ende der Doppelstrangreparatur von der
DNA. Die Auflésung der Holiday-Junction erfolgt durch Ydc2, die analog zum
bakteriellen RuvC funktioniert.

In Wildtyp-E. coli Zellen gibt es zwei Mechanismen fur homologe Rekombination:
RecBCD und RecF, wobei ersterer der bevorzugte Mechanismus ist (Santoyo und
Romero 2005). Im Folgenden wird zuerst der RecBCD-Mechanismus beschrieben
(Spies und Kowalczykowski 2004). Nach der Bindung der RecBDC-
Helikase/Nuklease an das blunt- oder fast blunt-End Ende der Doppelstrang-DNA,
wandert sie ATP-abhangig die DNA entlang, windet sie auf und baut die DNA ab, bis
sie auf den Rekombinations-Hot-Spot x trifft. Hier wird der Abbau in 3‘-Richtung
runter- und in 5-Richtung hochreguliert, sodass 3‘-Uberhdnge generiert werden.
Dartiber hinaus ist RecBDC nun in der Lage RecA an den neugenerierten
Einzelstrang zu rekrutieren. RecA kann nun nach homologen Sequenzen suchen und
diese infiltrieren, wodurch es zur homologen Rekombination kommt. Beim RecF-
Mechanismus bindet in den meisten Fallen die RecQ-Helikase (alternativ UvrD oder
HelD) an die DNA und beginnt diese in 3‘-5‘-Richtung aufzuwinden, wahrend die
RecJ-Exonuklease zeitgleich die DNA in 5°-3‘-Richtung abbaut, wodurch ein 3'-

Uberhang entsteht. Nun dissoziieren RecQ und RecJ von der DNA ab und der
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RecFOR-Komplex assembliert sich an der ssDNA-dsDNA-Kreuzung. RecFOR
rekrutiert RecA, wodurch es zur homologen Rekombination kommt. Bei beiden
Mechanismen wird die Holiday-Junction durch die Proteine RuvA, RuvB und RuvC
aufgeldst. RuvA erkennt und bindet dabei die Holiday-Junction, RuvB bindet in je
einem hexameren Ring zwei gegenuberliegende Strange, wodurch es zur
Translokation der Holiday-Junction kommt und RuvC die gegenuberliegenden
Strange schneidet.

Bei der homologen Rekombination im RecBDC-Mechanismus kann es sowohl
zum Crossover als auch zur Genkonversion kommen, wobei es haufiger zum
reziproken Austausch kommt (Santoyo und Romero 2005). Interessanterweise
kommt es beim RecF-Mechanismus fast immer zur Genkonversion und nur sehr
selten zu einem Crossover (Santoyo und Romero 2005).

Bei Archaea ist indes noch nicht so viel Uber die Mechanismen der homologen
Rekombination oder auch Genkonversion bekannt. Eine Suche bei ,Pubmed® mit den
Stichwortern ,gene conversion® und ,archaea“ im Titel oder Abstract ergab 19 Treffer.
Bis auf zwei handelt es sich hierbei um falsch-positive Treffer, Reviews oder
bioinformatische Analysen. Tatsache ist, dass auch Archaea Genkonversion
betreiben kdnnen (Hildenbrand et al. 2011; Lange et al. 2011) und dass ihre
homologe Rekombination im Allgemeinen der der Eukaryoten &hnelt (Allers und Ngo
2003; White 2011). Darlber hinaus sind sowohl in Halobacterium salinarum NRC-1
als auch in Haloferax volcanii Mrell und Rad50 annotiert, die in Eukaryoten
Doppelstrangbriche erkennen. In Halobacterium salinarum NRC-1 ist Mrell
essentiell fur die Reparatur von Doppelstrangbriichen und eine Deletion fuhrt zu
weniger homologen Rekombination, wahrend das bei Rad50 nicht der Fall ist (Kish
und DiRuggiero 2008). In Haloferax volcanii dagegen kommt es in einer
Doppelmutante zu mehr homologer Rekombination (Delmas et al. 2009). In P.
furiosus stimulieren Mrell und Rad50 den archaea-spezifischen HerA-NurA-
Komplex, der mit dem Abbau der DNA in 5‘-Richtung beginnt (Hopkins und Paull
2008). In allen bisher sequenzierten Archaea konnte RadA, das homolog zu RecA in
Bakterien und Rad51 in Hefe ist, identifiziert werden und es ist essentiell fur
homologe Rekombination (Woods und Dyall-Smith 1997). Dariber hinaus konnten
RecJ-ahnliche Exonukleasen identifiziert werden, genannt Arj, sowie Nukleasen der
RecB-Familie wie sie im RecBCD-Komplex in Bakterien vorkommen (Capes et al.

2011). Archaele Homologe der Holiday Juction Resolvase in Eukaryoten bzw. UvrC
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in Bakterien konnten dartber hinaus ebenfalls identifiziert werden und scheinen die
gleiche Funktion zu besitzen (Komori et al. 1999; Komori et al. 2000; Lestini et al.
2010; Capes et al. 2011). Lediglich ein Enzym ist bis jetzt bekannt, das grof3en
Einfluss auf die Genkonversion im Speziellen hat: die Hef-Helikase. Die Hef-Helikase
ist vermutlich daran beteiligt eine festgefahrene Replikationsgabel aufzulésen und
kann die Auflosung von Holiday-Junctions bei Fehlen der Holiday Junction Resolvase
Ubernehmen (Lestini et al. 2010; Lestini et al. 2013). Eine Deletion vermindert die
Rekombinationsrate auf 45 % des Wildtyps, wobei davon eher die Genkonversion als
das Crossover betroffen ist (Lestini et al. 2010). Da eine Doppeldeletion mit RadA
moglich ist, besteht die Vermutung, dass die Hef-Helikase auf eine RadA
unabh&ngige Weise homologe Rekombination ermdglicht.

Genkonversion hat einen GC-bias, d.h. es wird bevorzugt die GC-reichere
Sequenz als Template verwendet (Galtier und Duret 2007; Lassalle et al. 2015).
Moglicherweise handelt es sich hierbei um einen Gegenreaktion zu Mutationen, die
bevorzugt in AT-Richtung ablaufen (Hershberg und Petrov 2010). Darlber hinaus
konnte in Rhizobium etli gezeigt werden, dass bevorzugt die DNA-Sequenz als
Akzeptor dient, die einen Doppelstrangbruch aufweist (Yanez-Cuna et al. 2016). Die
Genkonversionraten variieren zwischen verschiedenen archaelen und bakteriellen
Spezies (Vos und Didelot 2009). Es besteht eine Korrelation zwischen
Genkonversionsrate und GC-Anteil des Genoms (Lassalle et al. 2015).

2.5 Zielsetzung der Arbeit

Ziele dieser Arbeit waren die Untersuchung der Regulation der Polyploidie und der
Charakterisierung der Genkonversion als Vorteil von Polyploidie.

Da die DNA-Replikation ein entscheidender Schritt bei der Regulation der
Polyploidie zu sein scheint, sollten zunachst Einzeldeletionsmutanten aller 16
orcl/cdc6-Replikationsinitationsgene generiert werden. Diese sollten dann mithilfe
von Mikrotiterwachstumstest unter verschiedenen Wachstumsbedingungen mit dem
Wildtyp verglichen werden wund die Kopienzahl aller drei Replikons -
Hauptchromosom, pHV1 und pHV3 — mittels gPCR bestimmt werden.

Im Weiteren sollten die 5-Regionen der Replikationsurspriinge oril und ori2 auf
dem Hauptchromsom genauer untersucht werden, da sich in einer vorangegangen
Arbeit herausstellte, dass sie einen Einfluss auf das Ploidielevel haben (Maurer
2015). Hierfur sollte zunéchst per Northern-Blot die Expression des hoch-
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konservierten in der upstream-Region von oril annotierten oap-Operons untersucht
werden. Als nachstes sollten Tryptophan-induzierbare Hexahistidin-getaggte
Uberexpressionsvektoren der in der 5‘-Region beider Replikationsurspriinge
liegenden Gene generiert werden. Nach Transformation in den Wildtyp, sollten diese
Mutanten dann mittels Mikrotiterwachstumstest zu verschiedenen
Induktionszeitpunkten untersucht und die Gberexprimierten Proteine im Western-Blot
detektiert werden. Zusatzlich sollten Deletionsmutanten der beiden Helikasen
(HVO_3010 und HVO_1723) und einem Gen des oap-Operons (HVO_3014)
angefertigt und die Genomkopienzahl mittels qPCR bestimmt werden. Dartber
hinaus sollten die Deletionsmutanten der Helikasen komplementiert, die Helikasen
Uberexprimiert und ihr Einfluss auf das Ploidielevel mittels gPCR untersucht werden.
Hierfir sollte zunachst die optimale Induktionsdauer zur Bestimmung der
Genomkopienzahl per Western-Blot ermittelt werden.

Um die Genkonversion als Vorteil der Polyplodie untersuchen zu kénnen, sollte
eine Methode entwickelt werden, um die Genkonversion mittels farblicher
Verédnderung einer Kolonie sichtbar zu machen. Hierfur sollte sich H. volcaniis
Carotinoidbiosynthese zu Nutze gemacht werden. Mittels Protoplastenfusion sollten
zwei verschiedene, auxotrophe Elternstamme verschmolzen werden, um eine
heterozygote Tochterzelle zu generieren. Nach Reparatur des
Carotinoidbiosynthesegens durch Genkonversion sollte ein roter Keil aus einer
weillen Kolonie herauswachsen. Hierzu sollten zunéchst die zwei bendtigten
auxotrophen Stdmme konstruiert und dann die beiden verschiedenen,
komplementaren Konstrukte fur die Reparatur des Carotinoidbiosynthesegens in in je
einen Stamm eingebracht werden. Zur Ermittlung der Genkonversionsrate sollten
mehrere tausend Klone ausgestrichen und auf rote Keile untersucht werden.
Zusatzlich sollten hundert weil3-gebliebene Kolonien mittels PCR auf Genkonversion
untersucht werden — hierfir sollten sowohl unter Selektionssdruck als auch nicht

unter Selektionsdruck stehende Loci berlcksichtigt werden.
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3 Material und Methoden

3.1 Material
3.1.1Laborgerate

Geréat Modell Hersteller
Analysewaage TE124S Sartorius AG, Goéttingen
Autoklav FVS/2 Fedegari Autoclavi S.p.A.,

SANOclav LaM-201

Elektroblotting-Apparatur Fastblot B43

Einkanalpipette Eppendorf Research 0,01-2,5 pl

Discovery Comfort 2-20 pl

Discovery Comfort 20-200 pl

Discovery Comfort 100-100 pl

Glaspipette 5mi

10 ml

20 ml

Heizblock EPT-130-36-1,5

HB-1302
BT3

Heizrihrer COMBIMAG RCT

IKAMAG® RCT

RET basic

MAG HS 7

Horizontalschiittler REAX 3

KS10
G10 Gyratory ®

Hybridisierungsofen HB-1000 Hybridizer
Mini Oven MK I
OV 1000

Inkubator kelvitron® t

Albuzzano (ITA)
Maschinenbau Wolf GmbH, Bad
Uberkingen

Biometra GmbH, Gottingen
Eppendorf AG, Hamburg

HTL Lab Solution, Warschau
(POL)

HTL Lab Solution, Warschau
(POL)

HTL Lab Solution, Warschau
(POL)

BRAND GMBH + CO KG,
Wertheim

BRAND GMBH + CO KG,
Wertheim

BRAND GMBH + CO KG,
Wertheim

Gebr. Liebisch GmbH & Co. KG,
Bielefeld

HLC

Grant Instruments Ltd, Royston
(GBR)

IKA®-Werke GmbH & CO. KG,
Staufen

IKA®-Werke GmbH & CO. KG,
Staufen

IKA®-Werke GmbH & CO. KG,
Staufen

IKA®-Werke GmbH & CO. KG,

Staufen

Heidolph Instruments, Schwabach

Edmund Biihler, Tubingen
New Brunswick Scientific, New
York (USA)

UVP LLC, Upland (USA)
Hybaid Ltd., Ashford (GBR)
Analytic Jena AG, Jena

Heraeus Instruments, Hanau
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Kuhlbriter
Microwelle
Mikroskop

Mikrotiterplattenphotometer

Mikrotiterplattenschiittler
Mehrkanalpipette

Minitischzentrifuge

Neubauer-Zahlkammer

PAGE-Gelsystem

Pipettierhilfe

pH-Meter

gPCR-Thermocycler

Rollinkubator

Schittelinkubator

Spannungsquelle

Thermocycler

Tischwaage

Tischzentrifuge

T 257

T 165

R-7180

Axiostar Plus
SPECTRAmMax ® 340PC

Titramax 1.000
Discovery Comfort 5-50 pl

Discovery Comfort 20-200 pl
NGO002R

SD 220 VAC

0,02 mm Tiefe

Minigel Twin (010_130)
Accurpette

pipetus®

CG 825
Rotor Gene RG-3000

RSM 7-12V
innova 4300

SI 20 (K30-300)

Power PAC 300

E835

GeneAmp® PCR System 2400
GeneAmp® PCR System 2720

GeneAmp® PCR System 9700

Mastercycler gradient

Veriti™ 96-Well Thermal Cycler

PM4800 DeltaRange®
PB300

Centrifuge 5424
Biofuge 13

Rubarth Apparate GmbH, Laatzen
Rubarth Apparate GmbH, Laatzen
Sharp, Osaka (JPN)

Carl Zeiss, Gottingen

Molecular Devices, Sunnyvale
(USA)

Heidolph Instruments, Schwabach
HTL Lab Solution, Warschau
(Polen)

HTL Lab Solution, Warschau
(Polen)

Nippon Genetics Europe GmbH,
Diren

Carl Roth GmbH + Co. KG,
Karlsruhe

Hirschmann Laborgerate GmbH &
Co. KG, Eberstadt

Biometra GmbH, Gottingen

VWR International, Radnor (USA)
Hirschmann Laborgerédte GmbH &
Co. KG, Eberstadt

Schott, Mainz

Corbett Research, Melbourne
(AUS)

Patek

New Brunswick Scientific, New
York (USA)

Axon Labortechnik GmbH,
Kaiserslautern

Bio-Rad Life Science, Hercules
(USA)

Consort Instruments, Turnhout
(BEL)

Applied Biosystems, Foster City
(USA)

Applied Biosystems, Foster City
(USA)

Applied Biosystems, Foster City
(USA)

Eppendorf AG, Hamburg

Applied Biosystems, Foster City
(USA)

Mettler-Toledo, Columbus (USA)
Mettler-Toledo, Columbus (USA)
Eppendorf AG, Hamburg

Heraeus Instruments, Hanau
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Rontgenkassette

UV-Stratalinker™
UV-Tisch

UV-Vis Spektralphotometer

Vortexer

Wasserbad

Zellaufschlussgerat
Zentrifuge

Rotilabo®-Rontgenkassette

1800

UVT-28 ME

Darkroom Hood RH-5.1
Specord S 600
Nanodrop 2000c

VF2
EM/3

FastPrep®-24
Centrifuge 5810 R

Carl Roth GmbH + Co. KG,
Karlsruhe

Stratagene, La Jolla (USA)
Herolab GmbH, Wiesloch
Herolab GmbH, Wiesloch
Analytik Jena, Jena

Thermo Fisher Scientific Inc.,
Wilmington (USA)
IKA®-Werke GmbH & CO. KG,
Staufen

Julabo Labortechnik GmbH,
Seelbach

MP Biomedicals, Santa Ana (USA)
Eppendorf AG, Hamburg

3.1.2Verbrauchsmaterialien

Produkt Hersteller Artikelnummer
5 ml Spritze B. Braun Melsungen AG, Melsungen 4606051V
8-well PCR Tube Strips 0.2 ml with single flat Nippon Genetics Europe GmbH, Diren  FG-088WF
caps
10 ml Spritze B. Braun Melsungen AG, Melsungen 4606108V
50 ml Luer-Lok"-Spritze Becton Dickinson, Franklin Lakes 300865
(USA)
96 Well Multiply®-PCR Plate, half skirt Sarstedt AG & Co., Numbrecht 72.1979.202
96 Well Multiply®-PCR Plate, skirted Sarstedt AG & Co., Nimbrecht 72.1980.202
Adhesive PCR Sealing Foil Sheets Thermo Fisher Scientific Inc., AB-0626
Wilmington (USA)
Amersham Hyperfilm™ MP GE Healthcare, Little Chalfont (GBR) 28906850
Deckel fur Miktrotestplatte Sarstedt AG & Co., Numbrecht 82.1584
Deckglaser Waldemar Knittel Glasbearbeitungs- 1
GmbH, Braunschweig
Dialyseplattchen g 13 mm Merck KGaA, Darmstadt VSWP01300
Eppendorf Tubes® 5.0 mL Eppendorf AG, Hamburg 0030 119.460
Faltenfilter g 240 mm MACHERY-NAGEL GmbH & Co. KG, 531 024
Duren
Filtropur BT25 0.2, 250 ml Bottle Top Filter Sarstedt AG & Co., Numbrecht 83.1822.101
Filtropur S 0.45 Sarstedt AG & Co., Numbrecht 2014-10
Gel-Blotting-Papiere, Whatman ® 3MM Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe 4928.1
Glasperlen g 0,10-0,11 mm B. Braun Melsungen AG, Melsungen 854140/0
Glasperlen g 0,25-0,5 mm Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe A553.1
Glasperlen g 4mm Paul Marienfeld GmbH, Lauda- 4901004
Konigshofen
Handschuhe NITRILE, GroRe M VWR International, Radnor (USA) 112-2372
Handschuhe NITRILE light, Gro3e M VWR International, Radnor (USA) 112-2755
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Immobilon-P Membran, PVDF, 0,45 pm
(Western-Blot)

Kivetten

MEMBRA-CEL® Dialyseschlauch, 3,5 kDa

Mikro-Schraubenrdhre 2 ml, PP
Mikro-Zentrifugenréhrchen fiir hohe G-Krafte
Mikrotestplatte 96 Well, R

Objekttrager

Parafilm

Pasteurpipette 230 mm lang

Pasteurpipette 150 mm lang

Petrischale 92x16 mm mit Nocken

Pipettenspitze 20 pl, farblos

Pipettenspitze 200 pl, gelb

Pipettenspitze 1000 pl, blau

Positiv geladene Nylontransfermembran
(Northern-Blot)

Reagiergefal® 1,5 ml

Rotilabo®-Blottingpapiere, Dicke 1,0 mm

Roti ®-Nylon plus, 0,45 um (Southern-Blot)

Rohre 15 ml, 120x17 mm, PP

Rohre 50 ml, 114x28 mm, PP

R6hre 50 ml, 115x28 mm, PP

Safelock Cap Reaktionsgefafd 2,0 ml

Sterilfilter 0,2 pm

Steristopfen®

Strip Tubes and Caps, 0,1 ml (QPCR)

3.1.3Chemikalien

Millipore Cooperation, Bedford (USA)

Sarstedt AG & Co., Nimbrecht
SERVA Electrophoresis GmbH,
Heidelberg

Sarstedt AG & Co., Nimbrecht

VWR International, Radnor (USA)
Sarstedt AG & Co., Nimbrecht
DIAGONAL GmbH & Co. KG, Miinster
Bemis Flexible Packaging, Neenah
(USA)

neolLab Mitte Laborbedarf-Vertriebs
GmbH, Heidelberg

Hirschmann Laborgeréate GmbH & Co.
KG, Eberstadt

Sarstedt AG & Co., Nimbrecht
Sarstedt AG & Co., Niimbrecht
Sarstedt AG & Co., Niimbrecht
Sarstedt AG & Co., Nimbrecht

GE Healthcare, Little Chalfont (GBR)

Sarstedt AG & Co., Nimbrecht

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe
Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe
Sarstedt AG & Co., Numbrecht
Sarstedt AG & Co., Numbrecht
Sarstedt AG & Co., Niimbrecht

nerbe plus GmbH, Winsen/Luhe

GE Healthcare, Little Chalfont (GBR)
Heinz Herenz Medizinalbedarf GmbH,
Hamburg

Qiagen, Venlo (NLD)

IVPH00010

67.742
44310.02

72.694.006
20170-036
82.1582
K0015d
PM-996

E-1097

9250101

82.1473
70.1116
70.760.012
70.762.010
RPN203B

72.690.001
CL74.1
K058.1
62.554.502
62.547.254
62.559.001
04-232-1200
10 462 200
215

981103

Produkt

Hersteller

Artikelnummer

2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)-
ethansulfonsaure (HEPES)

2'-Deoxythymidin

2'-Desoxyadenosin-5‘-triphosphat (dATP)

2'-Desoxycytidin-5‘-triphosphat (dCTP)
2'-Desoxyguanosin-5‘-triphosphat (dGTP)

2'-Desoxythymidin-5*-triphosphat (dTTP)

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe

AppliChem GmbH, Darmstadt
Thermo Fisher Scientific Inc.,
Wilmington (USA)

Bioline Reagents, London (GBR)
Thermo Fisher Scientific Inc.,
Wilmington (USA)

Thermo Fisher Scientific Inc.,
Wilmington (USA)

9105.4

A2265
R0142

DC-416102
R0162

R0O172
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2-Propanol (Isopropanol)

3-(N-Morpholino)propansulfonsaure (MOPS)

5-Brom-4-chlor-3-indoxyl-B-D-galactopyranosid

(X-gal)
5-Fluororotsaure (5-FOA)

Acrylamid/Bis-acrylamid (30 %)
Agarose

Agarose (hochauflésend)
Adenin

Ammoniumchlorid
Ammoniumperoxodisulfat (APS)
Ampicillin Natriumsalz
L-Arginin

Bacto'V-Agar
Bacto'"'-Casaminoséuren
Bacto™-Trypton
Bacto'"-Hefeextrakt

Betain

Blocking-Reagenz

BME Vitamins 100x solution
ortho-Borsaure

Bromphenolblau
CDP-Star

Desoxyribnukleinséaure-Natriumsalz aus

Lachshoden
Calciumchlorid
Chloroform/Isoamylalkohl
Cobalt(ll)-chlorid
Coomassie® Brilliantblau Blue R-250
Dextransulfat
Dieethyldicarbonat (DEPC)
Diethylether

Difco™ Yeast Nitrogen Base w/o amino acids

and ammonium sulfate

VWR International, Radnor (USA)
Sigma-Aldrich Co. LLC., St. Louis
(USA)

AppliChem GmbH, Darmstadt

Thermo Fisher Scientific Inc.,
Wilmington (USA)

Sigma-Aldrich Co. LLC., St. Louis
(USA)

Genaxxon bioscience GmbH, Ulm
Lonza, Basel (CHE)

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe
VWR International, Radnor (USA)
Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe
AppliChem GmbH, Darmstadt
Sigma-Aldrich Co. LLC., St. Louis
(USA)

Becton Dickinson, Franklin Lakes
(USA)

Becton Dickinson, Franklin Lakes
(USA)

Becton Dickinson, Franklin Lakes
(USA)

Becton Dickinson, Franklin Lakes
(USA)

Sigma-Aldrich Co. LLC., St. Louis
(USA)

Roche Diagnostics GmbH, Rotkreuz
(CHE)

Sigma-Aldrich Co. LLC., St. Louis
(USA)

VWR International, Radnor (USA)
Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe
Roche Diagnostics GmbH, Rotkreuz
(CHE)

Sigma-Aldrich Co. LLC., St. Louis
(USA)

VWR International, Radnor (USA)
Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe
Merck KGaA, Darmstadt

AppliChem GmbH, Darmstadt

VWR International, Radnor (USA)
Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe
VWR International, Radnor (USA)
Becton Dickinson, Franklin Lakes
(USA)

20842.330
M3183

A1007

R0812

A3699

M3044
50180
3025.2
21236.267
9592.2
A0839
A-5006

214010

223050

211705

212750

61962

11 096 176 001

B6891

20185.297

A512.1

11685627001

D1626

22317.297

X985.2

2539

A1092

0198

K028.2

23811.292
233520
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Digoxygenin Desoxyuridintriphosphat (Dig-UTP)

Dimethylsulfoxid (DMSO)

Dithiothreitol (DTT)

Eisen(lll)-chlorid-Hexahydrat

Eisen(ll)-sulfat-Heptahydrat

Eisessigsaure

Entwickler

Ethanol absolut

Ethidiumbromidlésung 0,5 %

Ethylendiamin-tetraessigsaure Dinatriumsalz
Dihydrat (Naz2EDTA)

Ethylenglykol

Ficoll 400

Fixierer

Formaldehydlésung 37 %
Formamid

Glycerin 87 %

Glycin

D(+)-Glukose Monohydrat
Guanidinthiocyanat

Harnstoff

L-Isoleucin
Isopropyl-B-D-thiogalactopyranosid (IPTG)
Kaliumacetat

Kaliumchlorid
Kaliumdihydrogenphosphat
di-Kaliumhydrogenphosphat Trihydrat
Kaliumhydroxid
Kupfer(ll)-chlorid-Dihydrat
N-Lauroylsarcosin (30 %)
L-Leucin

Lithiumacetat
L-Lysin-Monohydrat
Maleinséure
Magermilchpulver
Magnesiumchlorid-Hexahydrat
Magnesiumsulfat-Heptahydrat
Mangan(ll)-chlorid-Tetrahydrat
Methanol

Methionin

Methylenblau

B-Mercaptoethanol

Roche Diagnostics GmbH, Rotkreuz
(CHE)

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe
Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe
Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe
Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe
VWR International, Radnor (USA)
Carestream dental Ltd., Atlanta (USA)
VWR International, Radnor (USA)
Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe
Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe
Sigma-Aldrich Co. LLC., St. Louis
(USA)

Eastman Kodak Company, Rochester
(USA)

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe
Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe
VWR International, Radnor (USA)
AMRESCO Inc., Solon (USA)

Merck KGaA, Darmstadt

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe
VWR International, Radnor (USA)
AppliChem GmbH, Darmstadt
AppliChem GmbH, Darmstadt

VWR International, Radnor (USA)
VWR International, Radnor (USA)
Merck KGaA, Darmstadt

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe
Merck KGaA, Darmstadt

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe
AppliChem GmbH, Darmstadt

Merck KGaA, Darmstadt

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe
Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe
Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe
VWR International, Radnor (USA)
VWR International, Radnor (USA)
VWR International, Radnor (USA)
Merck KGaA, Darmstadt

VWR International, Radnor (USA)
Merck KGaA, Darmstadt
Sigma-Aldrich Co. LLC., St. Louis
(USA)

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe

11573179910

4720.1
6908.2
P742.1
P015.1
20104.334
190 0943
20821.321
HP46.1
8043.2

6881.1
F-4375

190 1875

4979.1
6749.2
24385.295
0167
1.08342
0017.2
28877.260
A3642
A1008
26764.298
26667.236
1.04873
6878.2
1.05033
CN82.2
A3457
1.05360
5547.1
4207.2
K304.2
84615
25108.295
25165.292
5927
20847.320
1.05707
MB-1

4227.1
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Molybdéanséaure

Natriumacetat

Natriumchlorid

tri-Natriumcirat Dihydrat
di-Natriumhydrogenphosphat-Dihydrat
Natriumhydroxid

Natriumdodecylsulfat (SDS)
Natriummolybdat-Dihydrat
Nickel(ll)-chlorid-Hexahydrat
Nicotinamidadenindinukleotid (NAD")
Novobiocin Natriumsalz

Pepton

L-Phenylalanin
Polyethylenglykol 600
Polyethylenglykol 3350
Polyethylenglykol 8000

Polyvinylpyrrolidon

Rinderserumalbumin (BSA)
Saccharose

Salzsaure (25 %)

TE-gesattigtes Phenol
Tetramethylethylendiamin (TEMED)
L-Threonin

Tinte
Tris(hydroxymethyl)aminomethan (Tris)
Triton X-100

tRNA aus Hefe

L-Tryptophan

Tween® 20

L-Tyrosin

Uracil

D/L-Valin

Xylencyanol FF
Zinksulfat-Heptahydrat

Sigma-Aldrich Co. LLC., St. Louis
(USA)

VWR International, Radnor (USA)
Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe
VWR International, Radnor (USA)
Merck KGaA, Darmstadt

VWR International, Radnor (USA)
Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe
Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe
Merck KGaA, Darmstadt

AppliChem GmbH, Darmstadt
Sigma-Aldrich Co. LLC., St. Louis
(USA)

Oxoid Ltd., Basingstoke (GBR)

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe
AppliChem GmbH, Darmstadt

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe
Sigma-Aldrich Co. LLC., St. Louis
(USA)

Sigma-Aldrich Co. LLC., St. Louis
(USA)

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe
AMRESCO Inc., Solon (USA)

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe
Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe
Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe
Merck KGaA, Darmstadt

Pelikan

AppliChem GmbH, Darmstadt

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe
AppliChem GmbH, Darmstadt

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe
AppliChem GmbH, Darmstadt

Merck KGaA, Darmstadt

AppliChem GmbH, Darmstadt
Sigma-Aldrich Co. LLC., St. Louis
(USA)

AppliChem GmbH, Darmstadt
Sigma-Aldrich Co. LLC., St. Louis
(USA)

M-0878

27653.260
3957.5
27833.363
6576
28244.295
CN30.3
0274.3
6742
Al1124
N1628

L37
4491.1
A5336
0156.1
P-2139

M79603

T844.2
0335
6331.4
0038.3
2367.3
1.08411
A1086
3051.2
A3931
4858.2
A4974
8371
A0667
V-0375

A4976
Z-4750
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3.1.4Kit-Systeme

Produkt

Hersteller

Artikelnummer

E.Z.N.A. Gel Extraction Kit VWR International, Radnor (USA) D2500-01
GenElute"™ HP Plasmid Midiprep Kit Sigma-Aldrich Co. LLC., St. Louis NA0200-1KT
(UsA)

GenUP™ PCR Cleanup Kit biotechrabbit GmbH, Berlin BR0O700303
Maxima SYBR Green/ROX gPCR Master Mix Thermo Fisher Scientific Inc., K0223

(2X) Wilmington (USA)
NucIeoSpin® Plasmid MACHERY-NAGEL GmbH & Co. KG, 740588.250

Duren

Roti®-Lumin Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe P078.1
3.1.5Enzyme
Produkt Hersteller Artikelnummer

Phusion High-Fidelity DNA Polymerase
KOD Hot Start DNA Polymerase
Lysozym

RNase (DNase frei)

T4-DNA-Ligase

T5 Exonuklease

Tag-DNA-Polymerase

Tag-DNA-Polymerase

Tag-Ligase

3.1.6 Antikorper

Thermo Fisher Scientific Inc.,
Wilmington (USA)

Sigma-Aldrich Co. LLC., St. Louis
(USA)

AppliChem GmbH, Darmstadt
AppliChem GmbH, Darmstadt
Thermo Fisher Scientific Inc.,
Wilmington (USA)

New England Biolabs, Ipswich (USA)
Eigenisolat

Biozym Scientific GmbH, Hessisch
Oldendorf

New England Biolabs, Ipswich (USA)

F530

71086

A497

A3832

ELOO11

MO0363

331610

M0208

Produkt

Hersteller

Artikelnummer

Anti-Digoxigenin-AP Fab fragments
Anti-Mouse 1gG-Peroxidase antibody

Penta-His™ Antibody

Roche Diagnostics GmbH, Rotkreuz
(CHE)

Sigma-Aldrich Co. LLC., St. Louis
(USA)

Qiagen, Venlo (NLD)

11 093 274 910

A9044-2ML

34660



Material und Methoden 32

3.1.7GroRenstandards

Produkt
GeneRuler™ 1 kb DNA Ladder

Hersteller Artikelnummer

Thermo Fisher Scientific Inc., SM0312
Wilmington (USA)

GeneRuler™ 100 bp Plus DNA Ladder Thermo Fisher Scientific Inc., SM0321
Wilmington (USA)

GeneRuler™ Ultra Low Range DNA Ladder Thermo Fisher Scientific Inc., SM1213
Wilmington (USA)

PageRuler™ Prestained Protein Ladder, 10-180 kDa  Thermo Fisher Scientific Inc., 26616
Wilmington (USA)
Thermo Fisher Scientific Inc., SM1821

RiboRuler High Range RNA Ladder
Wilmington (USA)

3.1.80ligonukleotide
Die verwendeten Oligonukleotide wurden von der Firma Sigma Aldrich bezogen

und mit TE-Puffer zu einer Konzentration von 50 uM gel6st. Eine Liste mit den

verwendeten Oligonukleotiden befindet sich im Anhang.

3.1.9Plasmide

Apal (1328)

Xhol (1233

i Clal (1349)
_EcoRV (1362)
— EcoRI (1365)
.Swal (1381)

Vo Pmel (1389)
' BamHI (1394}

pMH101
3636 bp

Suicide-HHC
| 6410 bp

_Acc65I (1318) \
“Kpnl (1322) = f  NotI (1413)
XhoI (1333) . B-Gal
HindIII (1354) - \
CORV (1362) (a498) Pael Pael (1707)
EcoRI (1386)
SnaBI (1374)
_ “Swal (1381)
. BamHI (1394
. Xbal (14086)
NotI (1413)
Alel (1424)
NdeI (1679)
;sx His-Tag Ndel (1589)
PciI (1700 'HindIII (1559)
: ) EcoRV (1607)

HindIIT (1710) “;“'
EcoRV (1718)

».BamHI (1629
EcoRI (1722) pTA929 M2-18 ‘. XbaI (16(41) :
\»BamHI (1740 7641 bp NotI (1643)
" Xbal (1752)
NotI (1759)

~EcoRI (1611)

pTAS29
7752 bp

Abb. 5: Schematische Darstellung der Ausgangsplasmide.
A) pMH101, B) Suicide-HHC, C) pTA929 und D) pTA929 M2-18
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Tab. 1: verwendete Plasmide

Name

Beschreibung

Quelle

pMH101

Suicide-Halo-Hefe-E.coli-
Plasmid (S-HHC)

pTA929

pTA929 M2-18

pMH101_A0001
pMH101_A0194
pMH101_A0634
pMH101_A1537
pMH101_A1725
pMH101_A2042
pMH101_A2133
pMH101_A2292
pMH101_A2293
pMH101_AA0001
pMH101_AA0064
pMH101_AA0072
pMH101_AA0257
pMH101_AB0001
pMH101_AC0001
pMH101_AC0057
pMH101_A2380
pMH101_A1723
pMH101_A3010
pMH101_A3012
pTA929 M2-18 0001

pTA929_M2-18_1725

pTA929_M2-18_2133

pTA929_M2-18_A0257

Haloferax-Suicide-Vektor mit pyrE2-Gen, Amp-
Resistenz (bla) und pUC-Origin
Haloferax-Suicide-Vektor mit pyrE2-Gen, HIS3-
Gen, Hefe-Origin 2|1, Amp-Resistenz (bla) und
pUC-Qirigin

Expressionsvektor mit Tryptophan-induzierbarem
Promotor (Pwa), pyrE2-Gen, pHV2-Origin, Amp
Resistenz (bla) und pUC-Origin
Expressionsvektor mit mittelstarkem, konstitutivem
Promtor (Psax m2-18), pyrE2-Gen, pHV2-Origin,
Amp-Resistenz (bla) und pUC-Origin

Plasmid zur Deletion von HVO_0001 (orcl)
Plasmid zur Deletion von HVO_0194 (orc9)
Plasmid zur Deletion von HVO_0634 (orc2)
Plasmid zur Deletion von HVO_1537 (orc15)
Plasmid zur Deletion von HVO_1725 (orc5)
Plasmid zur Deletion von HVO_2042 (orc4)
Plasmid zur Deletion von HVO_2133 (orc16)
Plasmid zur Deletion von HVO_2292 (orcl14)
Plasmid zur Deletion von HVO_2293 (orc11)
Plasmid zur Deletion von HVO_A0001 (orc3)
Plasmid zur Deletion von HVO_A0064 (orc13)
Plasmid zur Deletion von HVO_A0072 (orc12)
Plasmid zur Deletion von HVO_A0257 (orc7)
Plasmid zur Deletion von HVO_B0001 (orc6)
Plasmid zur Deletion von HVO_C0001 (orc10)
Plasmid zur Deletion von HVO_C0057 (orc8)
Plasmid zur Deletion von HVO_2380 (cdc48a)
Plasmid zur Deletion von HVO_1723 (rad25d)
Plasmid zur Deletion von HVO_2380 (hef)
Plasmid zur Deletion von HVO_3012 (oapC)
Plasmid mit mittelstarkem, konstitutivem Promotor
zur Expression von HVO_0001 (orcl), N-
terminaler His-Tag

Plasmid zur mit mittelstarkem, konstitutivem
Promotor zur Expression von HVO_1725 (orcb),
N-terminaler His-Tag

Plasmid zur mit mittelstarkem, konstitutivem
Promotor zur Expression von HVO_2133 (orc16),
N-terminaler His-Tag

Plasmid zur mit mittelstarkem, konstitutivem
Promotor zur Expression von HVO_A0257 (orc7),

N-terminaler His-Tag

(Hammelmann und Soppa

2008)
diese Arbeit

(Allers et al. 2010)

diese Arbeit

diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
Julia Graf
Michelle Kuntz
diese Arbeit
diese Arbeit
Florian Rottgerding
Marie Hel3
diese Arbeit
Florian Rottgerding
Malte Bamberg
diese Arbeit
Alexander Bissell
Laura Henke
Ines Mhedhbi
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit
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pTA929 1723 (pSM14)

pTA929 1724

pTA929 3010 (pSM13)

pTA929 3012

pTA929 3013

pTA929_ 3014

PMH101_A1752:2528
(PKS13)

pMH101_A1752::2528

PMH101_A2958:P1s,-2528
(PKS12)

Plasmid zur induzierbaren Expression von
HVO_1723 (rad25d), N-terminaler His-Tag
Plasmid zur induzierbaren Expression von
HVO_1724, C-terminaler His-Tag

Plasmid zur induzierbaren Expression von
HVO_3010 (hef), N-terminaler His-Tag

Plasmid zur induzierbaren Expression von
HVO_3012 (oapC), C-terminaler His-Tag
Plasmid zur induzierbaren Expression von
HVO_3013 (oapB), C-terminaler His-Tag
Plasmid zur induzierbaren Expression von
HVO_3014 (oapA), C-terminaler His-Tag
Plasmid zum Austausch von HVO_1752 (Irp) mit
HVO_2528, kurze homologe Bereiche zu
HVO_1752 (150 bp)

Plasmid zum Austausch von HVO_1752 (Irp) mit
HVO_2528, lange homologe Bereiche zu
HVO_1752 (500 bp)

Plasmid zum Austausch von HVO_2958 (oadhAl)
Mit Piax m2-18 vor HVO_2528

Sandy Maurer

diese Arbeit

Sandy Maurer

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

Karolin Zerulla

diese Arbeit

Karolin Zerulla

pMH101_A2958::Ptgx- Plasmid zum Austausch von HVO_2958 (oadhAl) diese Arbeit
2528mut mit Prax m2-18 vor HVO_2528 mit 10 nt Deletion

pPMH101_A1752::Ptgx- Plasmid zum Austausch von HVO_1752 (Irp) mit diese Arbeit
2528mut Prax m2-18 vor HVO_2528 mit 10 nt Deletion

3.1.10 Mikroorganismen

Name Genotyp Quelle

Escherichia coli XL; blue A(mcrA)183; A(mcrCB*- hsdSMR-mrr)173;
recAl; endAl; gyrA96; thi-1; hsdR17; supE44;
relAl lac [F'proAB+lacZAM15 Tn10 (TetR)]
MATa; his3D1; leu2-3_112; ura3-52; trp1-289;
MAL2-8c; SUC2

ApyrE2

ApyrE2; A0789

Stratagene Europe,
Amsterdam (NLD)
Saccharomyces cerevisiae EUROSCARF, Frankfurt
CEN.PK2-1C
Haloferax volcanii H26 (Allers et al. 2004)

Haloferax volcanii H53 (Allers et al. 2004)

H. volcanii H26 A0001 ApyrE2; A0001 diese Arbeit
H. volcanii H26 A0194 ApyrE2; A0194 diese Arbeit
H. volcanii H26 A0634 ApyrE2; A0634 diese Arbeit
H. volcanii H26 A1537 ApyrE2; A1537 diese Arbeit

H. volcanii H26 A1725 ApyrE2; A1725 Michelle Kuntz
H. volcanii H26 A2042 ApyrE2; A2042 diese Arbeit
H. volcanii H26 A2133 ApyrE2; A2133 diese Arbeit
H. volcanii H26 A2292 ApyrE2; A2292 diese Arbeit
H. volcanii H26 AA0001 ApyrE2; AAO0O1 diese Arbeit
H. volcanii H26 AA0257 ApyrE2; AA0257 diese Arbeit
H. volcanii H26 AC0001 ApyrE2; AC0001 Laura Henke
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H. volcanii H26 AC0057
H. volcanii H26 A2380
H. volcanii H26 pTA929_M2-18

H. volcanii H26 A0001
pTA929 M2-18_0001

H. volcanii H26 A1725
pTA929 M2-18 1725

H. volcanii H26 A2133
pTA929 M2-18 2133

H. volcanii H26 AA0257
pTA929 M2-18 A0257

H. volcanii H26 pTA929

H. volcanii H26 pTA929_ 1723

H. volcanii H26 pTA929_1724

H. volcanii H26 pTA929_3010

H. volcanii H26 pTA929_3012

H. volcanii H26 pTA929 3013

H. volcanii H26 pTA929_3014

. volcanii H26 A1723

. volcanii H26 A3010

. volcanii H26 A3012

. volcanii H26 A1723

pTA929 1723

H. volcanii H26 A3010
pTA929 3010

H. volcanii H26 A2528 A2918

H. volcanii H53 A2528

H. volcanii H53 A2528
A1752::2528

H. volcanii H26 A2528 A2918

A1752::Piax-2528mut

I T T T

ApyrE2; AC0057

ApyrE2; A2380

ApyrE2; Leerplasmid pTA929_M2-18 als
Kontrolle

ApyrE2; A0001: komplementiert mit
pTA929_M2-18 0001 (N-terminaler His-Tag)
ApyrE2; A1725: komplementiert mit

pTA929 M2-18 1725 (N-terminaler His-Tag)
ApyrE2; A2133: komplementiert mit

pTA929 M2-18 2133 (N-terminaler His-Tag)
ApyrE2; AA0257: komplementiert mit
pTA929_M2-18 A0257 (N-terminaler His-Tag)
ApyrE2; Leerplasmid pTA929 als Kontrolle
ApyrE2; Trp-induzierare Uberexpression von
HVO_1723 auf pTA929

ApyrE2; Trp-induzierare Uberexpression von
HVO_1724 auf pTA929

ApyrE2; Trp-induzierare Uberexpression von
HVO_3010 auf pTA929

ApyrE2; Trp-induzierare Uberexpression von
HVO_3012 auf pTA929

ApyrE2; Trp-induzierare Uberexpression von
HVO_3013 auf pTA929

ApyrE2; Trp-induzierare Uberexpression von
HVO_3014 auf pTA929

ApyrE2; A1723

ApyrE2; A3010

ApyrE2; A3012

ApyrE2; A1723: komplementiert mit
pTA929_1723 (N-terminaler His-Tag)
ApyrE2; A3010: komplementiert mit
pTA929_ 3010 (N-terminaler His-Tag)
ApyrE2; A2528; A2918

ApyrE2; A0789; A2528

ApyrE2; A0789; A2528; HVO_2528 anstelle
von HVO_1752

ApyrE2; A2528; A2918; Pix-2528 (mit 10 nt
Deletion) anstelle von HVO_1752

Ines Mhedhbi

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit
diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

Karolin Zerulla

diese Arbeit

diese Arbeit
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3.1.11 Software & Datenbanken

Name

Entwickler

BioEdit 7.2.6.1

Clone Manager 9 Professional Edition
Geldoku Software Easy Win 32

Gimp 2.8

HaloLex: https://www.halolex.mpg.de/public/

Microsoft Office 2016

NanoDrop 3.5.1

Oligocalc:
http://biotools.nubic.northwestern.edu/OligoCalc.html

Photolmpact 10

Rotor Gene 6.1

SnapGene Viewer

Softmax® Pro Software

WInASPECT

3.2 Mikrobiologische Methoden

3.2.1Medien und Anzuchtbedingungen

Tom Hall, Ibis Therapeutics, Carlsbad (USA)
Scientific & Educational Software, Denver (USA)
Herolab GmbH, Wiesloch

Spencer Kimball, Peter Mattis und das GIMP-Team
Max-Planck Gesellschaft zur Férderung der
Wissenschaften e. V., Minchen

Microsoft Corporation, Redmond (USA)

Coleman Technologies Inc., Rockland, USA

Northwestern University, Evanston (USA)

Ulead Systems Inc., Taipeh (CHN)
Corbett Research, Melbourne (AUS)
GSL Biotech LLC, Chicago (USA)
Molecular Devices LLC, San José (USA)
Analytik Jena AG, Jena

Alle Medien wurden bei 121 °C fur 25 min autoklaviert. Hitzeempfindliche Zusatze

wurden sterilfiltriert (PorengroRe 0,2 oder 0,4 um) und nach dem Abklhlen

hinzugegeben.

Solange nicht anders vermerkt, wurden alle Ldsungen bei Raumtemperatur

gelagert. Agarplatten wurden bei 4 °C aufbewabhrt.

Medien und Anzuchtbedingungen fur E. coli

E. coli wurde in 30 - 50 ml Medium (siehe Tab. 2) in 100 ml Erlenmeyerkolben bei

37 °C und 220 rpm angezogen. Beimpfte Agarplatten wurden bei 37 °C inkubiert.

Tab. 2: Medien fir E. coli

Name Substanz Menge Endkonzentration
SOB’ Trypton 20g 2 % (Wiv)
Hefeextrakt 59 0,5 % (w/v)
NaCl 0,649 10 mM
KCI 0,187 g 2,5 mM
1 M MgCl,/MgSO4 10 ml 10 mM
ad 11 VE-H,O

autoklavieren
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Fur die Herstellung von Festmedium wurden dem Ansatz 1,2 % Agar zugegeben.
Zur Selektion positiver Klone wurden dem Medium 100 pg/ml Ampicillin zugesetzt.
Fur Blau-Wei3-Selektion wurden dem Medium 10 pl einer 20 mg/ml X-Gal-Lésung (in
DMSO) sowie 10 pl einer 100 mM IPTG-L6sung (in H,O bidest, sterilfiltriert) pro

Milliliter zugegeben.

Medien und Anzuchtbedingungen fir H. volcanii

H. volcanii wurde in 30 ml Medium in 100 ml Erlenmeyerkolben bei 42 °C und
275 rpm angezogen. Beimpfte Agarplatten wurden bei 42 °C inkubiert.

Fur die Tryptophan-auxotrophe Mutante H53 wurde dem Medium Tryptophan in
einer Endkonzentration von 50 pg/ml zugesetzt. Fir die Thymin-auxotrophe Mutante
A2918 wurde dem Medium Thymidin in einer Endkonzentration von 20 pg/ml
zugesetzt.

Im Folgenden sind die verschiedenen, verwendeten H. volcanii-Medien dargestellt
(siehe Tab. 3 - Tab. 5)

Tab. 3: Komplexmedium fir H. volcanii

Name Substanz Menge Endkonzentration
Salzlésung NacCl 125¢g 21M
MgClz - 6 H20 459 220 mM
MgSO, - 7 H,0 10g 41 mM
KCI 10g 13 mM
CaCl; - 2 H,O 134¢g 9 mM
1 M Tris/HCIl pH 7,2 50 ml 50 mM
ad 900 ml VE-H,0O
autoklavieren
Nahrstofflosung Hefeextrakt 39 0,3 % (w/v)
Trypton 59 0,5 % (w/v)

ad 100 ml VE-H,0O

autoklavieren
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Spurensalze ZnS0Oy4 - 7 H0 0,19 3,5uM
MnCl, - 4 H,O 0,03 g 1,5 UM
H3BOs 03¢ 50 uM
CoCl, - 6 H,0 029 8,5 uM
CuCl; - 2 H,0 0,01g 0,5 uM
NiCl; - 6 H>0O 0,029 1uM
Na;MoO, - H20 0,039 1pM
ad 100 ml H2O bidest.
pH 3-4
sterilfiltrieren
1 ml/l Medium
Eisensulfat FeSO, -7 H,O 0,23 g 8 uM
ad 100 ml H20 bidest.
pH 3-4
sterilfiltrieren
1 ml/l Medium
Uracil Uracil 0,59 50 pg/ml
ad 10 ml DMSO
1 ml/l Medium

Die Salz- und Nahrstofflosung wurden nach dem AbklUhlen zusammengegossen
und mit 1 ml Spurensalzen, 1 ml Eisensulfat und 1 ml Uracil supplementiert.

Im Falle von Pop-Out-Medium wurde dem Medium 5-FOA in einer
Endkonzentration von 150 pug/ml zugesetzt.

Tab. 4: Synthetisches Medium fur H. volcanii

Name Substanz Menge Endkonzentration
Salzlésung 900 ml

0,1 M K2HPO4 10 ml 1mM

1 M NH4CI 10 ml 10 mM
Spurensalze 1ml
Eisensulfat 1ml 8 uM
BME-Vitaminldsung 1ml
C-Quelle (wahlweise) 20 % (w/v) Casaminosaure 12,5 ml 0,25 % (w/v)

20 % (w/v) Glukose 25 ml 0,5 % (w/v)

(+ 2 M MOPS pH 7,2) 50 ml 100 mM

ad 1| steriles VE-H,O

Zur abgekihlten Salzlosungen wurden nacheinander die oben gelisteten

Losungen steril zugegeben. Als Kohlenstoffquelle wurden in dieser Arbeit entweder
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Casaminosauren oder Glukose verwendet, wobei im Fall von Glukose zusatzlich
50 ml 2 M MOPS pH 7,2 als Puffer hinzugegeben wurde.

Tab. 5: Hv-Cab Medium fir H. volcanii

Name Substanz Menge Endkonzentration
30 % gepufferte Salzwasserlésung NacCl l44 g 25M

MgCl; - 6 H.0O 18 ¢ 86 mM

MgSOy, - 7 H20 219 85 mM

KCI 42¢ 56 mM

1 M Tris/HCI pH 7,4 12 ml 12 mM

1 M CacCl; 3ml 3mM

ad 600 ml VE-H,O

autoklavieren

10x Casaminosauren Casaminosauren 59 0,5 % (w/v)
ad 100 ml VE-H.O
pH 7,4 mit 2 M KOH
sterilfiltrieren

bei 4 °C lagern

100x Spurenelemente EDTA 59
FeCl; - 6 H>O 1,324 g 4,9 mM
ZnS04 - 7 H20 0,106 g 370 uM
CuSO04 - 5 H20 0,018 g 74 uM
CoCly 6 H,0 0,018 g 77 uM
H3BO3 0,01g 160 pM
MnCl; - 4 H,0 2,513¢g 12,7 mM
NiSO4 - 6 H,0 0,017 g 65 UM
HoMoOy - 2 H,0 0,015g 62 UM
ad 11 VE-H,0

pH 7,0 mit NaOH
sterilfiltrieren
10 ml/l Medium

BME-Vitaminlésung 1ml

Nach dem Abkuhlen der 30%-igen gepufferten Salzlésung wurden 100 ml 10x
Casaminosauren, 10 ml 100x Spurenrelemente und 1 ml BME-Vitaminlésung
hinzugegeben und mit sterilem VE-Wasser auf 1| aufgefillt. Das Hv-Cab-Medium

wurde fir die Uberexpression von Proteinen verwendet.
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Medien und Anzucht von S. cerevisiae
Die Anzucht von S. cerevisiae erfolgte bei 180 rpm und 30 °C.
Zur Herstellung von Festmedien, wurden dem Medium 1,9 % Agar hinzugegeben.
Die verwendeten Medien sind in den folgenden Tabellen zusammgengefasst
(siehe Tab. 6 & Tab. 7).

Tab. 6: Komplexmedium fir S.cerevisiae

Name Substanz Menge Endkonzentration
YEPD Pepton 2049 2 % (wiv)
Hefeextrakt 109 1 % (wiv)

ad 900 ml mit VE-H,O
autoklavieren
sterile Zugabe von
20 % (w/v) Glukose (steril) 100 ml 2 % (wiv)

Tab. 7: Synthetisches Medium fir S.cerevisiae

Name Substanz Menge Endkonzentration
SCD Yeast Nitrogen Base w/o 1,79 0,17 % (w/iv)
aminoacids and ammonium
sulfate
Ammoniumsulfat 59 0,5 % (w/v)
Aminosauremix-4 50 ml 1x
1,2 g/l Uracil 16 ml 0,171 mM
2,4 g/l Tryptophan 8 ml 0,093 mM
3,6 g/l Leucin 16 ml 0,439 mM
ad 800 ml mit VE-H,O
pH 6,3 mit KOH

ad 900 ml mit VE-H,O
autoklavieren
sterile Zugabe von
20 % (w/v) Glukose (steril) 100 ml 2 % (wiv)
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20x Aminosauremix-4 Adenin 0,224 g 83 uM
Arginin 0,768 g 221 yM
Methionin 0,768 g 258 uM
Tyrosin 0,288 ¢ 80 uM
Isoleucin 1,152 ¢ 439 uM
Lysin 1,152 ¢ 394 uM
Phenylalanin 0,96 ¢ 291 uM
Valin 1,152 ¢ 492 uM
Threonin 1,152 ¢ 484 uM

autoklavieren
bei 4 °C lagern
50 ml/l Medium

3.2.2Herstellung von Dauerkulturen

Zur Herstellung von H. volcanii Dauerkulturen wurden 25 ml einer spat-
exponentiellen Kultur in Szintillationsgefal3e tberfuhrt und diese fest verschlossen.
Die Dauerkulturen wurden bei Raumtemperatur gelagert.

Fur Dauerkulturen von E. coli wurde eine 76 %-ige Glycerinlosung mit 13 mM
MgCl, in Kryoréhrchen autoklaviert. Zur Herstellung einer Dauerkultur, wurde 1 ml
einer Uber-Nacht-Kultur hinzugegeben, der Ansatz wurde gemischt und bei -80 °C
gelagert.

3.2.3Wachstum in Mikrotiterplatten

Die Wachstumsversuche in Mikrotiterplatten wurden, wie von Jantzer et al. (2011)
beschrieben, durchgefuhrt. Die auR3eren Vertiefungen der Mikrotiterplatte wurden mit
200 pl sterilem 1 M NaCl beschickt. In die Ubrigen Vertiefungen wurden 130 pl des
entsprechenden Mediums vorgelegt. Die exponentiellen Kulturen wurden auf eine
Optische Dichte ODgpo von 0,375 eingestellt, um eine Start-ODggo von 0,05 in den
Vertiefungen zu erreichen. Hierfir wurde das gewilnschte Kulturvolumen bei
13.000 rpm fir 5 min abzentrifugiert, einmal mit 500 pl sterilem Basalsalz gewaschen
und dann in frischen Basalsalz resupendiert. 20 pl der geernteten Zellen wurden zum
vorgelegten Medium pipettiert. Die Mikrotiterplatten wurden bei 1.050 rpm und 42 °C

inkubiert und die optische Dichte ODgg in regelmafiigen Abstanden bestimmt.

3.2.4Zelldichtebestimmung
Die Zelldichtebestimmung erfolgte zum einen photometrisch, in dem 1 ml der

Kultur in Kuvetten pipettiert und die Optische Dichte bei ODgyp gemessen wurde oder



Material und Methoden 42

mithilfe eines Klettphotometers und zum anderen mit der Neubauer Zahlkammer.
Hierfir wurden 4 Grol3quadrate & 64 Kleinquadrate ausgezahlt und die Zellzahl pro
ml mit der folgenden Formel berechnet:

Zellzahl  gezéhlte Zellzahl x Verdiinnungsstufe

7
ml 64 #2x10

3.3 Molekularbiologische Methoden
3.3.1Isolierung und Reinigung von DNA
Isolierung von genomischer DNA aus H. volcanii

Fur die Isolierung genomischer DNA wurden 10 ml einer exponentiellen Kultur bei
4.000 rpm fir 15 min sedimentiert. Das Zellsediment wurde in 300 pl Basalsalz
resuspendiert und durch die Zugabe von 2,5 ml Lyse-Puffer durch Invertieren lysiert.
Die Wasserphase wurde vorsichtig mit 5 ml Ethanol Uberschichtet und die an der
Phasengrenze ausfallende DNA mit einer gebogenen Glaskapillare aufgewickelt.
Nach einer Inkubation von 5 min, wurde die DNA zweimal in Ethanol und
anschlieBend zweimal in Diethylether gewaschen, ehe sie in 750 pl TE-Puffer
Uberfuhrt und darin gelost wurde. Genomische DNA wurde bei 4 °C gelagert.

Die Rezepte fur die benétigten Losungen sind in der folgenden Tabelle aufgefiihrt
(siehe Tab. 8).

Tab. 8: Losungen fur die Isolation genomischer DNA

Name Substanz Menge Endkonzentration
Lyse-Puffer NaCl 29¢g 100 mM

1 M Tris/HCI pH 8,0 50 ml 10 mM

EDTA 0,146 g 1mM

SDS 0,25¢ 0,05 %

ad 500 ml mit VE-H,O

TE-Puffer 1 M Tris/HCI pH 8,0 10 ml 10 mM
1 MEDTA pH 8,0 1ml 1 mM
ad 1| mit VE-H,O

Isolation von Plasmid-DNA aus E. coli
Fir die Isolierung von Plasmid DNA aus E. coli wurde das GenElute™ HP Plasmid

Midiprep Kit von Sigma Aldrich nach Herstellerangaben verwendet.



Material und Methoden 43

Reinigung linearer DNA-Molekile
Fur die Reinigung von PCR-Produkten und Restriktionsverdauen wurde das
GenUP™ PCR Cleanup Kit von biotechrabbit nach Herstellerangaben verwendet.

DNA-Fallung mit Kaliumacetat/Ethanol

Zur Fallung der DNA wurde dem Ansatz 1/10 des Volumens 3 M Kaliumacetat
pH 5,5 und 2,5 Volumina 96%-igem Ethanol hinzugegeben und dann fur 20 min bei
-20 °C inkubiert. Anschlieend wurde fur 30 min bei 13.000 rpm und 4°C
zentrifugiert, der Uberstand verworfen und das Pellet mit 500 pl eiskaltem 70%-igem
Ethanol gewaschen. Danach folgte ein erneuter Zentrifugationsschritt fir 15 min bei
13.000 rpm und 4 °C. Der Uberstand wurde wieder verworfen und das Pellet an der
Luft getrocknet. Nachdem kein Ethanolgeruch mehr zu vernehmen war, wurde die
DNA in 30 pl TE-Puffer (siehe Tab. 8) aufgenommen.

3.3.2Pop-In/Pop-Out-Methode zur Generierung von Deletionsmutanten

Zur Generierung von Deletionsmutanten wurde die von Allers et al. (2004)
beschriebene und von Hammelmann und Soppa (2008) weiterentwickelte Pop-
In/Pop-Out-Methode angewandt.

Hierfur wurde der Vektor pMH101 verwendet, in den ein Fusionsprodukt aus
500 bp des upstream- (5°) sowie 500 bp des downstream (3‘)-Bereichs des zu
deletierenden Gens kloniert wurde. Der Vektor besitzt keinen Replikationsursprung
fur H. volcanii und kodiert fir das Gen pyrE2, das zur Uracilbiosynthese bendétigt
wird. Eine Uracil-auxotrophe Mutante (ApyrE2) wurde mit dem Vektor transformiert
und auf Medium ohne Uracil selektioniert, sodass nur Zellen wachsen konnten, die
erfolgreich transformiert wurden und den Vektor in ihre Genom integriert hatten. Im

Folgenden ist das Pop-In/Pop-Out schematisch dargestellt (siehe Abb. 6).
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1. homologes
Rekombinationsereignis

Genomische Integration pyre2
des Vektors Wﬂ———_ﬂ'\ Pop-In-Mutante

'

pyrE2
. 2. homologes
Ausschneiden des X A X Rekombinationsereignis
Vektors mit Deletions-
oder Wildtypfragment F1 F2

5-FOAR ¥ X
AR N OR \Nﬁ'v\ Pop-Out-Mutanten

Wild-type Deletion mutant

Abb. 6: Schematische Darstellung der Pop-In/Pop-Out-Methode (modifiziert nach Allers et al.
(2004))

Fir genaue Beschreibung, siehe Text. Ura” = Uracil-auxotroph, Ura® = Uracil-prototroph, pyrE2 =
Uracil-biosynthese Gen, 5-FOAR = Selektion tiber 5-FOA

Durch den fehlenden Replikationsursprung waren die Zellen gezwungen, das
Konstrukt zur Vermehrung Uber eine erste homologe Rekombination in ihr Genom
aufzunehmen. Die Rekombination konnte entweder Uber das upstream- oder das
downstream-Fragment erfolgen. Wurde diese Pop-In-Mutante nun 5-Fluororotsaure
(5-FOA) ausgesetzt, entstand durch das von pyrE2 kodierte Enzym das toxische
Produkt 5-Fluoruracil. Nur durch Herausschneiden des Konstrukts tber ein zweites
Rekombinationsereignis konnten die Zellen Uberleben. Hierbei konnte die
Rekombination erneut tGber das upstream- oder das downstream-Fragment erfolgen,
wobei mit gleicher Wahrscheinlichkeit entweder der Wildtyp oder die

Deletionsmutante entstand.
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Die per PCR als positiv identifizierten Pop-Out-Mutanten wurden 5x in
Komplexmedium Uberimpft, ehe genomische DNA fir einen Southern-Blot isoliert

wurde.

3.3.3Photometrische Konzentrationsbestimmung von Nukleinsauren
Die photometrische Konzentrationsbestimmung von Nukleinsauren erfolgte
mithilfe des Nanodrop 2000c. Es wurden zunéchst 2 pl der entsprechenden Referenz

aufgetragen, danach 2 ul der zu messenden Probe.

3.3.4Polymerase-Kettenreaktion (PCR)
PCR zur Generierung eines Inserts fur die Klonierung

Die Generierung von Inserts fur die Klonierung erfolgte mit der Phusion High-
Fidelity DNA Polymerase, die eine Proof-Reading-Funktion besitzt.

Es wurde ein spezieller dNTPs-Mix verwendet, der einen hdheren Anteil an
Guanin und Cytosin besitzt und dadurch besser zur Amplifikation von H. volcaniis
GC-reichen DNA geeignet ist (siehe Tab. 15).

Der verwendete PCR-Ansatz (siehe Tab. 9) ist im Folgenden dargestellit.

Tab. 9: PCR-Ansatz der Phusion-Polymerase

Substanz Menge Endkonzentration

5x GC-Puffer 10 pl 1x

1/1,5 mM dNTP66 10l 200/300 pM

20 pM Oligonukleotid 1 1,25 pl 0,5 uM

20 pM Oligonukleotid 2 1,25 pl 0,5 uM

Phusion-Polymerase 0,3 pl 0,6 U

Template variabel 10 ng Plasmid bzw. 50 ng gDNA/50 pl

ad 50 pl H2O bidest.

Fur die Generierung von Inserts wurde eine Step-Down-PCR verwendet. Hierfur
wurde mit einer Annealing-Temperatur 10 °C Uber der errechneten
Schmelztemperatur der Oligonukleotide begonnen und die Temperatur nach 3 Zyklen
um 3 °C abgesenkt, bis die Annealing-Temperatur 5 °C unter der errechneten
Schmelztemperatur lag. Im Folgenden ist ein beispielhaftes Step-Down-PCR-
Programm bei einer Schmelztemperatur der Oligonukleotide von 60 °C dargestellt

(siehe Tab. 10). Zu beachten ist, dass die Phusion-Polymerase bei Plasmid-DNA
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lediglich 15 s zur Amplifikation von einem 1 kb benétigt, bei genomischer DNA jedoch
30s.

Tab. 10: Step-Down-PCR-Programm

Schritt Temperatur [°C] Zeit Zyklenzahl
[Hnile Pena Emng s 2 s ST SN

Schmelzen 98 15 s Plasmid, 30 s gDNA

Annealing 70 1 min 3

Elongation 72 variabel

Schmelzen 98 15s

Annealing 67 1 min 3

Elongation 72 variabel

Schmelzen 98 15s

Annealing 64 1 min 3

Elongation 72 variabel

Schmelzen 98 15s

Annealing 61 1 min 3

Elongation 72 variabel

Schmelzen 98 15s

Annealing 58 1 min 3

Elongation 72 variabel

Schmelzen 98 15s

Annealing 55 1 min 20

Elongation 72 variabel

Aufbewahrung 10 0 1

Fusions-PCR

Die Fusions-PCR wurde verwendet, um zwei PCR-Fragmente aneinander zu
fusionieren. Hierfir wurden Primer verwendet, die bei den zu fusionierenden
Fragmenten einen 12 — 15 bp langen komplementaren Uberhang erzeugten.

Fur die Fusions-PCR wurde die Phusion-Polymerase verwendet. Dem Ansatz
wurden zu Beginn keine Oligonukleotide beigefligt, sondern es wurde erst im Laufe
der PCR die doppelte Menge an Oliognukleotid zugesetzt (PCR-Ansatz siehe Tab.
9). Es wurden von jedem Fragment je 200 ng eingesetzt. Im Folgenden ist das PCR-

Programm der Fusions-PCR dargestellt (siehe Tab. 11).
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Tab. 11: Fusions-PCR-Programm

Schritt Temperatur [°C] Zeit Zyklenzahl
Initiale Denaturierung 98 5 min 1
Schmelzen 98 30s

Annealing 68 1 min 5
Elongation 72 variabel

Zugabe von je 2,5 ul 72 5 min

beider Oligonukleotide

Schmelzen 98 15s

Annealing 68 1 min 25
Elongation 72 variabel

Site-Directed-Mutagenesis-PCR

Zur gezielten Einbringung einer Mutation wurde eine Site-Directed-Mutagenesis-
PCR mit der KOD-Polymerase verwendet. Die Oligonukleotide wurden nach den
Vorgaben des QuikChange® Site-Directed Mutagenesis Kit (#200518) von
Stratagene (San Diego, USA) geplant. Im Folgenden sind der PCR-Ansatz und das
PCR-Programm fur eine Site-Directed-Mutagenesis dargestellt (siehe Tab. 12 & Tab.
13).

Tab. 12: PCR-Ansatz fur die Site-Directed-Mutagenesis-PCR

Substanz Menge Endkonzentration
10x KOD-PCR-Puffer 5ul 1x

2 mM KOD-dNTPs 8 ul 320 uM

25 mM MgSO. 3ul 1,5mM

20 pM Oligonukleotid 1 1,584 pl 0,634 pM

20 pM Oligonukleotid 2 1,584 pl 0,634 M
KOD-Polymerase 1l 1U

DMSO 1,5 pl 3 % (VIv)

Plasmid variabel 50 ng/50 pl

ad 50 pl H2O bidest.

Tab. 13: PCR-Programm fur die Site-Directed-Mutagenesis-PCR

Schritt Temperatur [°C] Zeit Zyklenzahl
Initiale Denaturierung 95 30s 1
Denaturierung 95 30s

Annealing variabel 1 min 18
Elongation 68 1 kb/min

Aufbewahrung 4 0 1
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Anschliel3end wurde das Template mithilfe von Dpnl verdaut. Der Ansatz des

Restriktionsverdaus ist im Folgenden dargestellt (siehe Tab. 14).

Tab. 14: Dpnl-Verdau der Site-Directed-Mutagenesis-PCR

Substanz Menge
PCR-Ansatz 50 pl
Dpnl 6 ul
10x Puffer (gelb) 2 ul
H,0 bidest. 2 ul
1h bei37°C

Inaktivierung fur 20 min bei 80 °C

Es folgte eine Transformation von E. coli zur Amplifikation des mutierten Plasmids
(siehe 3.3.9.2).

Kolonie-PCR

Fur die Kolonie-PCR von E. coli wurde mit einer sterilen Pipettenspitze ein Klon
gepickt, auf der Sicherungsplatte ausgestrichen und dann direkt in den PCR-Ansatz
getaucht. Fur die Kolonie-PCR von H. volcanii wurde ein Klon gepickt, auf der
Sicherungsplatte ausgestrichen und dann in 20 — 50 pl H,O bidest. lysiert. Hiervon
wurden 2 ul in die PCR eingesetzt.

Fiur die Kolonie-PCR wurden die laboreigene Tag-Polymerase (siehe Tab. 15 -
Tab. 17) oder die Tag-Polymerase von Biozym verwendet (siehe Tab. 18 & Tab. 19).

Tab. 15: Losungen fir die laboreigene Taq-PCR

Name Substanz Menge Endkonzentration
10x PCR-Puffer 3 MKCI 8,33 ml 500 mM

1,5 M Tris/HCI pH 9,0 3,33 ml 100 mM

Triton-X 500 pl 1% (v/v)

ad 50 ml H,O bidest.
aliquotieren a 2 ml
bei -20 °C lagern
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dNTP66-L6sung 100 mM dATP 100
100 mM dTTP 100
100 mM dGTP 150 l
100 mM dCTP 150 l

1mM
1mM
1,5mM
1,5mM

ad 10 ml H2O bidest.
aliquotieren a 1 ml

bei -20 °C lagern

Tab. 16: PCR-Ansatz fir die laboreigene Tag-DNA-Polymerase

Substanz Menge Endkonzentration
25 mM MgCl, 1,2 1,5mM

1/1,5 mM dNTP66 324 200/300 pM

10x PCR-Puffer 2ul 1x

20 pM Oligonukleotid 1 0,5 ul 0,5puM

20 pM Oligonukleotid 2 0,5 ul 0,5 uM
Tag-DNA-Polymerase 0,5ul -

ad 20 pl H20 bidest.

Tab. 17: PCR-Programm fir die laboreigene Tag-DNA-Polymerase

Schritt Temperatur [° C] Zeit Zyklenzahl
Initiale Denaturierung 96 5 min 1
Denaturierung 96 30s

Annealing variabel 30s 25
Elongation 72 1 kb/min

Aufbewahrung 4 0 1

Tab. 18: PCR-Ansatz fur die Biozym Tag-DNA-Polymerase

Substanz Menge Endkonzentration
5x PCR-Puffer 25u 1x

1/1,5 mM dNTP66 6,25 pl 250/375 pM

20 pM Oligonukleotid 1 0,5 pl 0,4 uM

20 pM Oligonukleotid 2 0,5 pl 0,4 uM
Tag-DNA-Polymerase 0,125 pl 0,625 U

ad 25 pl H,O bidest.
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Tab. 19: PCR-Programm fir die Biozym Tag-DNA-Polymerase

Schritt Temperatur [°C] Zeit Zyklenzahl
Initiale Denaturierung 95 5 min 1
Denaturierung 95 15s

Annealing variabel 15s 25
Elongation 72 4 kb/min

Aufbewahrung 4 o0 1

PCR zur Generierung eines gPCR-Standards
Fur die Generierung eines gPCR-Standards wurde entweder die laboreigene Taq-
DNA-Polymerase in einem 100 pl Ansatz (siehe Tab. 16) oder die Biozym Tag-DNA-

Polymerase in einem 50 pl Ansatz verwendet (siehe Tab. 18).

PCR zur Generierung einer Digoxygenin-markierten Sonde

Fur die Generierung einer Digoxygenin-markierten Sonde zur Verwendung im
Southern- oder Northern-Blot wurde ein 100 ul PCR-Ansatz der laboreigenen Tag-
DNA-Polymerase (siehe Tab. 16) mit lowT-dNTP66 (siehe Tab. 20) anstatt den
Ublichen dNTP66 verwendet und auf zwei PCR-Reaktionsgefal3e aufgeteilt. Einem
Ansatz wurden 0,5 pl Dig-UTP hinzugefligt, der andere diente als Kontrolle, um
gelelektrophoretisch den Einbau von Dig-UTP Uberprifen zu kénnen, da der Einbau
zu einem langsameren Laufverhalten fiihrt. Die Elongationszeit wurde auf 2 min bei
einem 500 bp Fragment verlangert, da die Tag-DNA-Polymerase zum Einbau von
Dig-UTP mehr Zeit bendtigt.

Tab. 20: Losungen fur die Generierung einer Digoxygenin-markierten Sonde

Name Substanz Menge Endkonzentration
lowT-dNTP66 100 mM dATP 100 pl 1mM

100 mM dTTP 20 pl 0,2 mM

100 mM dGTP 150 ul 1,5 mM

100 mM dCTP 150 ul 1,5 mM

ad 10 ml H,O bidest.
aliquotieren a 1 ml
bei -20 °C lagern

3.3.5Gelelektrophoretische Auftrennung von DNA
Fur die gelelektrophoretische Auftrennung von DNA wurden Agarosegele von

einer Konzentration von 0,7 — 5 % verwendet, wobei fur die 5 %-Gele eine spezielle,
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hoch-auflésende Agarose benutzt wurde. Die Agarosegele wurden mit TBE-Puffer
hergestellt und dieser wurde auch als Laufpuffer verwendet.

Es wurde 5 pl GroRBenstandard eingesetzt. Die Proben wurden mit so viel 6x
Ladepuffer versetzt, dass eine Endkonzentration von 1x entstand. Von einer Kolonie-
PCR wurden 10 pl, von Inserts oder Testverdauen 5 ul und auf Prap-Gele wurden
120 pl aufgetragen.

Die Auftrennung erfolgte bei kleinen Gelen bei 140 V fur 32 min, bei gro3en Gelen
bei 180 V fir 50 min und bei Southern-Blot Gelen bei 120 V Uber mehrere Stunden.

Anschliel3end wurden die Gele im Ethidiumbromidbad (2 pg/ml) gefarbt und die
DNA-Banden unter UV-Licht detektiert.

Im Folgenden sind die bendtigten Losungen dargestellt (siehe Tab. 21).

Tab. 21: Lésungen fir die DNA-Gelelektrophorese

Name Substanz Menge Endkonzentration
10x Tris-Borat-ETDA (TBE) Tris 107,82 g 0,89 M

H3BO3 55,03 g 0,89 M

Na,EDTA 7,459 0,02 M

ad 1| mit VE-H,O

vor Verwendung 1:10 verdinnen

6x Ladepuffer Tris 121 mg 10 mM
Harnstoff 429 ™
EDTA 813 mg 28 mM
87 % Glycerin 40 ml 34,8 % (viv)
Bromphenolblau 100 mg 0,1 % (wiv)

ad 100 ml mit VE-H,O

3.3.6Slot-Lyse von E. coli-Kolonien

Die Slot-Lyse wurde verwendet, um zu untersuchen, ob Kolonien transformierter
E. coli-Klone Plasmide der richtigen Gro3e enthalten.

Hierzu wurden 10 pl Protoplastenpuffer in PCR-Reaktionsgefal3e vorgelegt. Mit
einem sterilen Zahnstocher wurden Zellen von einer Sicherungsplatte abgenommen
und im Protoplastenpuffer suspendiert. Anschlieen wurde in 0,6 — 0,8 %-ige
Agrosegele 4 ul Lyse-Puffer vorgelegt und dann mit den suspendierten Zellen im
Protoplastenpuffer unterschichtet. Das Gel wurde fir 15 — 20 min bei 20 V laufen
gelassen und anschlie3end die Voltzahl auf das Ubliche Mal3 erhoht.

Im Folgenden sind die benétigten Losungen dargestellt (siehe Tab. 22).
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Tab. 22: Lésungen fir die Slot-Lyse

Name Substanz Menge Endkonzentration
Protoplastenpuffer 40 % (w/v) Saccharose 5mi 20 % (wiv)

1 M Tris/HCI pH 8,0 300 pl 30 mM

0,5M EDTA pH 8,0 100 pl 5mM

1 M NaCl 500 pl 50 mM

10 mg/ml RNAse 50 pl 50 pg/ml

10 mg/ml Lysozym 50 pl 50 pg/ml

ad 10 ml H2O bidest.
bei 4 °C lagern

Lyse-Puffer 40 % (w/v) Saccharose 1,25 ml 5 % (wiv)
1 M Tris/HCI pH 8,0 890 pl 89 mM
0,5 M EDTApH 8,0 50 pl 2,5 mM
0,5 M H3BO3 1,78 ml 89 mM
10 % (w/v) SDS 2ml 2 % (wiv)
Bromphenolblau 0,004 g 0,04 % (w/v)
Xylencyanol FF 0,004 g 0,04 % (w/v)

ad 10 ml H2,O bidest.

3.3.7Klonierung
3.3.7.1 Spaltung von DNA mithilfe von Restriktionsenzymen

Fur die Spaltung von DNA wurden sowohl die normalen als auch die FastDigest
Enzyme von Thermo Fisher Scientific Inc. (Wilmington, USA) verwendet. Zumeist
erfolgte die Spaltung der DNA nach Herstellerangaben. Lediglich die Spaltung von
genomischer DNA zur Analyse im Southern-Blot wich ab und ist im Folgenden
dargestellt (siehe Tab. 23).

Tab. 23: Spaltung der DNA fir den Southern-Blot

Substanz Menge
10x Puffer 4 ul
Restriktionsenzym 2l
Genomische DNA 3 ug

ad 40 pl H,O bidest.
Inkubation & Inaktivierung nach Herstellerangaben
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3.3.7.2 Ligation von DNA-Fragmenten
Fur die Ligation von DNA-Fragmenten wurden 50 ng Plasmid und ein 3-facher
Uberschuss des Inserts eingesetzt. Die bendétigte Menge des Inserts wurde wie folgt

berechnet:

Menge Vektor (ng) * Insertlange (bp) 3
*

Menge Insert (ng) = Vektorlange (bp)

Im Folgenden sind die Ligationsansatze fir blunt-End- und sticky-End-Ligation
dargestellt (siehe Tab. 24 & Tab. 25).

Zur blunt-End-Ligation wurde das Restriktionsenzym, das zum Vektorverdau
verwendet wurde, hinzugegeben, um die Anzahl an falsch-positiven Klonen zu

reduzieren.

Tab. 24: blunt-End-Ligation

Substanz Menge
Plasmid (50 ng) variabel
3-facher Uberschuss des Inserts variabel
T4-DNA-Ligase 1 pl
10x Puffer des Restriktionsenzyms 2 ul
Restriktionsenzym 1l
20 mM ATP 1ul

ad 20 pl H,O bidest.
Gradienten-Ligation Uber Nacht

Fur die Gradienten-Ligation wurde das Reaktionsgefald mit dem Ligationsansatz
auf Eis gestellt und die Eisbox mit Alufolie abgedeckt. Die Inkubation erfolgte bei
37 °C Uuber Nacht, sodass das Eis langsam auftauen konnte und dadurch ein

Temperatur-Gradient entstand.
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Tab. 25: sticky-End-Ligation

Substanz Menge
Plasmid (50 ng) variabel
3-facher Uberschuss des Inserts variabel
T4-DNA-Ligase 1u
10x T4-Ligase-Puffer 2 ul

ad 20 pl H,O bidest.
10 min bei Raumtemperatur

Die Ligase wurde bei 65 °C fur 20 min inaktiviert und mit den Ansatzen dann

E. coli transformiert (siehe 3.3.9.2).

3.3.7.3 Gibson-Assembly

Zum Zusammenfigen des Plasmids mit einem oder mehreren Inserts wurde das
Gibson-Assembly nach Gibson et al. (2009) verwendet.

Zuerst wurde eine Phusion-PCR durchgefuhrt. Hierbei wurde der Vektor sowie das
Insert oder die Inserts amplifiziert. Es wurden Oligonukleotide verwendet, die bei den
Fragmenten, die zusammen geflgt werden sollten, 25 nt lange komplementare
Enden erzeugten.

In das Gibson-Assembly wurden 50 ng des Plasmid-PCR-Produkts und ein 3-
facher Uberschuss des Insert-PCR-Produkts oder -Produkte eingesetzt. Die
benottigte DNA wurde hierfir in 10 pl H,O bidest. gemischt und dann zu den 10 pl
aufgetautem 2x Master Mix gegeben. Es erfolgt eine Inkubation bei 50 °C fur 1 h.
AnschlieBend wurde mit dem kompletten Ansatz E. coli transformiert (siehe 3.3.9.2).

Im Folgenden ist die Gibson-Assembly-Reaktion schematisch dargestellt (siehe
Abb. 7). In Tab. 26 sind die bendtigten Losungen zusammengefasst.
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Abb. 7: Schematische Darstellung des Gibson-Assemblys (aus Gibson et al. (2009))

Zuerst verdaut die T5-Exonuklease die 5-Enden und erzeugt dadurch komplementare Uberhange.
Nachdem sich die einzelnen Fragmente aneinander angelagert haben, fillt die Phusion-Polymerase
die abgedauten Basen wieder auf und die Tag-DNA-Ligase ligiert die Fragmente fest miteinander. Mit
dem so erzeugten Plasmid wird E. coli transformiert.

Tab. 26: Losungen fir das Gibson-Assembly

Name Substanz Menge Endkonzentration
5x Isothermaler PEG-8000 1549 25 % (wiv)
Reaktionspuffer 1 M Tris/HCI pH 7,5 3 mi 500 mM

2 M MgCl, 150 pl 50 mM

1MDTT 300 pl 50 mM

100 mM dATP 60 pl 1mM

100 mM dTTP 60 pl 1mM

100 mM dCTP 90 pl 1,5mM

100 mM dGTP 90 pl 1,5mM

100 mM NAD" 300 ul 5mM

2x Master Mix

ad 6 ml H>O bidest.
aliquotieren a 500 ml

bei -20 °C lagern

5x Isothermaler Reaktionspuffer 64 pl 2X

10 U/ul T5-Exonuklease 0,13 pl 0,008 U
40 U/ul Tag-DNA-Ligase 32 pl 8u

2 U/ul Phusion-Polymerase 4 ul 0,05 U

ad 160 pl H20 bidest.
aliquotieren a 10 pl

bei -20 °C lagern
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3.3.7.4 Gap Repair Cloning mit S. cerevisiae

In den Fallen, in denen das Gibson-Assembly nicht erfolgreich war, wurde ein Gap
Repair Cloning mit Saccharomyces cerevisiae durchgefiihrt. S. cerevisae ist in der
Lage, aus linearen Fragmenten mithilfe von homologer Rekombination Plasmide zu
generieren. Hierzu missen lediglich die Enden der Fragmente mindestens Uber 25

Nukleotide komplementéar zueinander sein.

Herstellung kompetenter Zellen von S. cerevisiae

Die Herstellung kompetenter Zellen erfolgte nach Gietz und Schiestl (2007).
Hierfur wurde zunachst ein Reinigungsausstrich einer Dauerkultur auf YEPD-Platten
angefertigt und fir 48 h bei 30 °C inkubiert. Mit einer Kolonie wurden 5 ml YEPD-
Medium angeimpft und fir 24 h bei 30 °C inkbuiert. Mit dieser Kultur wurden 50 ml
YEPD-Medium mit einer Start-ODgoo von 0,05 angeimpft und unter Schutteln bei
30 °C bis zu einer ODgyp von 0,5 — 0,6 inkubiert. Die Zellen wurden durch
Zentrifugation fir 2 min bei 3.000 rpm geerntet, der Uberstand wurde verworfen und
die Zellen mit 25 ml sterilem H,O bidest. gewaschen. AnschlieRend erfolgte ein
erneuter Zentrifugationsschritt fir 2 min bei 3.000 rpm. Der Uberstand wurde erneut
verworfen, das Zellsediment wurde in 500 pl H,O bidest. resuspendiert und in ein
1,5 ml Reaktionsgefald Gberfuhrt. Es wurde bei 13.000 rpm fur 30 s zentrifugiert. Der
Uberstand wurde verworfen und das Zellsediment in 500 pl FFC-LOsung
resuspendiert. Das Zellsuspensat wurde in 50 ul Aliquots unterteilt und bei -80 °C
eingefroren.

Die bendétigten Losungen sind im Folgenden dargestellt (siehe Tab. 27).

Tab. 27: Losungen zur Herstellung kompetenter Zellen von S.cerevisiae

Name Substanz Menge Endkonzentration
FCC-L6sung DMSO 1ml 10 % (viv)
(frozen competent cell)
H20 bidest. 8 ml
sterilfiltrieren zu
50 % Glycerin (steril) 1ml 5 % (vIv)

Herstellung von single-stranded carrier DNA (ssDNA)
Bei der ssDNA handelt es sich um die Trager-DNA, damit die transformierende

DNA besser von den Zellen aufgenommen werden kann.
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Hierfir wurden 0,2 g Lachssperma-DNA in 100 ml sterilen TE-Puffer gegeben und
auf einem Magnetruhrer fir 2 — 3 h geruhrt, bis die DNA gel6st war. Anschliel3end
wurde die ssDNA aliquotiert und bei -20 °C gelagert. Vor der Verwendung wurde die
sSDNA fuir 5 min auf 95 °C erhitzt und konnte dann 3 — 4 Mal verwendet werden, ehe

sie wieder denaturiert werden musste.

Transformation von S. cerevisiae

Fur die Transformation von S. cerevisiae wurden 200 ng Plasmid mit einem 10-
fachen Uberschuss des oder der Inserts in 54 pl H,O bidest. geldst. AnschlieBend
wurde der Transformationsmix vorbereitet. Hierfur wurden 260 ul PEG 3350 (50 %
(wiv)), 36 pul 1 M Lithiumacetat und 10 pl ssDNA (2 mg/ml) gemischt (FFC-
Transformationsmix) und auf Eis gehalten. Die kompetenten Zellen wurden aufgetaut
und bei 13.000 rpm fur 30 s abzentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und die
306 pl des FFC-Transformationsmix’ sowie die 54 pl der transformierenden DNA
wurden zum Zellsediment gegeben. Das Zellsediment wurde durch vortexen
resuspendiert und fir 35 min bei 42 °C inkubiert. AnschlieBend wurden die Zellen bei
13.000 rpm fiir 30 s abzentrifugiert und der Uberstand verworfen. Das Zellsediment
wurde in 100 — 200 pl sterilem H,O bidest. resuspendiert und auf SCD-Platten
ausgestrichen. Die Platten wurden bei 30 °C fur 48 h inkubiert.

Plasmidisolation aus S. cerevisiae

Fur die Plasmidisolation aus S. cerevisiae wurden 500 pl steriles H,O bidest. in
2 ml Reaktionsgefalen vorgelegt. Die Halfte der Kolonien einer 2 — 4 Tage
inkubierten Platte wurde mit einer Impfése abgenommen und im vorgelegten Wasser
suspendiert. Der Ansatz wurde bei 13.000 rpm fir 30 s zentrifugiert und der
Uberstand verworfen. Die Pellets wurden in 250 pl Puffer A1 des NucleoSpin®
Plasmid Kits von MACHERY NAGEL resuspendiert und in ein Reaktionsgefal? mit
einer Mischung aus 0,1 - 0,11 mm und 0,25 — 0,5 mm Glasperlen (Verhaltnis 1:1)
gegeben. Die Zellen wurden mithilfe des FastPrep®-24-Gerats aufgeschlossen.
Hierfir wurden die Ansatze drei Mal fir 20 s bei 4,5 m/s geschiittelt. Zwischen den
einzelnen Aufschlusszyklen wurde je 1 min auf Eis gekihlt. Anschlie3end wurden die
Ansatze fur 30 s bei 13.000 rpm zentrifugiert und der Uberstand abgenommen. Mit
dem Uberstand wurde weiter verfahren, wie in den Herstellerangaben des
NucleoSpin® Plasmid Kits von MACHERY NAGEL beschrieben. Die Elution erfolgte
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in 30ul sterilem H,O bidest.. Das gesamte Volumen wurde fur die
Hitzeschocktransformation von E. coli verwendet, um das durch Gap Repair Cloning

generierte Plasmid zu vermehren.

3.3.8Sequenzierung
Die Sequenzierung von Plasmid-DNA und PCR-Produkten wurde von der Firma
GATC Biotech AG (Konstanz) durchgefuhrt. Die Vorbereitung der Proben erfolgte

nach Firmenangaben.

3.3.9Transformation von Mikroorganismen
3.3.9.1 Herstellung kompetenter E. coli fur die Hitzeschock-Transformation

Um kompetente E. coli flr die Hitzeschock-Transformation herzustellen, wurden
250 ml SOB*-Medium mit einer tiber-Nacht-Kultur angeimpft, sodass die Start-ODggo
0,05 betrug. Die Zellen wurden bei 37 °C unter Schiitteln bis zu einer Optischen
Dichte ODgoo von 0,6 wachsen gelassen. Anschliel3end wurde die Kultur fir 10 min
auf Eis gekiihlt und dann fir 10 min bei 2.500 x g und 4 °C geerntet. Der Uberstand
wurde verworfen, das Zellsediment in 80 ml eiskalten TB-Puffer gel6st, fir 10 min auf
Eis inkubiert und dann erneut bei 2.500 x g und 4 °C fir 10 min zentrifugiert. Der
Uberstand wurde wieder verworfen und das Zellsediment in 20 ml TB-Puffer
resuspendiert. Es wurden 1,4 ml DMSO (Endkonzentration: 7 % (v/v)) hinzugegeben
und durch vorsichtiges Schwenken gemischt. Nach einer Inkubation auf Eis flr
10 min, wurden 200 pl Aliquots angefertigt, in flissigem Stickstoff eingefroren und bei

-80 °C gelagert.

Tab. 28: Losungen zur Herstellung chemisch kompetenter E. coli

Name Substanz Menge Endkonzentration
TB-Puffer MOPS 0,21¢9 10 mM

CaCl, - H,O 0,22 ¢ 15 mM

KCI 1,869 250 mM

ad 90 ml H,O bidest.
pH 6,8 mit KOH

MnCl; - 2 H,O 0,899 55 mM
ad 100 ml H20 bidest.
sterilfiltrieren

bei 4 °C lagern
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3.3.9.2 Transformation von E. coli

Fur die Hitzeschock-Transformation von E. coli wurden 100 pl kompetente Zellen
auf Eis aufgetaut. Zu den Zellen wurden 25 ng Plasmid-DNA, 20 pl Ligationsansatz
oder 20 ul Gibson-Assembly-Ansatz hinzupipettiert und fir 10 min auf Eis inkubiert.
Es erfolgte der Hitzeschock bei 42 °C fir 45 s und eine darauffolgende Inkubation
auf Eis fur 30 s. Danach wurde der Transformationsansatz auf Selektivmedium
ausgestrichen.

3.3.9.3 Transformation von H. volcanii

Zur Transformation von H. volcanii wurden 2 ml einer exponentiellen Kultur bei
8.000 rpm fiir 2 min geerntet. Der Uberstand wurde verworfen und es wurden 180
SBL/EDTA-L6sung hinzugegeben. Das Zellsediment wurde vorsichtig mit der Pipette
resuspendiert und 20 pl der DNA-L6sung (2 — 5 pg Plasmid in 0,8 M NaCl = 16 pl
Plasmid + 4 ul 4 M NaCl) hinzugefligt. Die Suspension wurde durch 20x Invertieren
des Reaktionsgefalles gemischt und anschlieRend fir 5 min bei Raumtemperatur
inkubiert. Danach wurden 230 pl PEG-L6sung in die Deckel der Reaktionsgefalie
gegeben und durch rasches Schwenken mit der Zellsuspension vermischt.
AnschlieBend erfolgte eine Inkubation von 20 min bei Raumtemperatur, die durch
Zugabe von 1.500 ul SVL-L6sung beendet wurde. 100 pl der Zellsuspension wurden
auf Selektivmedium ausgestrichen und bei 42 °C fur 4 — 5 Tage inkubiert. Der Ubrige
Transformationsansatz wurde in 30 ml Selektivmedium gegegeben, bei 42 °C unter
Schatteln fur 2 Tage inkubiert und solange aufbewahrt, bis auf der beimpften Platte
Kolonien sichtbar waren.

Die verwendeten Lésungen sind im Folgenden dargestellt (siehe Tab. 29).

Tab. 29: Lésungen fir die Transformation von H. volcanii

Name Substanz Menge Endkonzentration
Spharoblastenbildungslésung (SBL) NaCl 23,3749 0,8 M
KCI 19 27 mM
1M Tris/lHCIpH 8,2 25 ml 25 mM
Saccharose 7549 15 % (w/iv)

ad 500 ml mit VE-H,O

sterilfiltrieren
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SBL/EDTA-L8sung EDTA 1,899 50 mM
ad 100 ml mit SBL
pH 8,2
sterilfiltrieren

PEG-L6sung PEG-600 6 mi 60 % (v/v)
SBL 4ml

Spharoblastenverdiinnungslésung (SVL)  NacCl 100 g 34 M
MgSO, - 7 HO 21649 175 mM
KCI 1,259 34 mM
1M Tris/HCIpH 7,2 25 ml 50 mM
CaCl; - 2 H,O 0,36 g 5 mM
Saccharose 7549 15 % (w/iv)

ad 500 ml mit VE-H,O
sterilfiltrieren

3.3.10 Southern-Blot-Analyse

Die Southern-Blot-Analyse wurde verwendet, um zu Uberprifen, ob es sich bei
den vorliegenden Pop-Out-Mutanten um Deletionsmutanten, heterozygote Zellen
oder den Wildtyp handelt.

Hierfir wurde aus exponentiellen Kulturen genomische DNA isoliert. 3 pg der
genomischen DNA des Wildtyps, der Pop-In Mutante und von drei Pop-Out-Mutanten
wurde Uber Nacht mit einem Restriktionsenzym gespalten (siehe 3.3.7.1). Nach der
Inaktivierung des Enzyms, wurden die Restriktionsanséatze sowie 10 pl Marker auf
ein 1 %-iges Agarosegel aufgetragen und fur mehrere Stunden bei 120 V
aufgetrennt. AnschlieBend wurde das Gel im Ethidiumbromidbad (2 pug/ml) gefarbt,
die Banden unter UV-Licht detektiert und fotografiert.

Danach wurde die DNA durch Schwenken des Gels in der Losung Southern-Blot |
fur 10 min partiell depuriniert, fir 20 min in der Losung Southern-Blot 1l denaturiert
und der pH schlielich fur 30 min in der Loésung Southern-Blot Il neutralisiert. Nach
einer Equilibrierung fur 10 min in 20x SSC, konnte der Southern-Blot aufgebaut
werden.

Hierfir wurden 15 Blatt eines 1,4 mm dicken Blottingpapiers als Basis verwendet.
Darauf wurden 3 Blatt 0,37 mm dickes Blottingpapier gestapelt, die zuvor in 20x
SSC-Puffer aquilibriert wurden. Darauf folgte die positiv-geladene Nylonmembran,
die fur 10 min in H,O bidest. vorgequollen und dann in 20x SSC-Puffer aquilibriert
wurde. Auf die Membran wurde das Agarosegel gelegt. Hierauf wurden 3 Blatt
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0,37 mm dickes Blottingpapier gelegt, die ebenfalls zuvor in 20x SSC-Puffer
aquilibriert wurden. Die Luftblasen wurden herausgewalzt und anschlie3end folgte
die Pufferbriicke, die den Stapel mit den beiden 20x SSC-Puffer-Reservoirs verband.
Auf die Pufferbricke wurde ein Gelschlitten gelegt und dieser mit einer gefillten
250 ml Schottflasche beschwert. Es wurde Uber Nacht geblottet. Die verwendeten
Losungen sind in Tab. 30 dargestellt.

Am né&chsten Tag wurde der Blot bis zum Agarosgel abgebaut und die Taschen
mit einem Bleistift angezeichnet. AnschlielBend wurde die Membran im Stratalinker

bei 120 mJ UV-quervernetzt.

Tab. 30: Losungen fiir den Southern-Blot

Name Substanz Menge Endkonzentration

Southern-Blot | 25 % HCI 32,5ml 0,25 M
900 ml VE-H,0 vorlegen
HCI hinzugeben
ad 1| mit VE-H,O

Southern-Blot Il NacCl 87,69 1,5M
NaOH 20 g 0,5M
ad 1| mit VE-H,O

Southern-Blot Il NacCl 87,69 15M
Tris 60,57 05M
ad 1| mit VE-H,O
pH 8 mit HCI
20x SSC-Puffer NaCl 175,3¢g 3M
tri-Natriumcitrat - 2 H,O 88,29 300 mM
ad 1| mit VE-H.O
pH7

autoklavieren

Hybridisierung der Membran mit einer Sonde

Die Membran wurde in ein Hybridisierungsréhrchen Uberfuhrt und fir 1 h mit
10 ml Hybridisierungspuffer bei 50 °C unter langsamem Drehen vorhybridisiert.
Wahrenddessen wurde die Sonde fur 5 min bei 95 °C denaturiert. Wurde eine Sonde
wiederverwendet, dann erfolgte die Denaturierung bei 95 °C fir 10 min.

Der Hybridisierungspuffer wurde verworfen und frische 10 mi

Hybridisierungspuffer hinzugegeben sowie 30 — 50 ul der Dig-UTP markieren Sonde.
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Falls eine Sonde wiederverwendet wurde, war diese schon in Hybridisierungspuffer
gelost und es wurde kein extra Hybridisierungspuffer hinzugegeben.

Die Hybridisierung erfolgte bei 50 °C und langsamen Drehen tber Nacht.

Die verwendeten Losungen sind in der folgendenTabelle dargestellt (siehe Tab.
31).

Tab. 31: Lésungen fir die Hybridisierung der Sonde

Name Substanz Menge Endkonzentration
100x Denhardt-Losung Rinderserumalbumin 10g 2 % (wiv)
Ficoll 400 10g 2 % (wiv)
Polyvinylpyrolidon 10g 2 % (wiv)

ad 500 ml VE-H,0
filtern durch Faltenfilter
bei -20 °C lagern

Hybridisierungspuffer 20x SSC-Puffer 250 ml 5x
100x Denhardt-L6sung 30 ml 3x
SDs 5¢9 0,5 % (Wiv)
30 % (w/v) N-Laroylsarcosin 6,7 ml 0,2 % (wiv)
Dextransulfat 509 5 % (wiv)

ad 500 ml VE-H.O
autoklavieren
Zugabe von
Formamid 500 ml 50 % (v/v)

Chemolumineszenznachweis

Nach dem Entfernen der Sonde, wurde die Membran 2x fur 5 min in 50 ml 2x
SSC-Puffer + 0,5% (w/v) SDS gewaschen. Hierbei ist zu beachten, dass
Waschschritte immer unter schnellem Drehen, Inkubationsschritte immer unter
langsamem Drehen erfolgten. Anschliel3end erfolgten zwei Waschschritte fir 15 min
bei 50 °C in 50 ml 1x SSC-Puffer + 0,5 % (w/v) SDS. Die Membran wurde kurz in
Waschpuffer geschwenkt, ehe sie fir 30 min und bei Raumtemperatur in 20 ml
Blocking-L6sung inkubiert wurde. Danach erfolgte ein Inkubationsschritt in 20 ml
Blocking-L6sung mit 1 pl Anti-Dig-UTP-Antikdrper fir 30 min. Die Membran wurde 2x
in 100 ml Waschpuffer gewaschen und dann far 5 min in 20 ml Detektionspuffer
aqulibriert. Als letzter Schritt wurde fir 5 min mit der CDP-Star-Working-Solution
inkbubiert (15 ml Deketionspuffer + 10 ul CDP-Star). Die noch feuchte Membran

wurde fur die Detektion zwischen zwei Folien in eine Rontgenkassette gelegt. Es
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wurde darauf geachtet, dass sich keine Luftblasen zwischen der Membran und der
oberen Folie befanden.

Die Detektion der Chemolumineszenz erfolgte in der Dunkelkammer unter
Rotlicht. Zur Detektion der Lumineszenz wurde zu Beginn ein Réntgenfilm fir 1 min
aufgelegt und in der Entwicklerlésung solange geschwenkt, bis Banden sichtbar
waren. Anschliel3end wurde der Film kurz in Wasser gewaschen und dann fir 30 s
im Fixierer fixiert. Anschlieend wurde noch ein Film fur 15 min aufgelegt, um
auszuschlieBen, dass Wildtypbanden Ubersehen worden waren. Sollten nach einer
Minute noch keine Banden erkennbar gewesen sein, wurde fir 5 min aufgelegt und
die Kontrolle auf Wildtypbanden erfolgte mit einem Film, der fur 30 min aufgelegt
wurde.

Die Filme wurden an der Luft getrocknet und dann anhand des Fotos des
Ethidiumbromid gefarbten Gels die Markerbanden eingezeichnet.

Die verwendeten Losungen sind in der folgenden Tabelle dargestellt (siehe Tab.
32).

Tab. 32: Losungen fir den Chemolumineszenznachweis

Name Substanz Menge Endkonzentration
Maleinsaurepuffer Maleinsaure 11649 100 mM
NacCl 8,779 150 mM

ad 11 mit VE-H,O
pH 7,5 mit NaOH

autoklavieren

Blockingpuffer Blocking-Reagenz 10g 1 % (whv)
ad 1| mit Maleinsaurepuffer
autoklavieren

lagern bei 4 °C

Waschpuffer Tween 20 600 pl 0,3 % (v/Iv)

ad 200 ml mit Maleinsaurepuffer

Detektionspuffer Tris 12,119 100 mM
NaCl 5,84¢g 100 mM
MgCl, 4,779 50 mM

ad 11 mit VE-H,O
pH 9,5



Material und Methoden 64

3.3.11 Protoplastenfusion

Bei der Protoplastenfusion wurden Zellen eines Tryptophan-auxotrophen
Stammes mit denen eines Thymin-auxotrophen Stammes verschmolzen, sodass die
neuentstandene Zelle sowohl Genomkopien des einen als auch des anderen
Elternstammes enthielt und nicht mehr auxotroph war. Die Protoplastenfusion in
H. volcanii wurde erstmals von Tchelet und Mevarech (1993) beschrieben und fur
diese Arbeit hier angepasst, um Genkonversion genauer zu untersuchen.

Fur die Protoplastenfusion wurden Kulturen, die sich 72 h nach dem Animpfen in
der stationaren Wachstumsphase befanden, Uberimpft, sodass sie sich nach 24 h in
der exponentiellen Wachstumsphase befanden. Die Optische Dichte ODgyo wurde
bestimmt und der Tryptophan-auxotrophe Stamm auf eine rechnerische Start-ODggo
von 0,00625, der Thymin-auxotrophe Stamm auf eine rechnerische Start-ODggo VOn
0,0125 in Komplexmedium angeimpft. Beide Kulturen wurden fur 19 h wachsen
gelassen, wonach sie eine Optische Diche von ODegoo 1,0 — 1,3 erreicht hatten. Es
wurden je 2 ml Kultur abgenommen und die Zellen fur 2 min bei 8.000 rpm geerntet.
Der Uberstand wurde verworfen und die Zellen in 500 pl steriiem 1M NaCl
resuspendiert. Die Zellen wurden fir 10 min bei Raumtemperatur inkubiert, wonach
sie als Protoplasten vorlagen. Die Elternstdmme wurden gemischt und es wurde fir
10 min bei 13.000 rpm abzentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und das
Zellsediment wurde in 168 pl SMT-LAsung resuspendiert. Es wurden 132 pl PEG-600
in den Deckel pipettiert und durch rasches Schwenken mit dem Zellsuspensat
vermischt. Nach einer 10-minttigen Inkubation bei Raumtemperatur, folgte ein
Zentrifugationsschritt fiir 10 min bei 6.500 rpm. Der Uberstand wurde verworfen, das
Zellsediment wurde in 100 ul Basalsalz + 15 % (w/v) Saccharose resuspendiert und
auf Synthetischem Medium mit Glukose und Uracil ausgestrichen. Die Platten
wurden fur 5 — 7 Tage bei 42 °C inkubiert.

Die Rezepte fur die verwendeten Lésungen sind in der folgenden Tabelle gelistet
(siehe Tab. 33).
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Tab. 33: Losungen fir die Protoplastenfusion

Name Substanz Menge Endkonzentration
SMT-L6sung NaCl 20,5 35M

MgCl, 39 150 mM

1 M Tris/HCI pH 7,2 5mil 50 mM

ad 100 ml mit H.O bidest.
autoklavieren

3.3.12 Quantitative Bestimmung der Genomkopienzahl mittels quantitativer
Real-Time PCR (qPCR)

Prinzip

Die Bestimmung der Genomkopienzahl mittels gPCR in H. volcanii wurde erstmal
von Breuert et al. (2006) beschrieben. Hierfur wird ein 1 kb gro3es Standardfragment
bendtigt, das nur ein einziges Mal im Genom vorkommt. Die Konzentration des
Standardfragments muss bekannt sein, damit anhand der in der gPCR ermittelten
Cr-Werte eine Eichgerade aus den verschiedenen Standard-Verdinnungen und den
darin enthaltenen Standardmolekilen generiert werden. Mit dieser Eichgerade kann
aus den Ct-Werten der Proben die Menge an Genomen abgeleitet werden und durch
Division durch die eingesetzte Zellzahl wird so die Genomkopienzahl pro Zelle
bestimmt. Hierbei handelt es sich um einen Durchschnittswert der untersuchten
Population.

Das Vorgehen ist in Abb. 8 dargestellt.
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genome cell extract

lPCR
dialysis
standard fragment dilution

series
Tkb dilution series qPCR
qPCR

analytic fragment analytic fragment
~200 - 300 nt l l ~ 200 - 300 nt

Abb. 8: Bestimmung der Genomkopienzahl mittel gPCR (aus Hildenbrand et al. (2011))

Mittels PCR auf genomische DNA wird ein 1 kb grolRes Standardfragment generiert, dessen
Konzentration bekannt ist, und verdinnt. Gleichzeitig werden Proben, mit einer bekannten Zellzahl,
lysiert und ebenfalls verdiinnt. Die Standard-Verdinnungen und die Proben-Verdinnungen werden in
die gPCR eingesetzt, wo ein 200 — 300 nt langes Analysefragment generiert wird. Anhand der C+-
Werte der Standard-Verdinnungen und der errechneten Molekiilmenge in diesen Verdinnungen kann
eine Eichgerade generiert werden, anhand der abgelesen werden kann, wie viele Genomkopien sich
in den Proben befinden. Da die eingesetzte Zellzahl in den Proben bekannt ist, kann so die
Genomkopienzahl pro Zelle bestimmt werden.

Herstellung des qPCR-Standards

Fur die Herstellung des gPCR-Standards wurde das PCR-Produkt (siehe 3.3.4)
entweder mit dem GenUP™ PCR Cleanup Kit direkt, oder, wenn weitere Banden
sichtbar waren, uber Gelextraktion mit dem E.Z.N.A. Gel Extraction Kit aufgereinigt.
In beiden Fallen wurde mit H,O bidest. eluiert und die DNA mit einer KAc/Ethanol-
Fallung (siehe 3.3.1) Uber Nacht bei -20 °C gefallt.

Anschlieend wurde die DNA-Konzentration bestimmt, die Konzentration des
Standards auf 100 — 200 ng/pl eingestellt und eine Verdinnungsreihe bis 108 in H,O
bidest. angefertigt. Die Verdiinnungen 107 - 10°® wurden in die gPCR eingesetzt.

Fur die Auswertung wurde die Anzahl der Molekile pro ng Standard benottigt.
Hierfur wurde das Molekulargewicht des Standards mithilfe von Oligocalc berechnet.
Anschlieend wurde die Avogadro-Konstante N durch das errechnete

Molekulargewicht des Standards geteilt, wie die folgende Gleichung darstellt:
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6,022 x 1023 Molekiile/mol 10-9 Molekiile
x =—

Molekulargewicht Standard [miol] ng

Vorbereitung der Proben von H. volcanii

Fur die Gewinnung der Proben fir die g°PCR wurden Kulturen, die sich 72 h nach
der Inokulation in der stationaren Wachstumsphase befanden, tUberimpft, sodass sie
nach 24 h in der exponentiellen Phase waren. Die Kulturen wurden erneut tiberimpft,
sodass sie zum gewunschten Zeitpunkt die gewinschte Zelldichte hatten.
Exponentielle Kulturen wurden bei 1 — 3 x 108 Zellen/ml, stationére Kulturen bei 1 —
3 x 10° Zellen/ml geerntet und es wurden 1 — 3 x 10® Zellen fiir die qPCR-Analyse
abgenommen. Es wurde pro Stamm drei unterschiedliche Kulturen beprobt. Die
Zellen wurden bei 13.000 rpm fur 5 min geerntet und entweder fir eine spatere
Analyse eingefroren oder sofort in 100 ul Basalsalz resuspendiert und mit 900 pl H,O
bidest. lysiert. AnschlieBend wurden 40 ul des Ansatzes auf ein Dialyseplattchen
gegeben und fur 3 h gegen H,O bidest. dialysiert. Im Anschluss wurde das Dialysat
vom Plattchen genommen, das Volumen mit der Pipette bestimmt und verdunstetes
Wasser mit H,O bidest. aufgefillt, sodass das Volumen wieder 40 pl betrug. Dann
wurden folgende Verdinnungen des Dialysats in H,O bidest. angefertigt: 1:5, 1:10,
1:20 und 1:100.

Fiur die Auswertung wurde berechnet, wie viele Zellen sich in jeder Verdiinnung

befanden.

gPCR-Analyse
Das Ansetzen der gPCR wurde komplett im Kuhlblock durchgefiihrt. Ein gPCR-

Ansatz setzt sich aus den folgenden Bestandteilen zusammen (siehe Tab. 34).

Tab. 34: qPCR-Ansatz

Substanz Menge Endkonzentration
Probe/Standard 5ul

20 pM Oligonukleotid 1 1l 0,8 uM

20 pM Oligonukleotid 2 1l 0,8 uM

SYBR Green gPCR Master Mix 12,5 ul 50 % (v/v)

ad 25 pl H,O bidest.

Fur die Negativkontrolle (No Template Control — NTC) wurden 5 pl H,O bidest. als

»1emplate” eingesetzt.
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Jeder Standardansatz und jede Probe wurde in Doppelbestimmung untersucht,
sodass insgesamt 3 biologische und 24 technische Replikate herangezogen wurden,
um die Genomkopienzahl eines Stammes zu bestimmen.

Die gPCR lief unter den folgenden Bedingungen ab (siehe Tab. 35).

Tab. 35: qPCR-Programm

Schritt Temperatur [°C] Zeit Zyklenzahl
Initiale Denaturierung 96 10 min 1
Denaturierung 96 30s

Annealing 64 30s 50
Elongation 72 30s

Finale Elongation 72 5 min 1

AnschlieBend erfolgte eine Schmelzkurvenanalyse von 62 — 96 °C in 1 °C-
Schritten.

3.3.13Isolierung der Gesamt-RNA

Fur die Isolierung der Gesamt-RNA wurden 2 ml einer Kultur in der zu
untersuchenden Wachstumsphase geerntet, indem sie fir 1 min bei 13.000 rpm
zentrifugiert wurden. Der Uberstand wurde verworfen und das Pellet in 400 pl
Aufschlusslosung resuspendiert. Unter dem Abzug wurden 50 pl 2 M Natriumacetat
pH 4 (in HyOpgpc), 400 pul TE-gesattigtes Phenol und 2100 pl
Chloroform/lsoamylalkohol (24:1) zugegeben und nach jeder Zugabe gevortext. Es
folgte ein Inkubationsschritt fir 30 min bei -20°C und eine anschlielende
Zentrifugation fir 15 min bei 13.000 rpm. 400 pl des wassrigen Uberstands wurden
vorsichtig abgenommen und in ein neues Reaktionsgefal3g tberfuhrt. Es wurde 1 ml
eiskalter 96 %-iger Ethanol dazugegeben, gemischt und fur 30 min bei
-20 °C inkubiert. Anschlieend wurde fir 30 min bei 13.000 rpm und 4°C
zentrifugiert und der Uberstand verworfen. Die RNA wurde mit 500 pl eiskaltem
70 %-igem Ethanol (in H,Opepc) gewaschen und fir 15 min bei 13.000 rpm und 4 °C
zentrifugiert. Der Uberstand wurde erneut verworfen, das RNA-Pellet unter dem
Abzug getrocknet und dann in 30 pl H,Opgpc gelost.

Die verwendeten Losungen sind in der folgenden Tabelle dargestellt (siehe Tab.
36).
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Tab. 36: Losungen fir die Isolierung der Gesamt-RNA

Name Substanz Menge Endkonzentration
Aufschlusslésung 750 mM Natriumcitrat-LésungpH7 7 ml 35 mM
30 % (w/v) N-Lauroylsarcosin 3,5ml 0,7 % (wiv)
B-Mercaptoethanol 1ml 0,7 % (wiv)
Guanidiniumthiocyanat 100 g 67 % (W/v)
H20pepc 127 ml

3.3.14 Northern-Blot Analyse

Zur Auftrennung der Gesamt-RNA flr die Northern-Blot-Analyse wurde zunéchst

ein RNA-Gel gegossen. Hierfur wurden 0,7 g Agarose eingewogen, mit 60 ml

H>Opepc gemischt und unter Kochen geldst. Danach wurden unter Ruhren 7 ml
10x MOPS und nach dem Abkuhlen auf unter 70 °C unter dem Abzug 2,5 ml 37 %

Formaldehyd hinzugegeben. Zum Ausharten wurde die Losung in einen Gelschlitten

gegeben.

Wahrend dem Ausharten des Gels wurden 5 pug Gesamt-RNA sowie 1 ul des

Markers mit dem vierfachen Volumen an RNA-Probenpuffer versetzt, fur 10 min auf

60 °C erhitzt und anschlieRend fir 10 min auf Eis inkubiert.
Nach dem Aushéarten wurde das Gel beladen und die RNA bei 120 V fir 2 h

aufgetrennt. Als Laufpuffer wurde 1x MOPS verwendet.

Die verwendeten Losungen sind in der folgenden Tabelle dargestellt (siehe Tab.

37).

Tab. 37: Losungen fiur RNA-Gele

Name Substanz Menge Endkonzentration
10x MOPS MOPS 104,79 500 mM
EDTA 3,79 10 mM
ad 1| mit HoOpepc
pH7
autoklavieren
1:10 verdinnen fur Laufpuffer
RNA-Probenpuffer 10x MOPS 1ml 1x
100 % Formamid 5 mi 50 % (v/v)
37 % Formaldehyd 1,84 mi 6,8 % (V/V)
87 % Glycerin 1,34 mi 11,7 % (viv)
Bromphenolblau 10 mg 0,1 % (w/iv)
Ethidiumbromid (0,1 mg/ml) 50 ul 50 pg/ml

H20berc

770 pl
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Der Northern-Blot verlief analog zum Southern-Blot (siehe 3.3.10), lediglich bei der
Vorhybridisierung wurde Hefe-tRNA in einer Endkonzentration von 120 pg/mi

dazugegeben.

3.3.15Uberexpression von Proteinen
3.3.15.1 Induktion mit Tryptophan

Bei Verwendung des Vektors pTA929 wurden die Kulturen bis zur exponentiellen
Phase gezogen und dann mit 7,5 ml 25 mM Tryptophan (in Basalsalz) zu einer
Endkonzentration von 5 mM induziert. Fur die Expression der oril- und ori2-nahen
Gene, wurde fur 3, 5 oder 7 h inkubiert. Alternativ erfolgte die Induktion schon zu
Beginn des Wachstums. Bei Mikrotiterplatten wurde durch Zugabe von 37,5 ul
25 mM Tryptophan (in Basalsalz) ebenfalls zu einer Endkonzentration von 5 mM

induziert.

3.3.15.2 SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (PAGE)

Eine Kultur, die sich 72 h nach der Inokulation in der stationaren Wachstumsphase
befand, wurde Uberimpft, sodass sie am nachsten Tag in der exponentiellen
Wachstumsphase war. Diese Kultur wurde erneut tberimpft und auf eine Start-ODggo
von 0,025 in Synthetischem Medium mit Glukose ohne Uracil eingestellt. Sie wurde
solange inkubiert, bis sie eine Zellzahl von 8 x 10°® Zellen/ml erreicht hatte. Es
wurden 4 x 108 Zellen als uninduzierte Kontrolle entnommen (13.000 rpm, 5 min),
dann wurde mit Tryptophan induziert, und nochmals 4 x 108 Zellen geerntet.

Die Pellets wurden mit 30 pl 1x SDS-Probenpuffer lysiert und dann fir 5 min bei
95 °C denaturiert. Anschlieend wurde fir 2 min bei 13.000 rpm zentrifugiert, um die
Zelltrtmmer zu sedimentieren.

Fur die Auftrennung in der SDS-PAGE wurden Polyacrylamidgele der
Konzentrationen 7,5 %, 12 % und 15 % verwendet, je nach Proteingrof3e (siehe Tab.
39). 30 pl der Proben und 5 pl GréRenstandard wurden aufgetragen und zunachst
bei 100 V aufgetrennt, bis das Trenngel erreicht wurde, dann wurde auf 150 V erhoht
und solange laufen gelassen, bis die Bromphenolblaubande anfing, aus dem Gel zu
laufen. Als Laufpuffer wurde 1x SDS-Laufpuffer verwendet.

Die verwendeten Losungen sind im Folgenden dargestellt (siehe Tab. 38).
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Tab. 38: Losungen fiir die SDS-PAGE

Name Substanz Menge Endkonzentration
Trenngelpuffer Tris 181,65¢g 15M
SDS 3849 0,384 % (wiv)
ad 1| mit VE-H.O
pH 8,8 mit HCI
Sammelgelpuffer Tris 60,55 g 0,5M
SDS 49 0,4 % (wiv)
ad 11 mit VE-H,O
pH 6,8 mit HCI
APS Ammonionperoxodisulfat 100 mg 10 % (w/v)

1x SDS-Probenpuffer

10x SDS-Laufpuffer

1,25 M Tris/HCI pH 6,8

SDS

B-Mercaptoethanol

87 % Glycerin

Bromphenolblau

Tris
Glycin
SDS

ad 1 ml mit H>O bidest.
bei -20 °C lagern

0,5 ml

0,25¢g

0,5 ml

1,16 mi

5mg

ad 5 ml mit H>O bidest.

309
144 g
1049
ad 1| mit VE-H,O

vor Verwendung 1:10 verdiinnen

125 mM

5 % (wiv)
10 % (v/v)
20 % (viv)
0,1 % (wiv)

248 mM
19M
1 % (wlv)

Tab. 39: Zusammensetzung des Trenn- und der Sammelgele fir Polyacrylamidgele

Gel Menge (7,5 %) Menge (12 %) Menge (15 %)
Trenngel H,O bidest. 2,39 ml 1,64 ml 1,14
Trenngelpuffer 1,29 ml 1,29 ml 1,29 ml
30 % Acrylamid 1,25 ml 2ml 2,5ml
10 % APS 75 ul 75 ul 75 ul
TEMED 5ul 5 ul 5 ul
Sammelgel H,O bidest. 1,5 ml
Sammelgelpuffer 635 pl
30 % Acrylamid 333 ul
10 % APS 40
TEMED 3,5l
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3.3.15.3 Western-Blot

Der Western-Blot wurde per Elektroblotting durchgefuhrt. Hierfir wurden 5
0,37 mm dicke, in Transferpuffer &qulibrierte Filterpapiere als Basis gelegt. Hierauf
kam die fur 10 min in Methanol vorgequollene und in Transferpuffer aquilibrierte
PVDF-Membran und darauf das SDS-Gel. Hierauf kamen nochmal 5 0,37 mm dicke,
in Transferpuffer &ugilibrierte Filterpapiere. Die Luftblasen wurden herausgewalzt und
die Proteine wurden fiir 2 h bei 3 mA/cm? geblottet.

Zur Kontrolle der Proteinibertragung wurde das SDS-Gel fur 15 min bei
Raumtemperatur in Coomassie gefarbt und dann tber Nacht entfarbt. Die Membran
wurde fur 15 min in Titenfarbeldsung gefarbt und dann fir 1 h in H,O bidest. entfarbt.

Anschlieend wurde die Membran kurz in PBS geschwenkt und dann mit
5 % (w/v) Milchpulver in PBS Uber Nacht geblockt. Danach wurde die Membran kurz
mit PBS gespult und dann mit dem 1. Antikorper, dem Penta-His-Antikorper in einer
Verdiinnung von 1:4.000, fur 1 h inkubiert. Es folgten drei Waschschritte fur je 10 min
in PBST. Dann wurde die Membran fir 1 h mit dem 2. Antikoérper, dem Anti-Mouse
IgG-Peroxidase-Antikorper in einer Verdinnung von 1:10.000, inkubiert. Es folgten
erneut drei Waschschritte fir je 10 min in PBST. Die verwendeten Lésungen sind in
der folgenden Tabelle dargestellt (siehe Tab. 40).

Zur Detektion der Banden, wurde Roti® Lumin nach Herstellerangaben verwendet.
Die Detektion fand in der Dunkelkammer unter Rotlicht statt und der Rdntgenfilm
wurde fur 2 h belichtet. Fur die Entwicklung und Fixierung des Roéntgenfilms siehe
3.3.10.

Tab. 40: Losungen fir den Western-Blot

Name Substanz Menge Endkonzentration
Coomassie-Farbeldsung Coomassie Blue R-250 059 0,05 % (w/v)
Methanol 545 ml 55 % (v/v)
Eisessig 92 ml 9,2 % (v/Iv)
H-O bidest. 454 ml
Entfarbeltsung Methanol 500 ml 25 % (wiv)
Eisessig 100 ml 5 % (w/v)

H>0 bidest. 1400 ml
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Tintenféarbeldsung

Transferpuffer

PBS

PBST

Tween 20
Eisessigsaure
Tinte

Tris
Glycin
Methanol

NacCl

KCl
NaxHPO4
KH2PO4

PBS
Tween 20

0,5 ml

10 ml

1ml

ad 11 mit PBS

39

11,39

100 ml

ad 1| mit VE-H,O
pH 8,5 mit HCI

8¢

0,29

1,159

0,29

ad 1| mit VE-H.O

999 ml
1mil

0,05 % (v/v)
1 % (viv)
0,1 % (viv)

25 mM
150 mM

138 mM
2,6 UM
8,1 uM
1,5 uM

0,1 % (v/v)
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4 Ergebnisse
4.1 Untersuchung der 16 orc-Gene und eines cdc-Gens in Haloferax volcanii
Orc-Proteine (= Origin Recognition Complex) sind in Eukaryoten an der
Erkennung des  Replikationsursprungs und der  Assemblierung  der
Replikationsmaschinerie beteiligt. In Archaea konnte ihre Beteiligung an der Initiation
der DNA-Replikation bereits in Eury- und in Crenarchaeota gezeigt werden.
H. volcanii besitzt 16 orc-Gene, sechs davon sind wie in anderen Organismen typisch
mit einem Replikationsursprung kolokalisiert, die restlichen zehn sind ,verwaist®. Um
den Einfluss dieser 16 orc-Gene auf Fitness und Ploidielevel zu untersuchen, wurden
Einzelgen-Deletionsmutanten aller Gene hergestellt. Hierbei sollte auch aufgeklart
werden, ob die ,verwaisten® orc-Gene ebenfalls an der Initiation der DNA-Replikation
beteiligt sind, eine andere Funktion haben oder inaktive Relikte aus vergangenen
Zeiten sind. Des Weiteren wurde ein cdc-Gen zur Untersuchung ausgewahlt. In
H. volcaniis Genom sind keine cdc6-Gene annotiert, die typischerweise in
Eukaryoten an der Replikation beteiligt sind, weshalb exemplarisch cdc48a als ein
Vertreter der cdc-Gene ausgewahlt wurde.

4.1.1 Herstellung der Deletionsmutanten

Die Herstellung der Deletionsmutanten erfolgte wie unter 3.3.2 beschrieben und
wird im Folgenenden stellvertretend fir alle Gene anhand des Beispiels von AA0257
dargestellt.

Es wurden mithilfe einer PCR die F1- und F2-Fragmente von HVO_A0257 (siehe
Abb. 9A) sowie das Vektorrickrad von pMH101 amplifiziert. Die PCR-Produkte
wurden gereinigt und zusammen in ein Gibson-Assembly eingesetzt, um ein
geschlossenes Konstrukt zu generieren. AnschlieRend wurde mit dem kompletten
Gibson-Assembly-Ansatz E. coli transformiert. Nach einer Inkubation tber Nacht bei
37 °C wurden vier Klone gepickt und mittels Kolonie-PCR untersucht. Alle Klone

wurden als positiv identifiziert (siehe Abb. 9B).



Ergebnisse 75

Abb. 9: Generierung der F1- & F2-Fragmente und Kolonie-PCR transformierter E. coli-Klone

(A) Agarosegel der F1- & F2-Fragmente von HVO_A0257. Die Fragmente entsprechen den
erwarteten Gré3en von 619 bp (F1) und 547 (F2). (B) Agarosegel der Kolonie-PCR transformierter E.
coli-Klone. Gezeigt sind 4 Klone (1 — 4), als Positivkontrolle wurde ein anderes Deletionsplasmid
verwendet (+).Alle untersuchten Klone sind positiv, da sie die erwartete Bande auf einer Héhe von
1202 bp zeigen.

Es wurde der Vektor aus einem positiven Klon isoliert und zur Sequenzierung zur
GATC GmbH geschickt. Nachdem Mutationen im Insert ausgeschlossen waren,
wurde Haloferax volcanii mit dem Vektor transformiert. Nach einer Inkubation von 4 —
5 Tagen wurden vier Klone gepickt und mittels Kolonie-PCR untersucht. Alle Klone
wurden als positive Pop-In-Klone identifiziert (siehe Abb. 10A). Ein Klon wurde Uber
Nacht in Synthetischem Medium mit Casaminosauren als Kohlenstoffquelle
angezogen und dann auf 5-FOA-haltigem Medium ausplattiert. Nach einer Inkubation
von 4 Tagen wurden 8 Klone gepickt und mittels Kolonie-PCR untersucht. Klon 3
zeigt deutlich die Bande des Wildtyps. Drei Klone — Klon 1, 6 und 8 — konnten als
mdogliche Deletionsmutante identifiziert werden und wurden funf Mal in

Komplexmedium tberimpft (siehe Abb. 10B).

kb] M 1 2 3 4 + 1234567 8+M [kb]

1=

Abb. 10: Kolonie-PCR der Pop-In und Pop-Out Klone von HVO_A0257

Als Positivkontrolle wurde pM101_AA0257 verwendet (+). (A) Gezeigt sind 4 untersuchte Klone (1 —
4). Alle zeigen die erwartete Bande bei 1123 bp und sind somit positiv. (B) Gezeigt sind 8 untersuchte
Klone (1 — 8). Klon 1, 6 und 8 zeigen die erwartete Bande der Deletion bei 1123 bp. Klon 3 zeigt die
erwartete Bande des Wildtyps auf Héhe von 2365 bp. Bei Klon 4 und 7 konnte keine Bande detektiert
werden.
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Die Gesamt-DNA der Klone wurde isoliert, mit EcoRI verdaut und mithilfe eines
1 %-igen Agarosgels gelelektrophoretisch aufgetrennt.
Die Planung des Southern-Blots ist in Abb. 11 dargstellt.
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Zur Detektion der Banden im Southern-Blot wurde eine Digoxygenin-markierte
Sonde generiert. Die F1-Sonde fur den Southern-Blot konnte erfolgreich generiert
werden. Sie zeigt im Vergleich zur Dig-UTP-freien Kontrolle das erwartete verzdgerte
Laufverhalten, das auf einen guten Dig-UTP-Einbau hindeutet (siehe Abb. 12A). Das
Agarosgel mit der verdauten DNA wurde Uber Nacht geblottet und die Banden dann
per Rontgenfilm nachgewiesen. Der Southern-Blot zeigt die erwarteten
Fragmentgrof3en (siehe Abb. 12B). Die Pop-In-Mutante konnte als Pop-In 1
identifiziert werden, d. h. die Integration des Plasmids ins Genom erfolgte durch
homologe Rekombination Uber das F1-Fragment. Bei allen drei untersuchten Pop-

Out-Mutanten handelt es sich um die gewinschte Deletionsmutante.

© - (1] 0
[kb] £ T g & &
6~ —

3— Y
1,5 — N

Abb. 12: Sonden-PCR und Southern-Blot von HVO_A0257

(A) Der Kontrollansatz (K) ohne Dig-UTP zeigt die gewlinschte Gréf3e von 619 bp, der Sonden-Ansatz
(S) zeigt das durch Dig-UTP-Einbau verlangsamte Laufverhalten. (B) Gezeigt ist ein Rontgenfilm nach
1 Minute Belichtung. H26, der hier als Wildtyp verwendet wurde, zeigt die erwartete Bandengrdf3e von
1736 bp. Bei der Pop-In-Mutante (PI) konnte das Bandenmuster des Pop-In 1 (6372 bp) detektiert
werden. Bei den Pop-Out-Mutanten (PO) 1, 6 & 8 konnte nur die Deletionshande von 3041 bp
detektiert werden.

Die Ubrigen 15 orc-Gene wurden analog zu dem hier gezeigten Vorgehen
deletiert. Insgesamt haben sich 13 orc-Gene als nicht essentiell herausgestellt.
Darunter sind funf Gene, die mit einem Replikationsursprung kolokalisiert sind (z.B.
HVO_0001) und acht Gene, die ,verwaist® sind (z.B. HVO_0194). Bei drei weiteren
Genen konnten bei 100 untersuchten Pop-Out Klonen nur welche mit Wildtypbande
gefunden werden, weshalb die Gene als essentiell klassifiziert wurden. Auch hier gibt
es ein Gen, das mit einem Replikationsusprung kolokalisiert ist (HVO_B0001) und
zwei, die ,verwaist sind (z.B. HVO_2293). Bei dem Gen HVO_A0064 war keine
Deletion maoglich. Zwar wuchsen nach der Transformation mit dem Deletionsplamid
Uracil-prototrophe Klone, aber im Southern-Blot konnte keine Bande detektiert
werden, weder bei der Pop-In Mutante noch bei der Pop-Out Mutante, weshalb

dieses Gen als nicht-essentiell klassifiziert wurde, die Deletionsmutante aber
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aufgrund der moglichen polaren Effekte durch das genomische Rearrangment nicht
weiter untersucht wurde.
Im Folgenden ist eine tabellarische Ubersicht (ber die Deletionsmutanten

gegeben (siehe Tab. 41).

Tab. 41: Ubersicht der orc-Deletionsmutanten

Replikon Gennummer Genname Genomische Region/Strang Genlange
Deletierter Bereich
Chr HVO 0001 orcl 258-1952/F 1695
(oril) 282-1925
Chr HVO_0194 orc9 174892-176016/F 1125
174909-176000
Chr HVO 0634 orc2 569203-570429/R 1227
(ori3) 569215-570384
Chr HVO_1537 orcl5 1403626-1404828/R 1203
1403674-1404810
Chr HVO 1725 orch 1594707-1595912/F 1206
(ori2) 1594719-1595900
Chr HVO_2042 orc4 1888354-1889583/F 1230
1888369-1889568
Chr HVO_2133 orclé 1998477-1999643/R 1167
1998492-1999634
Chr HVO_2292 orcl4 2160851-2161873/R 1023
2160870-2161857
Chr HVO_2293 orcll 2162076-2162873/F 798
pHV4 HVO A0001 orc3 152-1402/F 1251
(ori-pHV4) 167-1387
pHV4 HVO_A0064 orcl3 55398-56897/R 1500
pHV4 HVO_A0072 orcl2 65261-66289/R 1029
pHV4 HVO_A0257 orc7 257391-258668/R 1278
257415-258656
pHV3 HVO B0001 orc6 201-1433/F 1233
(ori-pHV3) 222-1409
pHV1 HVO C0001 orcl0 101-1327/F 1227
(ori-pHV1) 143-1288
pHV1 HVO_C0057 orc8 56369-57616/F 1248

56375-57604

grun: deletiert; rot: essentiell; gelb: Pop-In nicht méglich, nicht essentiell; grau/fett & unterstrichen: Teil
eines Replikationsursprungs; f: forward; r: reverse

Daruber hinaus konnte das Gen HVO_2380 (cdc48a) erfolgreich deletiert werden.
Da in H. volcaniis Genom sind keine cdc6-Gene annotiert sind, die typischerweise in
Eukaryoten als Helikaseloader bei der DNA-Replikation fungieren, wurde cdc48a
exemplarisch als ein Vertreter der cdc-Gene ausgewéahlt, um seinen Einfluss auf das

Ploidielevel und die Fithess zu charakterisieren.
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4.1.2 Wachstum der Deletionsmutanten

Zur Untersuchung der Fitness der generierten Deletionsmutanten, wurden
Mikrotiterwachstumstests unter verschiedenen Bedingungen durchgefuhrt. Das
Wachstum von drei biologischen Replikaten wurde zum einen in Komplexmedium
charakterisiert; hierfir wurden einmal exponentielle und einmal 11 Tage stationére
Kulturen zum Animpfen verwendet (siehe Abb. 13). Zum anderen wurde das
Wachstum in synthetischem Medium mit Glukose als Kohlenstoffquelle untersucht;
hierbei lag die NaCl-Konzentration einmal bei optimalen 2,1 M und einmal bei 0,9 M,
was fur H. volcanii osmotischem Stress entspricht und nah an der unteren
Wachstumsgrenze von 0,7 M liegt (siehe Abb. 14). Daruber hinaus wurde noch das
Wachstum unter Phosphatmangel untersucht, mit dem Hinblick auf die Méglichkeit
der Verwendung von DNA als Phosphatspeicher (siehe Abb. 15).

Die Deletion eines orc-Gens fihrt in Komplexmedium meist zu verbessertem oder
identischem Wachstum im Vergleich zum Wildtyp (H26) (siehe Abb. 13). Lediglich die
Mutante A1725 zeigt nach Anwachsen aus stationdrer Kultur ein geringflgig
langsameres Wachstumsverhalten. Die Mutanten A2042 und AA0257 zeigen ein
deutlich schnelleres Wachstum und eine héhere End-ODggo (Siehe Abb. 13A & C).
A0194 zeigt nach Inokulation aus stationdrer Kultur ein schnelleres Anwachsen
(siehe Abb. 13D), wahrend A2292 und AA0001 in beiden Fallen kein verbessertes
Wachstum zeigen, aber eine héhere End-ODggo erreichen. Deletion des Gens
HVO_2380 (cdc48a) fuhrt zu verminderter Fitness, insbesondere beim Anwachsen

nach langerer stationarer Phase (siehe Abb. 13A & C).
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Bei normaler Salzkonzentration und unter osmotischem Stress fiihrt die Deletion
eines orc-Gens wie im Komplexmedium zu verbessertem oder identischem
Wachstum im Vergleich zum Wildtyp (H26) (siehe Abb. 14). Die Mutanten A1537 und
ACO0001 zeigen, wie auch schon im Komplexmedium, gleiches Wachstum wie der
Wildtyp, wahrend die Mutanten A2042 und AA0257 wie zuvor schneller wachsen und
eine hohere End-ODgg erreichen (siehe Abb. 14A & C). Die Mutante A2133 zeigt in
Synthetischem Medium mit Glukose bei beiden Salzkonzentrationen verbessertes
Wachstum im Vergleich zum Wildtyp, das in Komplexmedium nicht auftritt (siehe
Abb. 14A & C). Fur die Mutanten A0O001, A0194, A0634 und A2292 kann nicht mit
Sicherheit eine Aussage getroffen werden, da der Wildtyp unter beiden Bedingungen
kein optimales Wachstum zeigt und die Werte gro3e Standardabweichungen haben
(siehe Abb. 14B & D). Die Deletion des Gens HVO_2380 (cdc48a) fuhrt unter
osmotischem Stress zu einem Phéanotyp mit deutlich verminderter Fitness, nicht

jedoch bei normaler Salzkonzentration (siehe Abb. 14A & C).
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Die Charakterisierung des Wachstums unter Phosphatmangel ergab, dass alle 13
Deletionsmutanten unter diesen Bedingungen mit dem Wildtyp (H26) vergleichbares
Wachstum zeigen (siehe Abb. 15).
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Abb. 15: Wachstum der orc- und cdc-Deletionsmutanten unter Phosphatmangel

Gezeigt sind die Wachstumskurven der 12 orc- und der einen cdc-Deletionsmutanten (A2380) in
Synthetischem Medium mit Glukose als Kohlenstoffquelle ohne Phosphat. Aufgetragen sind die
Durchschnittswerte von drei unabhéngigen biologischen Replikaten und ihren Standardabweichungen.

4.1.3 Genomkopienzahl der Deletionsmutanten

Da es sich bei der Replikationsinitiation vermutlich um den entscheidenden Schritt
bei der Regulation des Ploidielevels handelt, wurde die Genomkopienzahl der orc-
und der cdc-Deletionsmutanten untersucht. Hierfur wurden Proben in
Komplexmedium genommen und mittels gPCR die Genomkopienzahl pro Zelle
bestimmt (siehe Abb. 16 & Abb. 18).
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Die Ergebnisse zeigen, dass alle orc-Gene das Ploidielevel mindestens eines
Replikons beeinflussen (siehe Abb. 16). Manche beeinflussen mehrere Replikons,
wie z.B. HVO_0634, das grof3en Einfluss auf pHV1 und pHV3 zeigt. HVO_ 2292
(kodiert auf Hauptchromosom) und HVO_CO0057 (kodiert auf pHV1) beeinflussen am
starksten das Replikon, auf dem sie kodiert sind, wahrend z.B. HVO_0001 und
HVO 2133 den grol3ten Einfluss auf pHV1 zeigen, obwohl sie auf dem
Hauptchromosom kodiert sind. DarUber hinaus unterscheiden sich ,verwaiste und
mit einem Replikationsursprung kolokalisierte Gene nicht in der GroRe ihres
Einflusses, so fuhrt die Deletion der Gene HVO_0001 (oril) und HVO_ 0634 (ori3) zu
ahnlich starken Veranderungen wie die Deletion der vewaisten Gene HVO 2133,
HVO_2292 und HVO_A0257.
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Abb. 16: Ploidielevel der orc-Deletionsmutanten

Gezeigt ist die Genomkopienzahl pro Zelle der 12 orc-Deletionsmutanten in Komplexmedium.
Aufgetragen sind die Durchschnittswerte von drei unabhéngigen biologischen Replikaten und ihren
Standardabweichungen. Die Signifikanzen der Unterschiede zwischen den Ploidieleveln wurden
mittels t-Test bestimmt: p-Wert <5 % =*, <1 % =**, < 0.1 % = *** und n.s. = nicht signifikant.
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Da die cdc-Deletionsmutante A2380 in Mikrotiterplatten einen starken
Wachstumsdefekt in Komplexmedium im Vergleich zum Wildtyp zeigt, wurde eine
Wachstumskurve in Klettkolben angefertigt, um die optimalen Zeitpunkte fur einen
Vergleich der Genomkopienzahl zu ermitteln (siehe Abb. 17).

Die Wachstumskurve zeigt deutlich, dass die Mutante A2380 auch in Klettkolben

deutlich langsamer wéachst und nicht die End-ODegoo des Wildtyps erreicht.
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Abb. 17: Wachstumskurve von A2380 in Komplexmedium

Gezeigt ist das Wachstum von A2380 im Vergleich zum Wildtyp in Klettkolben in Komplexmedium. Die
Durchschnittswerte von drei biologischen Replikaten sowie deren Standardabweichungen wurden
aufgetragen.

Um das Ploidielevel besser vergleichen zu kdnnen, wurde die Probe fir die
exponentielle Phase bei 100 KE und die fur die stationdre Phase bei 300 KE
genommen. Die Proben wurden mittels gPCR analysiert, ausgewertet und dargestellt
(siehe Abb. 18). Die Deletion von HVO_2380 hat grol3en Einfluss auf das
Ploidielevel. Im Falle des Hauptchromosoms (GK) ist die Genomkopienzahl pro Zelle
deutlich hoher, im Falle von pHV1 wesentlich niedriger im Vergleich zum Wildtyp
(H26). Lediglich bei pHV3 ist das Ploidielevel nahezu identisch.
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Abb. 18: Ploidielevel der cdc-Deletionsmutante A2380

Gezeigt ist die Genomkopienzahl von A2380 im Vergleich zum Wildtyp (H26) bei 100 und 300 KE.
Ermittelt wurden die Genomkopienzahlen des Hauptchromosoms (GK), von pHV1 und pHV3.
Aufgetragen sind die Durchschnittswerte von drei unabhéngigen biologischen Replikaten und ihren
Standardabweichungen. Die Signifikanzen der Unterschiede zwischen den Ploidieleveln wurden
mittels t-Test bestimmt: p-Wert <5 % =*, <1 % =**, < 0.1 % = *** und n.s. = nicht signifikant.

4.1.4 Uberexpression ausgewahlter orc-Gene

Um das Zusammenspiel der orc-Proteine miteinander oder mit anderen Proteinen
genauer untersuchen zu kénnen, wurden konstitutive Uberexpressionsvektoren mit
N-terminalem Hexahistidin-Tag von zwei replikationsursprungsassoziierten
(HVO_0001 (oril) und HVO_1725 (ori2)) und zwei ,verwaisten“ Genen (HVO_2133
und HVO_A0257) im Vektor pTA929 M2-18 angefertigt und in ihre entsprechenden
Deletionsmutanten transformiert. Die Uberexpression erfolgte tiber Nacht in Hv-Cab-
Medium. Zellen wurden in exponentieller Phase geerntet, aufgeschlossen und auf ein
SDS-Gel aufgetragen. Nach dem Blotten erfolgte die Detektion mit einem Antikérper
gegen den Hexahistidin-Tag.

Bei der Negativkontrolle, bei der H26 aufgetragen wurde, ist wie erwartet, keine
Bande erkennbar (siehe Abb. 19). Als Positivkontrolle wurde die konsitutiv
exprimierte DHFR verwendet und die Bande wurde auf der erwarteten H6he von 18
kDa detektiert. Da H. volcaniis Proteine aufgrund vieler Glutamat- und Aspartat-
Reste stark negativ geladen sind, laufen die Proteinbanden im SDS-Gel ungeféahr
20 % hoher als aufgrund ihrer GroR3e eigentlich zu erwarten wéare. HVO_0001 hat
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eine GroRRe von 62 kDa, was in etwa der Bande entspricht, die im Western-Blot
zwischen 70 und 100 kDa detektiert wurde. Bei HVO_1725 ist eine schwache Bande
bei ungefahr 55 kDa erkennbar, was ungefahr mit der erwarteten Gréf3e von 45 kDa
Ubereinstimmt. Fur HVO_2133 und HVO_A0257 wurden Banden auf der Hohe von
42 kDa und 48 kDa erwartet, allerdings sind bei dieser GrolR3e keine Banden

erkennbar.

|
N
(2]
|

Abb. 19: Western-Blot der Uberexprimierten orc-Gene

Gezeigt ist ein Rontgenfilm nach einer Belichtungszeit von 2 h. Es wurde Cytoplasmaextrakt
aufgetragen. Als Negativkontrolle (-) wurde H26 verwendet, als Positivkontrolle (+) die DHFR. Bei der
Uberexpression von HVO_0001 ist eine Bande zwischen 70 und 100 kDA erkennbar, bei der
Uberexpression von HVO_1725 bei ungefahr 55 kDa. Bei der Uberexpression von HVO_ 2133 und
HVO_A0257 sind keine Banden erkennbar, die mit ihren Uberexprimierten Proteinen korrelieren.

Die hier Uberexprimierten und detektierten Hexahistidin-getaggten Orc-Proteine
HVO_0001 und HVO_1725 kénnen nun fur Co-Affinitatsaufreinigungen verwendet
werden, um sowohl DNA-Bindestellen als auch Proteinbindungspartner der Orc-

Proteine genauer zu untersuchen.

4.2 Untersuchung der oril- und ori2-nahen Gene

In vorherigen Arbeiten konnte gezeigt werden, dass die Replikationsurspriinge
oril und ori2 sowie ihre umliegenden Regionen einen Einfluss auf das Ploidielevel
haben. Um herauszufinden, welche Gene genau in den 5'-Regionen der
Replikationsurspringe fur den beobachteten Effekt verantwortlich waren, wurden

diese Gene in dieser Arbeit genauer charakterisiert.
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4.2.1 Verifizierung der Expression des oap-Operons

Das oap-Operon besteht aus drei Genen — HVO_3014 (oapA), HVO_3013 (oapB)
und HVO_3012 (oapC) -, die auf dem reverse-Strang upstream von oril liegen. Wie
oril selbst, ist auch dieses Operon in Haloarchaea hoch-konserviert. Uber die
Funktion ist nichts bekannt, aber aufgrund der Konservierung und der Nahe zum
Replikationsursprung besteht die Vermutung, dass das Operon an der Regulation
des Ploidielevels beteiligt sein kdnnte.

Die dRNA-Seg-Daten zeigen einen Replikationsstart vor dem ersten Gen des
Operons HVO_3014, allerdings ist dort auch eine sRNA annotiert, sodass der Start
nicht eindeutig festgelegt werden konnte. Ein zweiter Replikationsstart wurde beim
zweiten Gen HVO_3013 detektiert. Die RNA-Seq-Daten zeigen eine Expression der
gesamten drei Gene, jedoch mit einer deutlich starkeren Expression der ersten
beiden Gene, HVO_ 3014 und HVO_3013, und einer deutlich schwacheren des
letzten Gens HVO_3012. Aufgrund dieser nicht ganz eindeutigen HTS-Daten, wurde
ein Northern-Blot von Zellen in exponentieller Phase in Komplexmedium angefertigt,
um die Expression des oap-Operons genauer zu untersuchen (siehe Abb. 20).

In allen drei Blots ist die Bande fur das gesamte Operon bei 2082 bp erkennbar
(siehe oberer Pfeil in Abb. 20). Dartber hinaus ist sowohl die Expression der ersten
beiden Gene (HVO_3014 — HVO_3013) sowie des ersten Gens alleine sichtbar
(HVO_3014). Der Transkriptionsstart, der mithillfe von dRNA-Seq bei Gen
HVO_3013 detektiert werden konnte, ist im Nothern-Blot von HVO_ 3013 ebenfalls
erkennbar und das Transkript, bestehend aus HVO_3013 und HVO_3012, entspricht
auch der erwarteten Lange von 1433 bp. Im Widerspruch hierzu steht jedoch die
deutlich schwachere Bande bei HVO_3012, da sie im Falle eines gemeinsamen
Transkripts die gleiche Intensitat wie die bei HVO_3012 detektierte Bande aufweisen
sollte (siehe unterer Pfeil in Abb. 20). Die monocistronischen Transkripte von
HVO_3013 und HVO_3012 konnten nicht detektiert werden.
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Im Folgenden sind zur besseren Ubersicht die GroRen fir die verschiedenen
Transkripte aufgefiihrt. Die grau unterlegten Zellen zeigen, welche Transkripte
maoglich sind (siehe Tab. 42).

Tab. 42: Mégliche TranskriptgroRen des oap-Operons

HVO_3014 (oapA) HVO_3013 (oapB) HVO_3012 (oapC)
2082 bp
1041 bp
641 bp
1433 bp
393 bp
993 bp
'390 s“é ‘5@“
07 07 O~
- ‘(\4 ‘?‘4 ‘\4
2_
1,5-

23S rRNA-

16S rRNA-

Abb. 20: Northern-Blot des oap-Operons

Gezeigt sind die Northern-Blots von HVO_3014 (oapA), HVO_3013 (oapB) und HVO_3012 (oapC)
und den entsprechenden RNA-Gelen. Die Pfeile markieren die Transkripte des gesamten Operons
(HVO_3014 — HVO_3012: oberer Pfeil) und der letzten beiden Gene (HVO_3013 — HVO_3012:
unterer Pfeil), die auch mittels dRNA-Seq ermittelt werden konnten.

4.2.2 Uberexpression der oril- und ori2-nahen Gene in H26

Um die upstream-liegenden Gene von oril und ori2 weiter zu klassifizieren,
wurden Tryptophan-induzierbare Uberexpressionsvektoren mit einem Hexahistidin-
Tag von dem hypothetischen Gen HVO_1724, der Rad25d-Helikase HVO_1723, der
Hef-Helikase HVO_3010, dem oapA-Gen HVO_3014, oapB-Gen HVO_3013 und
dem oapC-Gen HVO_3012 generiert. Diese wurden zunachst in den Wildtyp H26

transformiert und ihr Wachstum in Mikrotiterplatten untersucht (siehe Abb. 21 und
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Abb. 22). Zusatzlich wurde ein Western-Blot angefertigt, um den Grundstein weiterer

Charakterisierungen der Gene bzw. ihrer Proteine zu legen (siehe Abb. 23).

4.2.2.1 Wachstum der Uberexpressionsmutanten

Die Wachstumsversuche wurden in Mikrotiterplatten in Synthetischem Medium mit
Glukose als Kohlenstoffquelle durchgefihrt. Einmal wurden die Zellen nicht induziert,
einmal erfolgte die Induktion mit 5 mM Trp in der exponentiellen Phase (Pfeil) und
einmal wurde von Beginn an induziert. Als Kontrolle wurde der Wildtyp H26 mit dem
Leervektor mitgefuhrt.

Bis auf die Uberexpressionsmutanten der Helikasen (HVO_1723 & HVO_3010)
zeigen die Mutanten auch unter nicht-exprimierten Bedingungen bereits einen
Wachstumsdefekt im Vergleich zur Kontrolle (siehe Abb. 21 & Abb. 22). Bei Induktion
in exponentieller Phase (Pfeil), zeigt sich ein &hnliches Bild. Beim Wachstum mit
Induktion zu Beginn wachst die Uberexpressionsmutante von HVO 1723 besser als
die Kontrolle, die von HVO_3014 vergleichbar und die tbrigen Mutanten schlechter
als der Wildtyp. Besonders ausgepragt ist der Wachstumsdefekt bei den
Uberexpressionsmutanten von HVO_ 3010 und HVO_3013.
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Abb. 21: Wachstum der Uberexpressionsmutanten der upstream-liegenden Gene

Gezeigt sind die Wachstumskurven der Uberexpressionsmutanten der upstream von oril- und ori2-
liegenden Gene. Als Kontrolle wurde das Leerplasmid pTA929 in H. volcanii mitgefiihrt (schwarze
gestrichelte Linie). Das Wachstum fand in Synthetischem Medium mit Glukose (A), mit Induktion mit
5 mM Tryptophan in exponentieller Phase (B — Pfeil) und mit Induktion von Beginn an (C) statt.
Aufgetragen sind die Durchschnittswerte von drei unabhéangigen biologischen Replikaten und ihren
Standardabweichungen.
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Abb. 22: Wachstum der Uberexpressionsmutanten der Helikasen
Gezeigt sind die Wachstumskurven der Uberexpressionsmutanten der oril- und ori2-nahen Helikasen.
Als Kontrolle wurde das Leerplasmid pTA929 in H. volcanii mitgefuhrt (schwarze gestrichelte Linie).
Das Wachstum fand in Synthetischem Medium mit Glukose (A), mit Induktion mit 5 mM Tryptophan in
exponentieller Phase (B — Pfeil) und mit Induktion von Beginn an (C) statt. Aufgetragen sind die
Durchschnittswerte von drei unabhéngigen biologischen Replikaten und ihren Standardabweichungen.
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4.2.2.2 Detektion der Gberexprimierten Proteine im Western-Blot

Um eine weitere Charakterisierung der Gene bzw. der Proteine und ihrem Einfluss
auf die Ploidie zu ermoglichen, wurde ein Western-Blot angefertigt. Hierfiir wurde
Cytoplasmaextrakt aus einer exponentiellen Kultur aufgetragen. Die Uberexpression
wurde in Synthetischem Medium mit Glukose durchgefiihrt und erfolgte durch
Zugabe von 5 mM Tryptophan in der exponentiellen Phase. Es wurde fir 3 h
inkubiert, ehe Proben fir die induzierten Zellen (+) entnommen wurden. Der
Antikdrper war gegen den Hexahistidin-Tag gerichtet.

Fur die Hef-Helikase (HVO_3010) wird eine Bande mit einer Grol3e von 94 kDa,
fur die Rad25d-Helikase (HVO _1723) eine Bande von 77 kDa und fir das
hypothetische Protein HVO_1724 eine Bande von 19 kDa erwartet. Fur die Proteine
des oap-Operons OapC (HVO_3012), OapB (HVO_3013) und OapA (HVO_3014)
werden Proteinbanden von einer Gro3e von 35 kDa, 14 kDa und 24 kDa erwartet.
Als Positivkontrolle (PK) wurde die DHFR verwendet, deren Grof3e bei 18 kDa liegt.

Keine der Uberexpressionsmutanten zeigt eine Proteinbande ohne Induktion
(siehe Abb. 23). Die Positivkontrolle ist nur als sehr schwache Bande detektierbar.
Da H. volcaniis Proteine aufgrund vieler Glutamat- und Aspartat-Reste stark negativ
geladen sind, laufen die Proteinbanden im SDS-Gel ungefdhr 20 % hoher als
aufgrund ihrer GroRRe eigentlich zu erwarten ware. Bei der Rad25d-Helikase kann
unter Berlchsichtigung des langsameren Laufverhaltens eine starke Bande auf der
erwarteten Hohe detekiert werden, bei der Hef-Helikase lauft die Bande allerdings
héher als erwartet. Moglicherweise ist das Protein selbst fir H. volcanii ungewéhnlich
Glutamat- und Aspartat-reich oder es wird posttranslational modifiziert, was ebenfalls
ein Grund fiur das verzogerte Laufverhalten sein konnte. Bei den anderen
Uberexprimierten Proteinen konnten keine Banden detektiert werden nicht. Die
anderen Proteine konnten auch nicht nach einer Induktion von Beginn an in dem

nahrstoffreicheren Hv-Cab-Medium detektiert werden (Ergebnisse nicht gezeigt).
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Abb. 23: Western-Blot der upstream von oril- und ori2-kodierten Proteine

Gezeigt ist ein Rontgenfilm nach einer Belichtungszeit von 2 h. Es wurden Cytoplasmaextrakt
aufgetragen und als Positivkontrolle (PK) wurde die DHFR verwendet. (-) bezeichnet die nicht
induzierten Zellen, (+) bezeichnet die mit 5 mM Tryptophan induzierten Kulturen. (A) Uberexpression
der Helikasen (3010 & 1723) und dem hypothetischen Protein (1724). (B) Uberexpression des oap-
Operons.

4.2.3 Genomkopienzahl der Deletionsmutanten ausgewahlter Gene

Drei Gene wurden fur die genauere Charakterisierung ihres Einflusses auf die
Genomkopienzahl ausgewahlt: HVO 1723 und HVO_3010, die fur Helikasen
kodieren, sowie das letzte Gen des oap-Operons HVO_3012. Fur HVO_3012 wurde
sich entschieden, da aufgrund der Ergebnisse vorheriger Arbeiten (Maurer 2015)
davon auszugehen ist, dass mindestens ein Gen des oap-Operons essentiell ist. Bei
der Deletion von HVO_ 3013 hatte die Rekombination des Vektors in das Genom das
Operon in beiden moglichen Fallen zerstort, weshalb dieses Gen nicht ausgewahlt
wurde. Bei HVO_3014 handelt es sich um das erste Gen im Operon und auch wenn
eine in-frame Deletion vorgenommen wird, sind polare Effekte, die das ganze Operon
beeinflussen, nicht ausgeschlossen. Aus diesem Grund wurde HVO_3014 ebenfalls
nicht ausgewéhlt, sondern HVO_3012, das letzte Gen des Operons, bei dem die
Rekombination des Vektors ins Genom zumindest in einem Fall definitiv kein
essentielles Gen trifft und somit Pop-In Mutanten generiert werden kénnen.

Es wurden Deletionsmutanten von HVO 1723, HVO_ 3010 und HVO_3012

angefertigt und die Genomkopienzahl in Synthetischem Medium mit Glukose als
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Kohlenstoffquelle in exponentieller sowie stationarer Phase bestimmt (siehe Abb.
24).

Die Deletion der Gene HVO_1723 und HVO_3010, die fur Helikasen kodieren, hat
keinen Einfluss auf die Genomkopienzahl der Zelle. Bei der Deletion des oap-Gens
HVO_3012 allerdings, ist eine deutliche Reduktion des Ploidielevels zu beobachten —
in der stationaren Phase um die Halfte, in der exponentiellen Phase um etwas mehr

als ein Drittel.
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Abb. 24: Ploidielevel der Deletionsmutanten von oril- und ori2-nahen Genen
Gezeigt ist die Genomkopienzahl der nach Deletion der oril-nahen Helikase HVO_3010 und dem
oap-Gen HVO_3012 sowie der ori2-nahen Helikase HVO_1723.

4.2.4 Bestimmung der Genomkopienzahl bei Uberexpression der Helikasen
Um den Einfluss der Uberexpression der von HVO_ 3010 und HVO 1723
kodierten Helikasen auf das Ploidielevel genauer untersuchen zu kénnen, wurde die
Uberexpression in den entsprechenden Deletionsmutanten wiederholt, um Effekte
durch das nicht Hexahistidin-getaggte Wildtyp-Protein auszuschlieen. Hierflr
wurden die induzierbaren Uberexpressionsvektoren in die entsprechenden
Deletionsmutanten transformiert. AnschlieBend wurde die Uberexpression optimiert.
Hierzu wurde die Phase der Induktion von 3 h auf 5 h und 7 h verlangert und
anschlie3end ein Western-Blot angefertigt. Es wurde Cytoplasmaextrakt aufgetragen

und der Antikorper war gegen den Hexahistidin-Tag gerichtet (siehe Abb. 25).
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Fur die Hef-Helikase (HVO_3010) wurde eine Proteinbande bei einer Grof3e von
94 kDa, fur die Rad25d-Helikase (HVO _1723) eine Bande auf Hohe von 77 kDa
erwartet. Da H. volcaniis Proteine aufgrund vieler Glutamat- und Aspartat-Reste stark
negativ geladen sind, laufen die Proteinbanden im SDS-Gel ungeféahr 20 % hoéher als
aufgrund ihrer Grol3e eigentlich zu erwarten ware. Fir beide Proteine konnte eine
deutliche Bande sowohl bei 5 h als auch bei 7 h Induktion detektiert werden. Die
Bande der Hef-Helikase wurde wieder (wie auch schon in 4.2.2.2) hoher als erwartet
detektiert. Mdgliche Ursachen hierfir sind ein noch héherer Aspartat- und Glutamat-
Anteil oder posttranslationale Modifikationen. Die fur die Rad25d-Helikase detektierte
Bande entspricht den Erwartungen. Da die beobachtete Bande bei 7 h bei beiden
Proteinen starker war, wurde 7 h als Induktionszeit fur die Untersuchung des

Einflusses der Helikasen auf die Genomkopienzahl ausgewahlt.

3010 1723
5h 7h [kDa] 5h 7h
-180 -

\“—130—

- 70 —

i - 55 —

Abb. 25: Optimierung der Uberexpression der oril- und ori2-nahen Helikasen

Gezeigt ist ein Rontgenfilm nach einer Belichtungszeit von 2 h. Es wurde Cytoplasmaextrakt
aufgetragen. Die Uberexpression von HVO 3010 und HVO_1723 erfolgte in Synthetischem Medium
mit Glukose. Es wurde mit 5 mM Tryptophan fur 5 h oder 7 h induziert.

Fur die Untersuchung des Einflusses der Helikasen auf das Ploidielevel wurden
drei biologische Replikate in Synthetischem Medium mit Glukose angezogen. In
exponentieller Phase wurden fur einen Western-Blot (siehe Abb. 26) sowie eine
gPCR-Analyse Proben als Kontrolle genommen (siehe Abb. 27), dann wurde
mit 5 mM Tryptophan fir 7 h induziert. AnschlieRend wurden von den Kulturen
nochmals Zellen fir eine Untersuchung mittels Western-Blot und gPCR-Analyse
entnommen.

Bei den nicht-induzierten Kulturen konnte kein Protein detektiert werden (siehe
Abb. 26). Bei den induzierten Kulturen konnte eine Proteinbande auf der erwarteten

Ho6he detektiert werden.
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nicht-induziert induziert
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Abb. 26: Western-Blot der Uberexpression der oril- und ori2-nahen Helikasen

Gezeigt ist ein Rontgenfilm nach einer Belichtungszeit von 2 h. Es wurde Cytoplasmaextrakt
aufgetragen. Die Uberexpression von HVO_3010 und HVO_1723 erfolgte fir 7 h in Synthetischem
Medium mit Glukose. Als Kontrolle wurden nicht-induzierte Kulturen aufgetragen.

Mit Zellen derselben Kulturen wurde eine gPCR-Analyse zur Bestimmung der
Genomkopienzahl pro Zelle durchgefuhrt. Die Ergebnisse sind im Folgenden
dargstellt (siehe Abb. 27).

Die Ergebnisse zeigen keinen Unterschied der Genomkopienzahl pro Zelle
zwischen der nicht-induzierten Kontrolle und nach 7-stiindiger Uberexpression der
Helikasen.
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nicht-induziert 7 h induziert

Abb. 27: Veranderung des Ploidielevels bei Ubererxpression der Helikasen

Gezeigt ist die Genomkopienzahl bei der Uberexpression der Hef-Helikase (HVO_3010) und Rad25d-
Helikase (HVO_1723) im Vergleich zur nicht-induzierten Kontrolle. Aufgetragen sind die
Durchschnittswerte von drei unabhéngigen biologischen Replikaten und ihren Standardabweichungen.
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4.3 Untersuchung der Genkonversion in Haloferax volcanii

Als Genkonversion wird das nicht-reziproke Ubertragen von Erbinformation
zwischen homologen DNA-Sequenzen bezeichnet. H. volcanii ist ein polyploider
Organismus, d. h. Wildtyp-Zellen enthalten in exponentieller Phase bis zu 20, in
stationdrer Phase bis zu 10 Genomkopien. Lange und Kollegen (2011) konnten
zeigen, dass H. volcanii in der Lage ist, Genkonversion zwischen den Kopien seines
Genoms zu betreiben und so die einzelnen Kopien aneinander anzupassen. Um den
Ablauf der Genkonversion genauer untersuchen zu kénnen, wurde in dieser Arbeit
eine Methode etabliert, um Genkonversion farblich sichtbar zu machen. Hierfur
wurden zwei verschiedene, weiRe Elternstdimme verschmolzen, um eine
heterozygote Tochterzelle zu generieren, die bei erfolgreicher Genkonversion
zwischen den verschiedenen Genomkopien der Eltern ein Gen der
Carotinoidbiosynthese reparieren und dadurch rot werden konnte (detaillierter

experimenteller Aufbau unter 4.3.4).

4.3.1 Auswahl und Generierung der auxotrophen Deletionsmutanten

Fur das Experiment wurden zwei auxotrophe, farblose Stamme bendtigt. Als erster
Stamm wurde H53, ein Tryptophan-auxotropher Stamm, ausgewahlt, der von der
Gruppe von Thorsten Allers generiert wurde (Allers et al. 2004) und nach
Supplementation ein besseres Wachstum als der Wildtyp zeigt (Jantzer et al. 2011).
Bei diesem Stamm wurde das Gen HVO_0789 (trpA) deletiert, das fur die B-
Untereinheit der Tryptophan-Synthase kodiert, die die Umwandlung von (3-indoyl)-
Glycerinphosphat zu L-Tryptophan katalysiert.

Da keine weitere Mutante gefunden werden konnte, die annahernd dieselbe
Wachstumsrate und End-ODgoo Wie der Wildtyp H26 zeigte, wurde in dieser Arbeit
eine weitere Mutante generiert. Hierfir wurde das Gen HVO_ 2918 (thyA) deletiert,
das fur die Thymidylat-Synthase kodiert, die die Synthese von
Desoxyuridinmonophosphat zu Desoxythymidinmonophosphat katalysiert und somit
an der Synthese der DNA-Base dTTP beteiligt ist. Hierfir wurde die Pop-In/Pop-Out-
Methode, wie unter 3.3.2 beschrieben und unter 4.1.1 exemplarisch dargestellt,
verwendet.

Im Folgenden abgebildet, sind die erwarteten Fragmentgré3en beim Southern-Blot
nach Verdau mit Sacl (siehe Tab. 43).
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Tab. 43: Erwartete FragmentgrofRen fir den Southern-Blot von HVO_2918 (thyA)

Wildtyp Pop-In 1 Pop-In 2 Deletionsmutante

5838 bp 7089 bp & 3280 bp 8019 bp & 1487 bp 4908 bp

Der Southern-Blot zeigt die erfolgreiche Deletion von HVO_2918 im weil3en
Wildtyp H26 A2528 (siehe Abb. 28). Beim Wildtyp H26 A2528 konnte die erwartete
Bande einer GrolRe von 5838 bp detektiert werden und bei allen drei untersuchten
Pop-Outs handelt es sich um die gewiinschte Deletionsmutante. Bei der Pop-In-
Mutante konnte zuerst nicht bestimmt werden, um welches Pop-In es sich handelt.
Bei genauerer Betrachtung der genomischen Sequenz scheint es allerdings, als ware
eine Schnittstelle in der MCS des Plasmids nicht geschnitten worden. Beim
Wegfallen dieser Schnittstelle werden fur Pop-In 2 zwei Fragmente mit den Grol3en
8019 bp und 2350 bp erwartet, was mit den detektierten Banden im Southern-Blot
Ubereinstimmt. Bei der Pop-In-Mutante handelt es sich also um Pop-In 2, d. h. dass

der Vektor uber das F2-Fragment in die genomische DNA integriert wurde.
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Abb. 28: Southern-Blot von HVO_2918 (thyA)

Gezeigt ist ein Rontgenfilm nach 1 Minute Belichtung. Der Verdau der genomischen DNA erfolgte mit
Sacl. H26 A2528, der hier als Wildtyp verwendet wurde, zeigt die erwartete BandengréRe von
5838 bp. Das Bandenmuster der Pop-In-Mutante (PI) konnte nicht eindeutig Pop-In 1 oder Pop-In 2
zugeordnet werden. Bei der Pop-Out-Mutanten (PO) 4, 22 & 29 konnte nur die Deletionsbande von
4908 bp detektiert werden.

4.3.2 Wachstum von A2528 A2918

Um die Thymin-Auxotrophie zu bestatigen und die optimale Supplementations-
konzentration zu ermitteln, wurde ein Mikrotiterplattenwachstumstest durchgefuhrt.
Es wurde mit Thymidin  supplementiert, das eine Vorstufe von
Desoxythymidinmonophosphat ist, wodurch eine Synthese von dTTP wieder mdglich

ist.
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Der Wachstumstest wurde in Komplexmedium, sowie in Synthetischem Medium
mit Glukose durchgefuhrt. Supplementiert wurde mit Thymidin in einer
Endkonzentration von 20 pg/ml, 50 pg/ml und 250 pg/ml.

Die Mutante A2528 A2918 zeigt kein bzw. kaum Wachstum in
unsupplementiertem Medium, sowohl in Synthetischem Medium mit Glukose als
auch in Komplexmedium — sie ist also in der Tat Thymin-auxotroph (siehe Abb. 29).
Bei Supplementation mit verschiedenen Konzentrationen von Thymidin zeigt sie in
Synthetischem Medium mit Glukose vergleichbares Wachstum und erreicht eine
ahnliche Zelldichte wie der Wildtyp. In Komplexmedium wachst sie etwas langsamer,
erreicht aber die gleiche Zelldichte. Die hochste Zelldichte wird bei einer
Supplementation von 20 pug/ml Thymidin erreicht, weshalb diese Konzentration fur

die Supplementation in den folgenden Experimenten ausgewahlt wurde.
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Optische Dichte ODgy,

Zeit [h]

H26 A2528 Komplexmedium
—+— H26 A2528 Komplexmedium + 250 pg/ml Thymidin
H26 A2528 Synth. Medium +Glc
H26 A2528 Synth. Medium +Glc +20 pg/ml Thymidin
—+— H26 A2528 Synth. Medium +Glc +50 pg/ml Thymidin
—+— H26 A2528 Synth. Medium +Glc +250 pg/ml Thymidin
A2528 A2918 Komplexmedium
- 8 - A2528 A2918 Komplexmedium + 250 pg/ml Thymidin
A2528 A2918 Synth. Medium +Glc
A2528 A2918 Synth. Medium +Glc +20 pg/ml Thymidin
= 8 - A2528 A2918 Synth. Medium +Glc +50 pg/ml Thymidin
= 8 - A2528 A2918 Synth. Medium +Glc +250 pg/ml Thymidin

Abb. 29: Wachstum von A2528 A2918

Gezeigt sind die Wachstumskurven der Thymin-auxotrophen Mutante A2528 A2918 im Vergleich zum
Wildtyp H26 A2528 in Komplexmedium und Synthetischem Medium mit Glukose als Kohlenstoffquelle.
Es wurde mit verschiedenen Thymidinmengen supplementiert, um die optimale Konzentration zu
ermitteln. Aufgetragen sind die Durchschnittswerte von drei unabhangigen biologischen Replikaten
und ihren Standardabweichungen.

4.3.3 Generierung der Mutanten fur die Untersuchung der Genkonversion

Mithilfe der Pop-In/Pop-Out-Methode wurden die beiden Mutanten fir das
Genkonversionsexperiment  konstruiert  (siehe  3.3.2). Die genomischen
Besonderheiten der generierten Mutanten im Vergleich zum Wildtyp sind im
Folgenden schematisch dargestellt (siehe Abb. 30).
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Abb. 30: Genomische Besonderheiten der Genkonversionsstamme

Als erstes ist der Wildtyp H26 abgebildet. Bei den Mutanten wurde zuerst HVO_2528 in-frame deletiert
(A), wodurch die Zellen ihre charakteristische rote Farbung veloren und wei3 wurden. Die Mutante
A2528 A2918 A1752::Ps-2528mut ist Thymin-auxotroph, da das Gen thyA in-frame deletiert wurde
(A). Dartiber hinaus wurde das nicht-essentielle Gen HVO_1752 durch den konstitutiven, nicht-nativen
Pix-Promotor mit HVO_2528 ersetzt, jedoch befindet sich im ORF des Gens eine 10 nt Deletion (A).
Die Mutante H53 A2528 A1752::2528 ist Tryptophan-auxotroph, da das Gen trpA in-frame deletiert
wurde (A). AuBerdem wurde das nicht-essentielle Gen HVO_1752 durch das intakte Gen HVO_2528
ohne Promotor ersetzt.

Durch die in-frame Deletion des kompletten Gens HVO_2528, das fur die
Phytoen-Desaturase kodiert, wurde die Carotinoidbiosynthese unterbrochen und
daduch Zellen generiert, die ihre charakteristische rote Farbung verloren hatten und
stattdessen weil3 erschienen.

In dem zuvor generierten weif3en, Thymin-auxotrophen Stamm H26 A2528 A2918
wurde das nicht-essentielle Gen HVO_ 1752 durch den Pjg-Promotor mit dem Gen
HVO_ 2528 ersetzt. Allerdings enthielt das Gen eine 10 nt Deletion im ORF, wodurch
kein funktionales Enzym synthetisiert werden konnte und die Zellen weiterhin weil3
blieben.

Im weiRen, Tryptophan-auxotrophen Stamm H53 A2528 wurde dasselbe nicht-
essentielle Gen HVO_1752 durch das intakte HVO_2528 ersetzt. Allerdings befand
sich upstream von HVO_2528 kein Promotor, sodass das Gen nicht transkribiert

werden konnte und die Zellen ebenfalls weil3 blieben.

4.3.4 Experimenteller Aufbau zur Untersuchung der Genkonversion
Der experimentelle Versuchsaufbau zur Untersuchung der Genkonversion ist in
der folgenden Abbildung dargstellt (siehe Abb. 31).
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Abb. 31: Experimenteller Versuchsaufbau des Genkonversionexperiments
Schematische Darstellung der genomischen Organisation der Elternstimme, der Tochterzelle mit

Genomen beider Elternstdmme und der Zellen nach der Genkonversion. Fir eine genaue Erklarung
siehe den folgenden Text.
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Zur Untersuchung der Genkonversion wurden zwei auxotrophe Stadmme
verwendet, die durch eine in-frame Deletion des kompletten Gens HVO_2528 ihre
charakteristische rote Farbe verloren hatten. In den Thymin-auxotrophen Stamm
wurde das mutierte Gen HVO_2528 mit Promotor eingebracht (siehe Abb. 31 [1]), in
den Tryptophan-auxotrophen Stamm das intakte Gen HVO_2528, allerdings ohne
Promotor (siehe Abb. 31 [2]). Beide Stamme konnte kein funktionales Protein bilden,
weshalb sie weil3 blieben. Fir eine detailllierte Beschreibung der Herstellung der
Mutanten, siehe 4.3.3. Die beiden Elternstamme werden mittels Protoplastenfusion
verschmolzen (siehe Abb. 31 [3]), sodass eine Tochterzelle entsteht, die
Genomkopien beider Elternteile enthalt und somit prototroph sowohl fir Thymin als
auch Tryptophan ist (siehe Abb. 31 [4]). Zwischen den homologen Bereichen der
elterlichen Genomkopien kann daraufhin Genkonversion stattfinden (siehe Abb. 31
[5]). Rekombinationsereignisse, die eine genomische Reorganisation zur Folge
haben, kénnen im Bereich des Pjg-Promotors (siehe Abb. 31 (A)), im ORF von
HVO_ 2528 (siehe Abb. 31 (B)) und im Bereich der Auxotrophie/Prototrophie-Gene
thyA (siehe Abb. 31 (C)) und trpA stattfinden (siehe Abb. 31 (D)). Je nachdem,
welche Richtung der Genkonversion sich durchsetzt, kénnen vier verschiedene
homozyogte Zellen, aber auch eine Vielzahl von Zellen mit verschiedenen
heterozygoten Loci entstehen (der Ubersicht halber in der Abbildung nicht
dargestellt, Beschreibung siehe weiter unten). Im Falle der homozygoten Zellen,
kann sich bei der Genkonversion der Pig-Promotor mit dem mutierten ORF von
HVO_ 2528 durchsetzen; es entsteht eine prototrophe Version von Elternstamm 1 —
die Zelle bleibt weil3 (siehe Abb. 31 [6]). Wenn sich bei der Genkonversion das
intakte HVO_2528 durchsetzt, entsteht eine prototrophe Version von Elternstamm 2
— die Zelle bleibt ebenfalls weil3 (siehe Abb. 31 [7]). Als dritte Option wird, anstatt das
ORF von HVO 2528 zu reparieren, die 10 nt Deletion in das intakte HVO 2528
eingefugt und dieses ORF dadurch zerstort — auch diese Zelle bleibt weil3 (siehe
Abb. 31 [8]). Als letzte Moglichkeit wird das intakte HVO_2528 als Vorlage verwendet
und damit die 10 nt Deletion im mutierten ORF repariert oder der Psg-Promotor vor
das intakte HVO_2528 rekombiniert (siehe Abb. 31 [9]). Dadurch befindet sich ein
intaktes HVO_ 2528 downstream des Promotors, wodurch die Expression eines
funktionalen Proteins moglich ist und die Carotinoidbiosynthese wieder ablaufen
kann - die Zellen werden rot. Im Laufe des Wachstums einer Kolonie, ist das

Genkonversionereignis durch das Herauswachsen eines roten Keils sichbar, da alle
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Tochterzellen dieser ersten, roten Zelle auch rot sein werden. Neben den
beschriebenen homozyogten Zellen, ist eine Vielzahl verschiedener heterozygoter
Zellen denkbar. Fur die Loci der auxotrophen/prototrophen Gene konnte zum
Beispiel bereits gezeigt werden, dass wenige intakte Kopie ausreichen, um
Wachstum zu ermdglichen, sodass in diesen Fallen eventuell keine Genkonversion
stattfindet oder sich grofdtenteils auch die Deletion durchsetzen kdnnte. Auch ist
unklar, ob moglicherweise bereits eine Kopie von Promotor mit funktionalem
HVO_2528 ausreicht, um rote Zellen zu generieren; die anderen Genomkopien
kbnnten dann weiterhin das HVO_2528 ohne Promotor sowie das zerstorte
HVO_2528 mit Promotor aufweisen. Zellen, die heterozygot fur alle vier Loci sind,
sind dementsprechend durchaus moglich, genauso sind Zellen mit einem, zwei oder

drei heterozyogten Loci denkbar.

4.3.5 Optimierung der Protoplastenfusion

Um die beiden Elternstamme zu verschmelzen und eine heterozygote Tochterzelle
zu generieren, wurde die Protoplastenfusion verwendet, die nach Tchelet und
Mevarech (1993) durchgefiihrt wurde. Das Prinzip der Protoplastenfusion beruht
darauf, dass die Zellen zuerst durch Entzug von Magnesium durch Inkubation in 1 M
NaCl zu Protoplasten gemacht werden, die dann in physischen Kontakt gebracht
werden, um eine Fusion zu ermdglichen. Fur das Genkonversionsexperiment wurde
die Methode speziell angepasst, was im Folgenden beschrieben wird. Fiur einen
Uberblick tiber die Methode siehe 3.3.11.

Das Paper gibt an, nach dem Ernten der Zellen zwei Mal mit SMT-L6sung zu
waschen, ehe die Zellen in 1 M NaCl inkubiert wurden. Die SMT-L6sung enthalt mit
3,5 M NaCl eine noch hdhere Salzkonzentration als das Medium (2,1 M NaCl),
weshalb sich die Logik diese Wachschschritte vor dem Herabsenken auf 1 M NacCl
nicht erschloss und dieser Schritt weggelassen wurde. Die Zellen waren nach einer
10-minutigen Inkubation in 1 M NaCl auch ohne vorheriges Waschen mit SMT-
Ldsung bei mikroskopischer Kontrolle alle Protoplasten (Ergebnisse nicht gezeigt).

Als nachstes wurde der Zentrifugationsschritt nach dem Mischen der
Elternstamme optimiert, da die Tryptophan-auxotrophe Mutante H53 A2528
A1752::2528 bei den angegebenen 6.500 rpm kein festes Pellet bildete, und somit
nicht als Kontrolle mitgefuhrt werden konnte. Dartiber hinaus war das Pellet mit den
gemischten Elternstammen H53 A2528 A1752::2528 und A2528 A2918 A1752::Pigx-
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2528mut sehr weich, wodurch der Uberstand nur sehr schwer abgenommen werden
konnte. Deshalb wurde die Zentrifugationsgeschwindigkeit auf 8.000 und 13.000 rpm
erhoht und die Protoplasten danach auf Komplexmedium ausgestrichen, um ihre
Uberlebensrate zu analysieren (siehe Abb. 32).

Anhand der bewachsenen Agarplatten ist erkennbar, dass mit steigender
Zentrifugationsgeschwindigkeit die Anzahl an Kolonien wéachst. Die Protoplasten
widerstehen trotz ihrer fehlenden Zellwand den g-Kraften. Deshalb wurde fur das
Genkonversionsexperiment nach dem Mischen der Elternstamme eine
Zentrifugationsgeschwindigkeit von 13.000 rpm gewahlt, da zum Einen die Zellpellets
fest genug waren, um weiter damit zu arbeiten und zum Anderen mehr Protoplasten

fur die spatere Fusion sedimentiert werden konnten.

Abb. 32: Optimierung des Zentrifugationsschritts nach Mischen der Elternstamme

Die Protoplasten der Elternstamme wurden zusammengefiihrt und anschlieRend bei 6.500 rpm (A),
8.000 rpm (B) oder 13.000 rpm (C) zentrifugiert. Das Pellet wurde in Basalsalz resupendiert und auf
Komplexmedium ausgestrichen. Gezeigt sind die 10" Verdinnungen nach 4 Tagen Inkubation bei
42 °C.

Als néachstes wurde die PEG-600-Konzentration optimiert, da das Paper keine
genauen Angaben zur PEG-600-Menge in der PEG-600-SMT-L6sung macht. Da zu
viel PEG-600 den Zellen schadet und den folgenden Zentrifugationsschritt erschwert,
wurde die eingesetzte PEG-600-Menge bei der Transformation von Haloferax
volcanii (44 % (v/v)) und eine niedrigere Konzentration getestet (32 % (v/v)). Das
Protoplastenfusionsprotokoll wurde zu Ende durchgefiihrt und die Zellen auf nicht
supplementiertem Synthetischem Medium mit Glukose ausgestrichen, um die
Effizienz der Protoplastenfusion beurteilen zu kénnen (siehe Abb. 33).

Beide gesteteten PEG-600-Konzentrationen erméglichen eine Protoplastenfusion.
Anhand der 10™*Verdiinnung ist jedoch ersichtlich, dass die Effizienz der

Protoplastenfusion bei 44 % hoher ist als bei 32 %, weshalb diese Konzentration
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ausgewahlt wurde. Bei beiden Konzentrationen sind auf den Kontrollplatten (siehe
Abb. 33A & B: Platten unten mitte und unten rechts), bei denen die Elternstamme

einzeln mitgefuhrt wurden, keine Klone zu sehen.

Abb. 33: Optimierung der PEG-600-Konzentration bei der Protoplastenfusion

Die gemischten Protoplasten der Elternstdmme wurden fur 10 Minuten entweder in einer 32 %-igen
(A) oder 44 %-igen PEG-600-SMT-L6sung (B) inkubiert und auf Synthetischem Medium mit Glukose
ausgestrichen, um die Protoplasenfusionseffizienz beurteilen zu kdnnen. Abgebildet sind die
Verdinnungen 10™ - 10 sowie die beiden Kontrollen, wo die Elternstimme einzeln mitgefiihrt worden
sind.
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Um zu Uberprifen, ob die 6.500 rpm des nachfolgenden Zentrifugationsschritt
ausreichen, um die Protoplasten zu sedimentieren, wurde der Uberstand
mikroskopisch untersucht. Bei beiden PEG-600-Konzentrationen war der Uberstand
zellfrei, weshalb mit dieser Zentrifugationsgeschwindigkeit weiter gearbeitet wurde
(Ergebnisse nicht gezeigt).

Als letzte Anpassung wurde der Inkubationsschritt in Medium fur 24 h am Ende
des Protokolls weggelassen, da die Mdglichkeit bestand, dass nach diesen 24 h die
Genkonversion schon komplett abgelaufen war und die dann ausgestrichenen
Kolonien bereits alle rot sein wiirden. Aus diesem Grund wurden die Protoplasten in
Basalzsalz mit 15 % (w/v) Saccharose zur Stabilisierung der Protoplasten

resuspendiert und direkt ausgestrichen.

4.3.6 Ergebnisse der Protoplastenfusion

Insgesamt wurden nach der Protoplastenfusion 8525 Klone betrachtet. 12 davon
zeigten sich zum Teil oder vollstandig rot, das sind 0,14 % der Klone. Im Folgenden
ist eine Auswahl an Kolonien gezeigt mit verschiedenen Auspragungen des roten
Keils, der nach einer erfolgreichen Genkonversion ensteht, bei dem entweder der
Promotor vor das intakte HVO_ 2528 rekombiniert oder die 10 nt Deletion im ORF
von HVO_2528 repariert wurde, sodass die Carotinoidbiosynthese wieder ablaufen
kann (siehe Abb. 34).
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Abb. 34: Rote Klone durch Genkonversion

Gezeigt sind verschiedene Auspragungen des roten Keils nach erfolgreicher Genkonversion (A — E)
oder auch eine komplett rote Kolonie (F), wenn das Genkonversionsereignis sehr friih im Wachstum
der Kolonie stattfand.

Die Abbildung zeigt weiRe Kolonien mit weniger (siehe Abb. 34A) oder mehr
(siehe Abb. 34D) roten Keilen. Je weiter die Spitze des Keils von der Mitte der
Kolonie entfernt ist, desto spater fand das Genkonversionsereignis statt, das zur
Rekombination des Promotors vor HVO_ 2528 oder zur Reparatur des Gens und
somit zur roten Farbung fuhrte. Bei der vollstandig roten Kolonie (siehe Abb. 34F)
fand das Rekombinationsereignis sehr frih im Wachstum der Kolonie statt, weshalb
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keine weiRen Zellen mehr erkennbar sind. Auffallig ist auch, dass die roten Keile
nicht homogen, sondern ihrerseits von weifl3en Keilen durchzogen sind, so als waren
bei eigentlich roten Zellen noch Genomkopien mit dem nicht-exprimierbaren oder
zerstorten HVO_2528 vorhanden, die sich durch erneute Genkonversionsereignisse
wieder durchsetzen, wodurch die Zelle wieder weil3 wurde.

Auch bei den weifl3en Kolonien konnten Unterschiede in der Farbung festgestellt
werden. Manche Kolonien zeigten eine hellere Farbung als andere (siehe Abb. 35A),
wahrend manche Kolonien eine Mischung aus beiden Farben aufwiesen (siehe Abb.
35B). Kolonien der Elternstamme wiesen diese Unterschiede in der Farbung nicht auf

— sie waren alle homogen (Ergebnisse nicht gezeigt).

Abb. 35: Weil3e Klone nach der Protoplastenfusion
Gezeigt sind die verschiedenen Farbstufen der unterschiedlichen weiRen Klone (A) oder innerhalb
eines Klons (B) nach der Protoplastenfusion.

4.3.6.1 Optimierung der PCR fur die Einzelklonanalyse

Um die Genkonversion auf genetischer Ebene genauer zu untersuchen und
herauszufinden, ob bei den weien Klonen keine Genkonversion stattfand oder
etwas anderes passiert ist, wurden PCRs fir vier verschiedene Loci optimiert. Einmal
die nicht selektierten Bereiche des Pig-Promotors und der 10 nt Deletion im
HVO_2528-ORF und einmal die selektierten Bereiche der Auxotrophie/Prototrophie-
Gene trpA (Tryoptophan) und thyA (Thymin).

Hierfiur wurde die DNA der Elternstamme in verschiedenen Verhaltnissen
geschmischt. Begonnen wurde mit 100 % des Elternstamms A2528 A2918
A1752::Pgy-2528mut und in 10 % Schritten wurde der Anteil des Elternstamms H53
A2528 A1752::2528 erhoht, bis 100 % der DNA von H53 A2528 A1752::2528 vorlag.
Die Ergebnisse der Optimierungs-PCR sind im Folgenden dargstellt (siehe Abb. 36).
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Bei allen PCRs ist eine Detektion der Deletion sowie des Vorhandenseins der
entsprechenden DNA-Sequenz moglich. Bei der PCR zur Detektion des Pigy-
Promotors ist eine Doppelbande bei Vorhandensein des Promotors erkennbar, die
aber die Auswertung der PCR nicht beeintrachtigt. Bei der PCR zur Detektion der
10 nt Deletion im HVO_2528-ORF sind die Banden bei geringer DNA-Menge nicht
mehr klar zu erkennen, weshalb die Zyklenzahl hier um 10 Zyklen erhéht wurde. Bei
der Untersuchung des thyA- und des trpA-Locus wird bei abnehmender DNA-Menge
des intakten Gens bevorzugt die Deletion amplifiziert, sodass hier bei einem 50/50-
Verhaltnis das intakte Gen zum Teil nur schwer erkennbar ist. Deshalb wurde auch
hier die Zyklenzahl um 10 Zyklen erh6éht, um eine bessere Auswertbarkeit zu
gewahrleisten und auch nur eine Genomkopie mit dem intakten Gen detektieren zu

kdnnen.
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Abb. 36: Optimierung der PCRs fur die Einzelklonanalyse

Zu sehen sind die entstandenen Fragmente bei den verschiedenen DNA-Verhaltnissen der
Elternstamme A2528 A2918 A1752::Pyy-2528mut (fdx-2528mut) und H53 A2528 A1752::2528 (2528)
in 10 % Abstufungen. (A) Optimierung der PCR zur Untersuchung des Locus des P¢y-Promotors. Zu
sehen ist die Bande des vorhandenen Promotors bei 497 bp und die des fehlenden Promotors bei
366 bp. (B) Optimierung der PCR zur Untersuchung des Locus des der 10 nt Deletion im HVO_2528-
ORF. Zu sehen ist die Bande der 10 nt Deletion bei 75 bp und die der fehlenden 10 nt Deletion bei 85
bp. (C) Optimierung der PCR zur Untersuchung des Locus des thyA-Gens. Zu sehen ist die Bande die
des vorhandenen thyA-Gens bei 1898 bp und der thyA-Deletion bei 968 bp. (D) Optimierung der PCR
zur Untersuchung des Locus des trpA-Gens. Zu sehen ist die Bande der trpA-Deletion bei 543 bp und
die des vorhandenen trpA-Gens bei 1322 bp.

4.3.6.2 Ergebnisse der Einzelklonanalyse

Um die einzelnen Genkonversionsloci der roten Klone genauer zu untersuchen
und um zu beurteilen, ob mdglicherweise eine intakte Genomkopie ausreicht, um die
rote Farbung zu erzeugen oder ob Zellen homozygot vorliegen, wurde eine
Einzelkolonieanalyse der Klone durchgefuhrt. Zur Untersuchung wurden lediglich
Klone ausgewahlt, bei denen das Picken von nur roten Zellen moglich war. Es
wurden die Loci des Pi-Promotors und der 10 nt Deletion im HVO_2528-ORF,
sowie die teilweise unter Selektionsdruck stehenden Loci von thyA und trpA (siehe
Abb. 37). Hierfir wurden alle roten Klone herangezogen, die im Laufe der

Genkonversionsexperimente entstanden sind.
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Bei allen untersuchten roten Klonen konnte eine Bande generiert werden. Fir die
selektionsfreien Loci des Prgx-Promotors und der 10 nt Deletion liegen die Zellen im
Wesentlichen homozygot vor. Sie besitzen den P;g-Promotor und zeigen keine 10 nt
Deletion und sind so in der Lage, Carotinoide zu synthetisieren, die ihnen ihre rote
Farbe verleihen. Zwei Klone (1 und 6) sind fur den Pix-Promotor und ein Klon (Klon
10) ist fur die 10 nt Deletion heterozygot. Beim thyA-Locus, der fur die Thymin-
Auxotrophie verantwortlich ist, zeigt sich ein ahnliches Bild. Die Zellen sind bis auf
einen Klon (Klon 3) homozygot und besitzen alle das Gen. Da Tryptophan in
Komplexmedium vorhanden und der trpA-Locus somit nicht selektiert ist, zeigt sich
hier ein etwas anderes Bild. Bei zwei Klonen (Klon 1 und 3) hat sich die Deletion
durchgesetzt, ein Klon ist heterozygot (Klon 2) und bei drei hat sich das
Vorhandensein des trpA-Gens durchgesetzt. Die Klone, die auf Synthetischem
Medium mit Glukose gewachsen sind (Klon 7 — 10) sind alle homozygot fur das

Vorhandensein des trpA-Gens.
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Abb. 37: Ergebnisse der Einzelklonanalyse der roten Klone

Gezeigt sind die PCR-Analysen der Loci (A) Psgx-Promotor, (B) 10 nt Deletion im HVO_2528-ORF, (C)
thyA und (D) trpA. Die Klone 1 — 6 stammen von Komplexmedium, die Klone 7 — 10 von
synthetischem Medium mit Glukose. Die Klone 7 — 9 sind teil der 12 roten Klone, die in 4.3.6
beschrieben wurden. Als Positivkontrolle (+) wurde eine 50/50-DNA-Mischung der Elternstamme
A2528 A2918 A1752::P,-2528mut und H53 A2528 A1752::2528 verwendet.

Neben den roten Klonen wurden die vier Loci in 135 wei3en Klonen untersucht.
Alle Klone wurden von Synthetischem Medium mit Glukose gepickt und zunachst die
nicht-selektierten Psgx-Promotor und 10 nt Deletion im HVO_2528-ORF untersucht.

Lediglich 16 der untersuchten Klone waren heterozygot fur die beiden
untersuchten Loci, wahrend in 119 Klonen Genkonversion nachgewiesen werden
konnte. Wie erwartet, zeigten keine die Kombination eines P;g-Promotors und einem
intakten HVO_2528 (+/+), da die Klone sonst rot gewesen waren. Lediglich ein Klon
zeigte die Kombination eines fehlenden P¢s-Promotors und einer 10 nt Deletion im
Gen HVO_2528 (A/A). Diese Richtung der Genkonversion scheint damit ahnlich
selten zu sein, wie die, die rote Klone entsehen lasst. Die eine Halfte der restlichen
Klone besal? keinen Pj-Promotor, hatten aber das intakte HVO_2528 (A/+) und
zeigten damit die gleiche genetische Organisation wie der Elternstamm H53 A2528
A1752::2528. Die andere Halfte der Klone besal? einen Pt-Promotor, das ORF von
HVO_2528 war jedoch durch die 10 nt Deletion zerstort (+/A). Sie zeigen die gleiche
genetische Organisation wie der Elternstamm A2528 A2918 A1752::P¢x-2528mut.

Zwei Klone waren heterozygot fir einen der beiden Loci, fur den anderen jedoch
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nicht. Die Ergebnisse sind in der folgenden Tabelle zusammengefasst (siehe Tab.
44).

Tab. 44: Ergebnisse der Untersuchung der nicht-selektierten Loci der wei3en Klone

untersuchte Klone 135
Psax-Promotor HVO_2528-ORF
+ + 0
A + 58
A A 1
+ A 53
heterozygot: 2 Loci 16
heterozygot: 1 Locus 2

Als nachstes wurden die unter Selektionsdruck stehenden Loci des thyA- und des
trpA-Gens untersucht (siehe Tab. 45).

Bei der Untersuchung von 135 Klonen waren bei beiden Loci 98,5 % der PCR-
Reaktionen auswertbar. Beim thyA-Locus, der fur die Thymin-Auxotrophie
verantwortlich ist, waren mit ungefahr 70 % die meisten der untersuchten Klone
heterozygot. Die restlichen 30 % waren homozygot fir das Vorhandensein des Gens
(+). Interessant ist auch, dass die Klone, die in der ersten PCR untersucht wurden,
fast alle heterozygot waren, wahrend die Klone, die einen Monat spater in einer PCR
untersucht waren, fast alle homozygot fur das Vorhandensein des Gens waren. Beim
trpA-Locus waren 90 % der Gene homozygot fur das Vorhandensein des Gens und
lediglich 10 % heterozygot. Bei beiden Loci gab es keine Klone, die homozygot flur
die Deletion waren (A), was den Erwartungen entspricht, da weder Thymidin noch

Tryptophan im Medium waren und der Locus damit unter Selektionsdruck stand.

Tab. 45: Ergebnisse der Untersuchung der selektierten Loci der weil3en Klone

thyA-Locus trpA-Locus
untersuchte Klone 135 % 135 %
auswertbar 133 98,5 133 98,5
+ 40 30,1 120 90,2
A 0 0,0 0 0,0

heterozygot 93 69,9 13 9,8
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Ein genetischer Unterschied zwischen den verschiedenen Farbstufen der weil3en
Klone (siehe Abb. 35) konnte nicht detektiert werden.
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5 Diskussion
5.1Einfluss der Deletion der origin-assoziierten und ,,verwaisten® orc-Gene auf

Wachstum und Genomkopienzahl

Polyploidie, das Vorkommen von mehr als zwei Chromosomensatzen pro Zelle,
galt lange als Eigenschaft der Eukaryoten, da Fische, Amphibien und insbesondere
Pflanzen haufig polyploid sind (Comai 2005). Prokaryoten galten lange Zeit als
monoploid, allerdings konnten in jungster Zeit immer mehr Spezies beschrieben
werden, die polyploid sind, sodass es tatsachlich so scheint, als sei Polyploidie in
Prokaryoten eher die Regel als die Ausnahme (Soppa 2011b). Darlber hinaus sind
die Zellen nicht einfach polyploid, sondern fur Haloferax volcanii konnte gezeigt
werden, dass innerhalb einer Population alle Zellen eine nahezu identische
Genomkopienzahl aufweisen (Zerulla 2014). Aul3erdem konnte bei fast allen
untersuchten Spezies eine wachstumsphasen-abhangige Regulation festgstellt
werden, mit mehr Kopien in der exponentiellen als in der stationaren Phase (Breuert
et al. 2006; Griese et al. 2011; Hildenbrand et al. 2011; Pecoraro et al. 2011; Zerulla
2014; Spaans et al. 2015; Zerulla et al. 2016; Bottinger et al. 2018). Wie genau diese
Regulation funktioniert ist unbekannt. Ein wahrscheinlicher Regulationspunkt ist
jedoch die DNA-Replikation, da vermehrte DNA-Replikation zu mehr Genomkopien,
verminderte zu weniger Genomkopien fuhrt. Der entscheidende Punkt zur Regulation
der DNA-Replikation ist die DNA-Initiation (Ausiannikava und Allers 2017). In
Archaea wird die DNA-Replikation durch das Erkennen und Binden des
Replikationsursprungs durch das Initiatorprotein Orc1/Cdcé6 initiert. Haloferax volcanii
hat 16 solcher Orcl/Cdc6-Proteine, 6 davon sind, wie in vielen Archaea typisch,
neben einem Replikationsursprung lokalisiert, die Ubrigen 10 sind ,verwaist®. Um
herauszufinden, welchen Einfluss die 16 Orcl1l/Cdc6-Proteine auf das Ploidielevel
haben, ob die ,verwaisten“ Proteine funktional oder nur rudimentire Uberbleibsel
sind, wurden in dieser Arbeit Einzeldeletionsmutanten der Orcl/Cdc6-Proteine
erstellt. Zwolf Gene konnten erfolgreich deletiert werden, bei drei war auch bei 100
untersuchten Pop-Out-Klonen nur die Wildtyp-Bande zu detektieren, weshalb diese
orcl/cdc6-Gene als essentiell betrachtet werden. Bei dem ,verwaisten® Gen
HVO_A0064 (orc13) war trotz Uracil-Protorophie im Southern-Blot kein erfolgreiches
Pop-In detektierbar — eine in-frame Deletion mit der Pop-In/Pop-Out-Methode war
dementsprechend nicht mdoglich. Da HVO_A0064 mit 1 kb bzw. 3 kb Abstand
zwischen zwei Transposons kodiert ist, besteht die Moglichkeit, dass die homologe
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Rekombination des Suicide-Plasmids in das Genom ein Rekombinationsereignis
ausgelost hast, wodurch es zum Genom-Rearrangement kam. Da das Gen auch in
einem Southern-Blot mit einer gegen das Gen gerichteten Sonde nicht mehr
nachgewiesen werden konnte, wurde das Gen ebenfalls als nicht essentiell
klassifiziert. Eine Untersuchung der Fitness und der Genomkopienzahl fand jedoch
nicht statt, da es durch das Genom-Rearrangment zu polaren Effekten kommen kann
und somit keine sichere Aussage Uber HVO_A0064 getroffen werden kann. In
Haloferax volcanii sind dementsprechend wie auch in anderen Haloarchaea, die
Mehrzahl der Orc1/Cdc6-Proteine nicht essentiell.

Es konnte darlber hinaus gezeigt werden, dass sowohl ,verwaiste® Gene
(HVO_2293 (orcll) & HVO_A0072 (orc7)) als auch replikationsursprungsassoziierte
Gene (HVO_BO0001 (orc6)) essentiell sein kdnnen. Replikationsursprungsassoziierte
Gene sind dementsprechend nicht von gréRerer Bedeutung als ,verwaiste®. Hawkins
und Kollegen (2013) konnten alle vier Replikationsurspringe auf dem
Hauptchromsom deletierten. Dies deckt sich mit den Ergebnissen dieser Arbeit, bei
denen die Deletion der entsprechenden replikationsursprungsassoziierten Gene
auch ohne den jeweiligen Replikationsursprung deletiert werden konnten
(HvO_0001, HVO_0634, HVO_1725 und HVO_A0001). Ausiannikava und Kollegen
konnten zeigen, dass die Deletion von HVO_1725 zu weitreichenden
Genomveranderungen und der Aufteilung des Hauptchromosoms in ein 2.696 kb und
ein 787 kb grofes Chromosom fuhrt (Ausiannikava et al. 2018). Ob dies in dieser
Arbeit auch der Fall war, ist unklar.

Um den Einfluss der jeweilgen Orcl/Cdc6-Proteine auf das Wachstum zu
analysieren, wurden Mikrotiterwachstumstests unter verschiedenen Bedingungen
durchgefiihrt. Es konnte gezeigt werden, dass fast alle Mutanten vergleichbar mit
dem Wildtyp oder besser wuchsen — lediglich die Deletionsmutante von HVO_ 1725
wies nach dem Anwachsen aus stationaren Bedingungen ein etwas schlechteres
Wachstumsverhalten auf. Dies entspricht im Wesentlichen den Ergebnissen der
Gruppe Thorsten Allers’, der ebenfalls verbessertes Wachstum der orcl/cdc6-
Einzeldeletionsmutanten beobachten konnte (Ausiannikava et al. 2016). Das
Wachstum konnte dartber hinaus durch Deletion weiterer orcl/cdc6-Gene noch
verbessert werden. Interessant ist, dass Maurer und Kollegen (2018) bei
kompetitiven Wachstumsversuchen ein verbessertes Wachstum der oril-

Deletionsmutante und ein vermindertes Wachstum der ori2-Deletionsmutante im
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Vergleich zum Wildtyp beobachteten. Dieser Effekt konnte in dieser Arbeit lediglich
fur die Deletion von HVO_1725 fur das Anwachsen aus stationarer Kultur beobachtet
werden. Moglicherweise liegt das daran, dass im Fall von Maurer und Kollegen der
gesamte Replikationsursprung und nicht nur das orcl/cdc6-Gen deletiert wurde.
Dartuber hinaus fand der Versuch mit einer anderen Kohlenstoffquelle statt
(Casaminosauren anstatt Komplexmedium oder Glukose) und das Wachstum wurde
nicht mittels Mikrotiterwachstumstest, sondern mithilfe eines kompetitiven
Wachstumsversuchs verglichen, der auch minimale Fitnessunterschiede sichtbar
macht. Interessant ist dariber hinaus auch, dass die Deletionsmutante von
HVO 2133 (orcl6) nur mit Glukose als Kohlenstoffquelle verbessertes Wachstum
zeigt, nicht jedoch in Komplexmedium. Dies kénnte darauf hindeuten, dass einzelne
Orcl/Cdc6-Proteine  moglicherweise  unter bestimmten  Bedingungen  zur
Replikationsinitiation verwendet werden. Moran-Reyna und Coker (2014) konnten
zum Beispiel bei einer Transkriptomanalyse zeigen, dass die orcl/cdc6-Gene in
Halorubrum lacusprofundi, Haloferax volcanii und Halobacterium sp. NRC-1
abhangig von Umweltbedingungen (in dem Fall hoher und niedriger pH) reguliert
sind. Darliber hinaus scheinen die Orcl/Cdc6-Proteine keine Rolle bei der
Verwendung der DNA als Phosphatspeicher zu spielen (Zerulla et al. 2014b), da
keine der Deletionsmutanten einen Wachstumsphanotyp unter Phosphatmangel
zeigte.

Die Quantifizierung der Kopienzahl aller drei Replikons zeigt, dass alle Orc1/Cdc6-
Proteine einen Einfluss auf mindestens ein, in manchen Fallen auch zwei oder drei,
Replikons haben. Dies zeigt, dass es sich bei den ,verwaisten® orcl/cdc6-Genen
keinesfalls um inaktive, rudimentare Uberbleibsel, sondern um funktionelle Gene
handelt, die sich in der GroRRe ihres Einflusses auch nicht von den kolokalisierten
Orc1/Cdc6-Proteinen unterscheiden. Desweiteren ist der Einfluss des Orc1l/Cdc6-
Proteins nicht auf das Replikon beschrankt, auf dem es kodiert ist. Zwar zeigen
einige den starksten Effekt auf das Replikon, auf dem sie kodiert sind (z.B.
HVO_2292 oder HVO_CO0057), andere wiederum beinflussen im Wesentlichen die
Replikons, auf denen sie nicht kodiert sind, wie z.B. HVO_0001 und HVO_2133, die
den grof3ten Einfluss auf pHV1 zeigen, obwohl sie auf dem Hauptchromosom kodiert
sind. Interessant ist auch, dass die Ergebnisse der Deletion des mit oril
kolokalisiertem HVO_0001 und des mit ori2 kolokalisiertem HVO_1725 gegenlaufig

zu der kompletten Deletion der Replikationsurspriinge, bestehend aus den Repeats
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und den orcl/cdc6-Genen, sind. So beobachteten Maurer und Kollegen fur die
komplette Deletion von oril eine verringerte Kopienzahl des Hauptchromosoms im
Vergleich zum Wildtyp, bei der Deletion von ori2 eine stark erhohte. Im Gegensatz
dazu konnte in dieser Arbeit hier bei der alleinigen Deletion von HVO_0001 (oril)
eine leichte Erhdhrung der Kopienzahl des Hauptchromosoms im Vergleich zum
Wildtyp beobachtet werden, bei der Deletion von HVO_1725 (ori2) eine Halbierung
der Kopienzahl. Diese Ergebnisse zeigen deutlich, dass bei Haloferax volcanii nicht
alle Replikationsurspringe nur von ihren kolokalisierten Orcl/Cdc6-Proteinen
aktiviert werden, wie es in Sulfolobus acidocaldarius (Lundgren et al. 2004),
Aeropyrum pernix (Gaudier et al. 2007) und Haloarcula hispanica (Wu et al. 2014a)
der Fall ist. Tatsachlich konnten Ausiannikava und Kollegen (2016) zeigen, dass oril
sowohl vom kolokalisieren Orcl (HVO_0001) sowie von dem mit ori2 kolokalisierten
Orc5 (HVO_1725) und dem mit ori3 lokalisierten Orc2 (HVO_0634) aktiviert werden
kann. Ori3 und ori-pHV4 kdnnen hingegen nur von ihren kolokalisierten Orc1/Cdc6-
Proteinen Orc2 (HVO_0634) und Orc3 (HVO_AO0001) aktiviert werden, wie es in
Sulfolobus und Haloarchula der Fall ist. Mdglicherweise kann ori-pHV3 ebenfalls nur
durch sein kolokalisiertes Orc1/Cdc6-Protein Orc6 (HVO_B0001) aktiviert werden,
weshalb dieses essentiell ist. In Sulfolobus solfataricus konnte gezeigt werden, dass
oril ebenfalls nicht von allen Orcl/Cdc6-Proteinen aktiviert werden kann, sondern
lediglich von Cdc6-1 und Cdc6-2, wobei diese unterschiedliche Stellen im
Replikationsursprung binden (Robinson et al. 2004; Robinson und Bell 2007,
Ausiannikava und Allers 2017). Ori2 und ori3 kdnnen von allen drei Initiatorproteinen
gebunden werden, jedoch mit unterschiedlicher Affinitat.

AulBer der Tatsache, dass alle Orcl/Cdc6-Proteine Einfluss auf die Kopienzahl
mindestens eines Replikons haben, fallt dariber hinaus auf, dass der Einfluss
unterschiedlich grof3 ist. Manche Orcl/Cdc6-Proteine, wie z.B. HVO_0001,
HVO 0634, HVO_ 2292 oder HVO_ 2133 verdndern die Kopienzahl verschiedener
Replikons drastisch, wéahrend andere, wie z.B. HVO_2042, nur minimalen Einfluss
haben. Samson und Kollegen (2016) fanden bei Strukturanalysen der wH-Domane
der replikativen MCM-Helikase eine Ahnlichkeit mit der wH-Doméane des
menschlichen RPA32, bei der es sich um ein bekanntes Protein-Protein-
Interaktionsmodul handelt. RPA32, ein Einzelstrangbindeprotein, interagiert unter
anderem mit der N-Glykosylase UNG2. Bei Strukturanalysen von Orcl1-1 und Orcl-3

in Sulfolobus islandicus fanden sie eine mit UNG2 verwandte Sequenz und konnten
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durch gezielte Mutation konservierter Aminosduren nachweisen, dass die mutierten
Orcl1-Proteine zwar noch an den Replikationsursprung binden, aber nicht mehr die
MCM-Helikase

Replikationsursprungs kam. Interessanterweise konnte diese sogenannte MCM-

rekrutieren konnten, wodurch es zu keiner Aktivierung des
Recruitment-Motif (MRM) nicht in Orcl-2 gefunden werden, das nicht fir die
Aktivierung eines Replikationsursprungs bendtigt wird und bei dem man davon
ausgeht, dass es die DNA-Replikation reprimiert (Robinson et al. 2004; Samson et al.
2013). Aus diesem Grund wurde ebenfalls eine Sequenzanalyse der Orcl/Cdc6-
Proteine von Haloferax volcanii durchgeftihrt und ist im Folgenden dargestellt (siehe

Abb. 38).

MRM Sensor 2
S |
Orcl-1-5iR 1746 RLCAALAAREHGDARR
Orcl-3-5iR 0862 GYIAAISAKEHGDARK
orcl-HV0O 0861 PLCAAFAAQEHGDARR
orc2-HVD 8634 NLCAALAARDSGSARD
GPCB—HUU:Aﬂﬂﬂl PLCAAYGAKDAGDARD
ﬂrc4—HFU_EB42 PLCAAYGAKDSGDARD
orch-HVD 1725 PRAAALAAREHGDARK
GFCE—HVU:EBﬂﬁl PLASALAAQEHGDARK
orc/-HVO AB257 PLTAALAAQEHGDARK
orc8-HVO Caes7 OLSAALAAODHGDARD
orc9-HVD 6154 DOVAEFTADS - GDLRV
orclﬂ—HUU_CBBﬂl SLCAALATQOGGDARF
orcll-HVD 2293 EETAEOVAENSGDCRO
0FC12-HUU:AHB?E LYRVADAAA - - GDARL
0FC13—HUU_AHBE4 PLVAAFGSOTHGDARK
orcld-HY0 2292 TYTASST - - - -ONTGY
orcl5-HV0 1537 - - TREVAEWADGDAHD
0PC15—HUU_2133 - - ARDIAEWADGDAHD

Abb. 38: Sequenzanalyse des MRM der Orc1/Cdc6-Proteine

Gezeigt sind die Orc1/Cdc6-Proteine von Haloferax volcanii sowie Orc1-1 und Orcl1-3 von Sulfolobus
islandicus. Die Farben geben Auskunft tiber die Ahnlichkeit der Sequenz: griin = geringe Ahnlichkeit,
gelb = durchschnittliche Ahnlichkeit, hellrot = hohe Ahnlichkeit, dunkelrot = sehr hohe Ahnlichkeit. Die
Sequenzanalyse wurde mit M-Coffee durchgefihrt (Moretti et al. 2007).

Was auf den ersten Blick auffallt, ist, dass ein Grof3teil der Orc1/Cdc6-Proteine in
Haloferax volcanii das MCM-Recruitment-Motif ebenfalls aufweist. Auch der Sensor
2-Rest, der fUr die Koordination des y-Phosphats von ATP verantwortlich und fir das
MCM-Helikase-Loading essentiell ist, ist grof3tenteils konserviert. In den mit den
Replikationsurspringen kolokalisierten Orc1/Cdc6-Proteinen (Orcl, Orc2, Orc3,
Orc5, Orc6 und Orcl0) ist das MRM am &hnlichsten zu dem der Orc1/Cdc6-Proteine
in  Sulfolobus, .verwaiste® Gene weisen eine hohe

aber auch ein paar

Sequenzahnlichkeit auf, wie zum Beispiel Orc4, Orc7 oder Orc8, wéahrend in
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manchen Proteinen das MRM nicht konserviert ist, wie z.B. in Orc9, Orcl12, Orcl4,
Orcl5 und Orcl6. In Sulfolobus islandicus konnte gezeigt werden, dass die
Orcl/Cdc6-Proteine, die an der DNA-Replikation beteiligt sind, das MRM aufweisen,
die die es nicht tun, kein MRM besitzen (Samson et al. 2016). In Haloferax volcanii
entspricht das nicht den Beobachtungen. Zwar zeigen Orcl und Orc2 grol3en
Einfluss auf die Kopienzahl von pHV3 bzw. pHV1 und pHV3, aber auch Orcl4 und
Orcl6 steigern die Kopienzahl des Hauptchromosoms bzw. pHV1 drastisch. In
Haloferax volcanii ist nach wie vor unklar, wie die Orcl/Cdc6-Proteine an den
Replikationsursprung binden, ob als Heterohexamer wie in Eukaryoten (O'Donnell et
al. 2013), als Heterodimer wie in Sulfolobus solfataricus (Dueber et al. 2007), als
Monomer wie in Aeropyrum pernix (Gaudier et al. 2007) oder auf eine bisher
ungesehen Art und Weise. In S. solftataricus binden Cdc6-1 und Cdc6-3 nicht nur als
Dimer, sie beeinflussen sich dabei auch in ihrer DNA-Bindeaffinitat. Moglicherweise
ist auch genau das der Fall in Haloferax volcanii. Die Orc1/Cdc6-Proteine mit MRM
konnten an die Orc1/Cdc6-Proteine ohne MRM binden und so ihre Affinat zur DNA
erhdéhen. Nach der Bindung an den Replikationsursprung, rekrutiert das Orc1/Cdc6-
Protein mit MRM die MCM-Helikase und innitiert so die Replikation. Mdglicherweise
haben die Orc1/Cdc6-Proteine ohne MRM auch weitere Funktionen und beeinflussen
das Ploidielevel indirekt Gber noch unbekannte Mechanismen. In Pyrococcus abyssi
konnten zum Beispiel bei der Immunoprézipitation von Cdc6é neben OriC1l noch
weitere Regionen aufgereinigt werden (Matsunaga et al. 2007). Um die Bindung der
Orcl/Cdc6-Proteine an DNA- und Proteinbindungspartner genauer zu untersuchen,
wurden in dieser Arbeit von zwei kolokalisierten (HVO_0001 und HVO_1725) und
zwei ,verwaisten* Genen (HVO_2133 und HVO_A0257) Hexahistidin-getaggte
Uberexpressionsvektoren angefertigt. Zwei der vier (HVO_0001 und HVO_1725)
Proteine konnten erfolgreich im Western-Blot nachgewiesen werden. Bei den
anderen Proteinen wurde mdglicherweise der Hexahistidin-Tag post-translational
abgespalten, weshalb versucht werden kénnte, das C- anstatt N-getaggte Protein
nachzuweisen. Dartber hinaus ist es méglich, dass das Gen nicht exprimiert wurde —
eine Northern-Blot-Analyse kdnnte hierriber Auskunft geben. Die beiden erfolgreich
Uberexprimierten Proteine eignen sich jedoch, um Co-Affinitatsaufreinigungen
durchzufihren und mogliche DNA- bzw. Proteinbindungspartner zu identifizieren.
Zusammenfassend lasst sich sagen, dass die Vielzahl von Haloferax volcaniis

Orcl/Cdc6-Proteinen auf komplexes Netzwerk schlieBen lasst, das viele
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Regulationspunkte hat und an unterschiedlichen Stellen Einfluss auf die einzelnen
Bestandteile nimmt. Es konnte in anderen Arbeiten gezeigt werden, dass Orc1/Cdc6-
Proteine unter verschiedenen Bedingungen unterschiedlich exprimiert werden — eine
Umweltspezifitdt der Orc1l/Cdc6-Proteine ist dementsprechend moglich. Es konnte
gezeigt werden, dass Replikationsurspriinge von unterschiedlichen Orcl/Cdc6-
Proteinen aktiviert werden konnen, was durch gezielte Expression einzelner
orcl/cdc6-Gene die gerichtete Aktivierung einzelner Replikationsurspriinge moglich
macht. Dies ist insbesondere interessant, da Unterschiede in der Starke von oril und
ori2 bereits nachgewiesen werden konnten. Darlber hinaus besteht die Mdglichkeit,
dass sich die Orc1l/Cdc6-Proteine durch Interaktion miteinander in ihrer Affinitdt zum
Replikationsursprung beinflussen, so wie in Sulfolobus solfataricus bereits gezeigt.
Maglicherweise spielen hier auch die gezeigten strukturellen Unterschiede zwischen
den Orc1/Cdc6-Proteinen eine Rolle, da manche die MRM-Interaktionsdoméane sowie
den Sensor 2-Rest aufweisen, andere wiederum nicht. In dieser Arbeit konnte
definitiv gezeigt werden, dass die Initiation der DNA-Replikation durch Orc1/Cdc6-
Proteine einer der Regulationspunkte des Ploidielevels ist.

Neben den orcl/cdc6-Genen wurde in dieser Arbeit daruber hinaus der Einfluss
von HVO_2380 (cdc48a) auf das Ploidielevel untersucht. In H. volcaniis Genom sind
neben cdc48a vier weitere cdc48-Gene kodiert, die eine Sequenzibereinstimmung
von 65 — 95 % haben (Schmitt 2014). Im Euryarchaeon Thermoplasma acidophilum
konnte gezeigt werden, dass Cdc48 mit der 20S Peptidase interagiert und so ein
funktionales Proteasom bildet (Barthelme und Sauer 2012). Jessica Schmitt konnte
(2014) mittels Mikroarray und Nothern-Blot Analysen zeigen, dass cdc48a unter
Niedrigsalz, Phosphat- und Stickstoffhunger hochreguliert ist. In dieser Arbeit hier
konnte gezeigt werden, dass die Deletion von HVO_2380 einen Wachstumsphanotyp
unter fast allen untersuchten Bedingungen nach sich zieht. Insbesondere nach
Anwachsen aus stationdrer Kultur und unter Niedrigsalzbedingungen, zeigt die
Deletionsmutante einen starken Wachstumsdefekt. In Komplexmedium und unter
Phosphatmangel zeigt die Deletionsmutante einen moderaten Wachstumsdefekt,
wahrend unter normalen osmotischen Bedingungen mit Glukose als
Kohlenstoffquelle kein Wachstumsdefekt zu beobachten ist. Die Beobachtungen
eines Wachstumsdefekts unter Niedrisgalzbedingungen und unter Phosphatmangel
sind im Einklang mit der von Schmitt unter diesen Bedingungen beobachtete
Hochregulation von HVO_2380. Der Einfluss von HVO_2380 auf das Ploidielevel ist
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ebenfalls sehr ausgepragt. So fiihrt die Deletion zur Verdopplung der Kopienzahl des
Hauptchromosoms und zur Halbierung der Kopienzahl von pHV1, sowohl in der
exponentiellen wie auch in der stationdren Wachstumsphase. Lediglich auf die
Kopienzahl von pHV3 hat HVO_2380 einen geringen Einfluss. Bei Cdc48 handelt es
sich um ein Protein, das wie die Orc1/Cdc6-Proteine zur Familie der AAA+ ATPasen
gehdrt. AAA+ ATPasen sind an einer Vielzahl zellularer Prozesse beteiligt, wie z.B.
der DNA-Replikation, Rekombination, Restriktion oder auch Protein-Degradation
(Neuwald et al. 1999; Hanson und Whiteheart 2005). Es ist also mdglich, dass Cdc48
einen direkten Einfluss auf die DNA-Replikation hat. In Anbetracht der Ergebnisse
von Barthelme und Sauer (2012) allerdings, spielt Cdc48 auch in Haloferax volcanii
vermutlich eher eine Rolle beim Proteinabbau. Somit beeinflusst es das Ploidielevel
wahrscheinlich nicht direkt, sondern eher indirekt. Auch in andern Organismen
konnte ein Einfluss weiterer Faktoren auf die DNA-Replikation nachgewiesen
werden. So konnte fir Bacillus subtilis ein Zusammenhang zwischen
Nahrstoffverfigbarkeit und Replikation gezeigt werden (Wang et al. 2007) und
insbesondere die Glykolyse nimmt einen Einfluss auf die DNA-Replikation (Janniére
et al. 2007).

5.2Einfluss der oril- und ori2-nahen Gene auf Wachstum und

Genomkopienzahl

In den Regionen um die Replikationsurpsringe oril und ori2 in Haloferax volcanii
sind einige Gene kodiert, deren Produkte an der DNA-Replikation beteiligt sind, wie
z.B. Helikasen oder eine Untereinheit einer DNA-Polymerase. Maurer und Kollegen
(2018) konnten darlber hinaus zeigen, dass die umliegenden Regionen von oril
essentiell sind und nicht deletiert werden kénnen. Die von ori2 kdnnen deletiert
werden, jedoch haben sowohl die umliegenden Regionen von oril als auch ori2
einen Einfluss auf das Ploidielevel. Aus diesem Grund sollten die 5'-Regionen der
beiden Replikationsurspringe in dieser Arbeit genauer untersucht werden.

Hierzu sollte zunachst die Expression der Gene HVO_ 3012 — HVO_3014 als
Operon mittels Northern-Blot verifiziert werden. Es handelt sich hierbei um das oap-
Operon, das fur Origin-assoziierte Proteine steht und in Haloarchaea in seinem
Aufbau und in seiner Lage auf dem reverse-Strang upstream von oril hoch-
konserviert ist (Capes et al. 2011). In den dRNA-Seqg-Daten (Babski et al. 2016)

konnte ein Transkriptionsstart vor HVO 3014 ausgemacht werden, sowie ein
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weiterer ab dem Gen HVO_3013. Die RNA-Seg-Daten zeigen eine Expression der
gesamten drei Gene, jedoch eine starkere Expression der ersten beiden Gene,
HVO_ 3014 und HVO_3013. Die Northern-Blot-Analyse hat ergeben, dass das oap-
Operon tatsachlich als Operon abgelesen wird. Mit Sonden gegen alle drei Gene, ist
eine Bande von ungefahr 2082 bp detektierbar, was der Grol3e des Operons
entspricht. Auch der in den dRNA-Seg-Daten gezeigte zweite Replikationsstart bei
HVO 3013 konnte im Northern-Blot von HVO_3013 bestatigt werden. Die
Transkriptlange entspricht dem des bicistronischen Transkripts
HVO_3013/HVO_3012. Im Northern-Blot von HVO_3012 ist die Bande des
detektierten Transkripts allerdings wesentlich schwécher als die im Northern-Blot von
HVO_3013 detektierte Bande. Dies steht im Widerspruch zu einem gemeinsamen
Transkript, da dieses dann in beiden Nothern-Blots in gleicher Menge vorhanden
sein sollte. Die monocistronischen Transkripte von HVO_3013 und HVO_3012
konnten nicht detektiert werden. Darlber hinaus konnte noch das bicistronische
Transkript von HVO_3014/HVO_3013 nachgewiesen werden, sowie das Transkript
von HVO_3014 alleine, was damit korreliert, dass in den RNA-Seg-Daten mehr
Reads bei den ersten beiden Genen detekiert wurden.

Als néachstes wurden C-terminal Hexahistin-getaggte Tryptophan-induzierbare
Uberexpressionsvektoren von HVO 3012 — HVO_3014 (oap-Operon), sowie von
HVO_1724 (konserviertes hypothetisches Protein) angefertigt und die N-terminal His-
getaggten Vektoren fir HVO_3010 (Hef-Helikase) und HVO _ 1723 (Rad25d-
Helikase) von Sandy Maurer tibernommen. Nach erfolgreicher Transformation in den
Laborwildtypstamm H26, wurde zunachst das Wachstum charakterisiert. Hierfur
wurden die Zellen in Mikrotiterplatten in Synthetischem Medium mit Glukose
angezogen, einmal ohne Induktion, einmal mit Induktion in der exponentiellen Phase
und einmal mit Induktion von Beginn an. Gezeigt werden konnte, dass die meisten
Muntanten im Vergleich zur Kontrolle auch unter nicht-induzierten Bedingungen
deutlich schlechter wachsen, bis auf die Uberexpressionsmutanten der Hef-Helikase
(HVO_3010) und der Rad25d-Helikase (HVO_1723). Dies kdonnte mdglicherweise
darauf zurtckzufihren sein, dass der Tryptophan-induzierbare Promotor nur bei
Lokalisation auf dem Genom komplett dicht ist, auf Plasmiden nicht (Large et al.
2007). Bei Induktion in der exponentiellen Phase zeigt sich ein &ahnliches Bild,
wéahrend bei der Induktion von Beginn an deutliche Unterschiede auffallen. Die

Uberexpressionsmutante der Helikase Rad25d (HVO_1723) wachst besser als die
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Kontrolle, die von HVO_3014 (oapA) wachst vergleichbar, die von HVO_1724
(konserviertes hypothetisches Protein) und HVO 3012 (oapC) schlechter und die der
Hef-Helikase (HVO_3010) und HVO_3013 (oapB) zeigen einen starken
Wachstumsdefekt. Warum diese Effekte beobachtet werden konnen, andere
wiederum nicht, ist unklar. Mdglicherweise stort es zellulare Prozesse, wenn manche
Proteine im UbermaR vorhanden sind, wahrend andere in ihrer Menge limitierend
sind und durch eine Uberexpression das Wachstum fordern. Die Hef-Helikase ist an
der Auflésung festgefahrener Replikationsgabeln beteiligt (Lestini et al. 2015).
Maoglicherweise ist das His-getaggte Protein nicht vollfunktional und verdréangt bei der
Uberexpression das funktionale, sodass die festgefahrenen Replikationsgabeln nicht
aufgelost werden kénnen und dadurch der Wachstumsdefekt entsteht. Rad25d ist
eine Helikase, die vermutlich an der Nukleotid-Exzisionsreparatur (NER) beteiligt ist
(Capes et al. 2011). Eventuell sorgt eine verbesserte Reparatur fir ein besseres
Wachstum, wobei H. volcaniis Mutationsrate unter Normalbedingungen bereits sehr
gering ist und eine verbesserte NER daher keine so grol3en Auswirkungen haben
sollte (Mackwan et al. 2007).

Als nachstes wurden die Uberexprimierten Proteine im Western-Blot mittels Anti-
Hexahistidin-Antikorper nachgewiesen. Die Hef-Helikase (HVO_3010) und die
Rad25d-Helikase (HVO_1723) konnten erfolgreich detektiert werden. Die anderen
Proteine konnte nicht nachgewiesen werden. Aufgrund des Wachstumsphanotyps ist
davon auszugehen, dass dass die Proteine exprimiert werden, der His-Tag jedoch
post-translational abgespalten wird. In dieser Arbeit wurden die Proteine C-terminal
His-getaggt, Sandy Maurer konnte jedoch auch fur die N-terminal getaggten
Varianten keine Bande im Western-Blot detektieren (Ergebnisse nicht publiziert).

Um den Einfluss der umliegenden Gene weiter untersuchen zu kdénnen, wurden
drei Gene fur eine Deletion ausgewabhlt: die Hef-Helikase (HVO_3010), die Rad25d-
Helikase (HVO_1723) und das dritte Gen des oap-Operons (HVO_3012). Alle drei
Gene konnten deletiert werden. HVO 3010 wurde zuvor schon von Lestini und
Kollegen als nicht essentiell beschrieben (Lestini et al. 2010), und die gesamte 5°-
Region von ori2, in der sich auch HVO_1723 befindet, konnte von Maurer und
Kollegen ebenfalls erfolgreich deletiert werden (Maurer et al. 2018). Maurer und
Kollegen gelang es jedoch nicht, die 5-Region von oril zu deletieren, weshalb sich in
dieser Region essentielle Gene befinden missen. Da HVO_3010 und HVO_ 3012
nicht essentiell sind, muss es sich dabei um HVO_3011 (konserviertes hypotetisches
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Protein), HVO_3013 (oapB) und/oder HVO_3014 (oapA) handeln. Um den Einfluss
der Gene auf das Ploidielevel zu charakterisieren, wurde die Genomkopienzahl
mittels gPCR bestimmt. Die Deletionen von HVO_1723 (Rad25d-Helikase) zeigte
keinen Unterschied im Ploidielevel im Vergleich zum Wildtyp. Die von Maurer und
Kollegen beobachtete Reduktion der Chromosomenzahl in exponentieller Phase bei
Deletion der 5'-Region von ori2 muss dementsprechend auf HVO_1724
zurickgehen, dass bis jetzt noch als konserviertes hypothetisches Protein annotiert
ist. Die Deletion von HVO_3010 (Hef-Helikase) zeigte ebenfalls keinen Unterschied
im Ploidielevel im Vergleich zum Wildtyp, wéahrend die Deletion von HVO_3012
(oapC) die Kopienzahl des Hauptchromoms in exponentieller Phase um ein Drittel
und in stationarer Phase um die Halfte reduzierte. Dies ist der erste Hinweis darauf,
dass das in Haloarchaea hochkonserviete, mit oril-assoziierte oap-Operon (Capes et
al. 2011) tatsachlich etwas mit der DNA-Replikation zu tun haben koénnte, allerdings
sollten weitere Untersuchungen folgen, um die Funktion die oap-Operons genauer
beschreiben zu kdnnen.

Als néachstes sollte der Einfluss der Helikasen auf das Ploidielevel bei
Uberexpression untersucht werden. Hierzu wurden die Uberexpressionsvektoren der
Helikasen in ihre entsprechenden Deletionsmutanten transformiert. Anschlie3end
wurden die Kulturen bis zur mid-exponentiellen Phase angezogen und fir funf bzw.
sieben Stunden induziert. Es wurden Proben genommen und ein Western-Blot mit
einem gegen den Hexahistidin-Tag gerichteten Antikdrper durchgefihrt. Bei beiden
Uberexpressionsmutanten war mehr Protein nach 7 h Induktion zu sehen, weshalb
dieser Zeitpunkt fir den Vergleich des Ploidielevels mit uninduzierten Zellen gewahlt
wurde. Der Western-Blot der qPCR-Proben zeigte keine Bande bei den nicht-
induzierten Zellen; bei den induzierten Zellen konnte eine deutliche Bande detektiert
werden. Die gPCR-Analyse ergab, dass eine Uberexpression sowohl der Hef-
Helikase (HVO_3010) als auch der Rad25d-Helikase (HVO_1725) keinen Einfluss
auf das Ploidielevel hat. Hierfir kommen verschiedene Ursachen in Frage. Lestini
und Kollegen konnten zeigen, dass die Hef-Helikase an festgefahrene
Replikationsgabeln rekrutiert wird und vermutlich rekombinationsunabhangig an der
Auflésung dieser beteiligt ist (Lestini et al. 2013). Hochstwahrscheinlich kommen
festgefahrene Replikationsgabeln nicht so oft vor, dass sie die DNA-Replikation
nennenswert beeintrachtigen, weshalb eine Uberexpression der Hef-Helikase keinen

Einfluss auf das Ploidielevel hat. Dartiber hinaus ist die Hef-Helikase nicht essentiell
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fur die Auflésung von festgefahrenen Replikationsgabeln, da eine Deletion mdglich
und nicht letal ist. In der Tat gibt es einen alternativen, rekombinationsabh&ngigen
Weg unter Verwendung der Holiday-Junction-Resolvase Hjc und RadA (Lestini et al.
2015). Die Rad25d-Helikase ist vermutlich an der Nukleotid-Exisionsreparatur
beteiligt und zumindest bei Eukaryoten Teil des Transkriptionsfaktors TFIIH (Capes
et al. 2011). In Sulfolobus solfataricus konnte gezeigt werden, dass eine verkirzte
Form von Rad25 namens XPB bei der Nukleotid-Exzisionsreparatur die DNA-Blase
erweitert (Rouillon und White 2010). Die hier gezeigten Ergebenisse lassen in der Tat
darauf schlie3en, dass die Rad25d-Helikase nicht direkt an der DNA-Replikation
beteiligt ist und auch nicht auf anderem Wege das Ploidielevel beeinflusst.

Eine weitere Mdglichkeit ist, dass nicht die Menge der Helikase entscheidend ist,
sondern wie viel Helikase rekrutiert wird. So konnten Samson und Kollegen (2013)
zeigen, dass eine Walker B-Mutante von Orcl-1 in Sulfolobus islandicus, die zwar
ATP binden, aber nicht hydrolisieren konnte, eine vermehrte Aktivierung des
Replikationsursprungs zufolge hatte, der zu groR3eren Zellen mit einem erhohten
Menge an DNA fihrte. Nach weiteren Untersuchungen konnten sie zeigen, dass flr
die Aktivierung des Replikationsursprungs die Rekrutierung der Helikase essentiell ist
und vermuten, dass die Walker B-Mutante des Orcl1-1 nicht eine Helikase rekrutiert
und dann inaktiv wird, sondern durch die fehlende Hydrolyse von ATP zu ADP
standig die MCM-Helikase rekrutiert, was zur vermehrten DNA-Replikation fuhrt
(Samson et al. 2016). Zwar handelt es sich bei den beiden untersuchen Helikasen
nicht um die MCM-Helikase, weshalb sie vermutlich auch nicht von Orc1/Cdc6-
Proteinen rekrutiert werden, aber anhand des hier dargestellen Modells, ist davon
auszugehen, dass eine Uberexpression der MCM-Helikase nicht unbedingt einen
Effekt auf das Ploidielevel einer Zelle hatte, eine Hyperaktivitat des rekrutierenden
Faktors hingegen schon.

Neben den hier untersuchten Helikasen und der bereits erwdhnten MCM-Helikase
sind noch 12 weitere Helikasen (Rad25a-c nicht mitgezahlt) und vier weitere
Proteine, die eventuell als Helikase fungieren, annotiert (Quelle: Halolex). Aul3er der
Hef- und der Rad25d-Helikase sind keine in direkter N&he zu einem
Replikationsursprung lokalisiert, die naheste andere Helikase ist die Hel308a-
Helikase (HVO_0014), die 13 Gene (etwa 10 kb) von oril entfernt ist. Auch auffallig
ist, dass auf dem kleinen Chromosom pHV3 keine Helikase kodiert ist. Unter den 12

Helikasen sind einige, die vermutlich an der homologen Rekombination beteiligt sind,
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wie z.B. die Helikase der UvrD/REP Familie (HVO _2827), die Reparaturhelikasen
UvrD (HVO_0415) und Rad3 (HVO_0039 & HVO_1351) und die Holiday-Junction
Migrationshelikasen (HVO_0014 & HVO_0971). Daruber sind Helikasen annotiert,
die vermutlich am RNA-Metabolismus beteiligt sind (z.B. HVO_1703, HVO 1744 &
HVO_2955), sowie die CRISPR-assoziierte Nuklease/Helikase Cas3 (HVO_A0209).
Neben diesen Helikasen, wo es bereits Hinweise auf ihre Funktion gibt, sind weitere
drei Helikasen annotiert, deren Funktion unbekannt ist: die archaea-spezifische
Helikase AshA (HVO_0283) und zwei ATP-abhangige Helikasen (HVO_1333 &
HVO_1766). Mdglicherweise spielen diese Helikasen eine Rolle bei der Regulation
der Polyploidie oder beeinflussen das Ploidielevel auf indirekte Art und Weise, wie in

dieser Arbeit fur cdc48a gezeigt werden konnte.

5.3Genkonversion als Vorteil von Polyploidie

Bei Genkonversion handelt es sich um die nicht-reziproke Ubertragung von DNA-
Sequenzen zwischen zwei homologen Genen oder Chromosomen. Im Fall von
Polyploidie ermoéglicht die Genkonversion die Equilibrierung der einzelnen
Chromsomenkopien und damit einen Ausbruch aus der Mueller-Ratsche (Khakhlova
und Bock 2006), die besagt, dass sich bei asexuell vermehrenden Organsimen mit
der Zeit die letalen Mutationen anhaufen und ein Uberleben unméglich machen
(Crow 2005). Mittels Genkonversion kénnen jedoch mutierter DNA-Abschnitte unter
Verwendung intakter Chromosomen als Template repariert sowie vorteilhafte
Mutationen auf alle Chromosomenkopien Ubetragen werden. In Haloferax volcanii
konnte Genkonversion bereits 2011 nachgewiesen werden (Lange et al. 2011).

Um in dieser Arbeit Genkonversion genauer zu untersuchen, wurden zwei
Stamme konstruiert, die durch die Deletion eines Gens der Cartinoidbiosynthese
(HVO_2528) ihre charakteristische rote Farbe verloren hatten. In einem der Stamme
wurde ein nicht-essentielles Gen (HVO_1752) (Dambeck und Soppa, unpublizierte
Ergebnisse) durch das intakte HVO_2528 ersetzt, da jedoch kein Promotor
vorhanden war, konnte es nicht exprimiert werden und der Stamm blieb weil3. Im
anderen Stamm wurde das nicht-essentielle Gen durch ein durch eine 10 nt Deletion
zerstortes HVO_2528 ersetzt, vor das ein konstitutiver Promotor geschaltet war.
Dieses Gen konnte zwar exprimiert werden, das Protein war aber aufgrund der
Mutation nicht funktional, wodurch auch dieser Stamm weil3 blieb. Diese beiden

Elternstamme wurden mittels der bereits beschriebenen Protoplastenfusion
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verschmolzen, um eine heterozygote Tochterzelle zu erhalten (Tchelet und Mevarech
1993). Durch Genkonversion kann nun in dieser Zelle entweder der Promotor vor das
intakte Carotinoidbiosynthesegen rekombiniert oder das mutierte Gen anhand des
intakten Templates repariert werden, wodurch die Zellen wieder rot werden und dies
anhand eines roten Keils, der aus einer weif3en Kolonie wéachst, detektierbar ist.

Hierfir wurde zunachst eine farblose Thymin-auxotrophe Mutante generiert, indem
das Gen der Thymidylat-Synthase (HVO_2918) in dem bereits farblosen Stamm
A2528 deletiert wurde. Die Mutante konnte erfolgreich konstruiert werden. Die
optimale Konzentration von Thymidin zur Supplementation im Medium konnte mittels
Mikrotiterplattenwachstumstest ermittelt werden und betrug 20 pg/ml. Die Mutante
zeigte andhernd mit dem Wildtyp vergleichbares Wachstum, weshalb sie fur das
geplante Experiment geeignet war. Als zweite auxotrophe Mutante wurde eine
bereits beschriebene Tryptophan-auxotrophe Mutante gewahlt (Allers et al. 2004),
die bei Supplementation sogar verbessertes Wachstum im Vergleich zum Wildtyp
zeigte (Jantzer et al. 2011). In einer vorherigen Arbeit war bereits das
Carotinoidbiosynthesegen HVO_2528 deletiert worden und der Stamm damit farblos
(nicht publizierte Ergebnisse). In beiden Stammen konnte das nicht-essentielle Gen
HVO_ 1752 durch die Genkonversionskonstrukte - dem zerstorten HVO_2528 mit
konstutitvem Promotor oder dem intakten HVO_2528 - ersetzt werden. Wie erwartet
blieben beide Stamme auch nach dem Einbringen Konstrukte weil3, sodass nach wie
vor keine Carotinoidbiosynthese stattfinden konnte.

Als nachstes wurde das Protokoll, das von Tchelet und Mevarech (1993) publiziert
wurde, fir das Genkonversionsexperiment angepasst. Es konnten in dieser Arbeit
sowohl Fragen geklart werden, die die Publikation offen lie3 (wie z.B. die optimale
PEG-600-Konzentration), sowie Schritte unternommen werden, das Protokoll mit den
verwendeten Stammen durchfihrbar (Optimierung der Zentrifugation der
Elternstamme) und das Ergebnis der Genkonversion sichtbar zu machen (direktes
Ausstreichen nach der Protoplastenfusion). Das Protokoll der Protoplastenfusion zur
Untersuchung der Genkonversion konnte im Rahmen dieser Arbeit erstmals in der
Arbeitsgruppe erfolgreich etabliert werden und fihrt zu einer effizienten
Verschmelzung der Elternstamme, die pro Ansatz mehrere Tausend heterozygote
Tochterzellen liefert.

Nach Verschmelzung der Elternstamme wurden 8525 Klone ausgestrichen. Durch

das Weglassen von Thymidin und Tryptophan im Medium, wurde auf fusionierte
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Zellen selektioniert. Innerhalb von zwei Monaten, zeigten sich 12 Klone zum Teil oder
vollstandig rot — das entspricht 0,14 %. Die weil3en Klone waren zum Telil in
unterschiedlichen Schattierungen gefarbt, die die Elternstamme nicht aufwiesen und
fur die es zu diesem Zeitpunkt keine Erklarung gibt. Um einen genaueren Einblick in
die Vorgange auf genetischer Ebene zu erhalten, wurden PCRs flr vier verschiedene
Loci optimiert: den P;g-2528mut-Locus, den 2528-Locus, den trpA-Locus und den
thyA-Locus. Die Temperatur und Zyklenzahl wurde so angepasst, dass im Falle einer
Heterozygotie auch bei sehr verschiedenen Anteilen der Allele immer beide detektiert
werden konnen. Insgesamt wurden 10 rote Klone untersucht. Hierfir wurden alle
Klone, aus allen vorangegangenen Genkonversionsexperimenten herangezogen und
es wurden nur Klone verwendet, bei denen sichergestellt war, dass nur rote Zellen
gepickt werden konnten. Vier Klone gehdérten zu den obengenannten zwdlf. Die
Ergebnisse fir die Genkonversionsloci entsprachen den Erwartungen. Der Promotor
war in allen Zellen vorhanden, genauso wie das intakte HVO_2528. Bei beiden Loci
waren die meisten Zellen homozygot, lediglich zwei Zellen wiesen eine Heterozygotie
auf. Anschlielend wurden 135 weife Klone wurden untersucht. Wie erwartet wies
kein Klon die Kombination aus Promotor und intaktem HVO_ 2528 auf, was die Zelle
hatte rot farben missen. Ein Klon wies keinen Promotor und das zerstorte
HVO 2528 auf — im Prinzip das genetische ,Gegenteil® eines roten Klons und
scheinbar ahnlich selten. Ungefahr die Halfte der Zellen wies die Kombination aus
Promotor und zerstortem HVO_2528 auf, die andere Halfte das intakte HVO_2528
ohne Promotor. Auch hier war die Uberwiegende Zahl der Zellen homozygot und nur
ein kleiner Anteil an einem oder beiden Loci heterozygot.

Obwohl anhand der Anzahl der roten Klone zunachst davon auszugehen war,
dass Genkonversion in Haloferax volcanii mit geringer Effizienz ablauft, konnte durch
die molekularbiologische Analyse der Loci gezeigt werden, dass Genkonversion in
H. volcanii im Gegenteil hocheffizient ist. Alle Klone zeigten Genkonversion an
zumindest einem Locus, in vielen Fallen war die Mehrzahl der untersuchten Loci
komplett homozygot, ganz unabhangig davon, ob der Locus unter Selektionsdruck
(wie im Fall der auxotrophen/prototrophen Gene) stand oder nicht. Die homologe
Rekombinationrate, die neben einem Crossing Over auch zu Genkonversion flhren
kann, ist sehr unterschiedlich innerhalb von Bakterien und Archaea (Vos und Didelot
2009). Genkonversion hat einen G/C-bias, d.h. es wird bevorzugt das G/C-reiche

Allel als Template verwendet. Dies wird hiermit erklart, dass Mutationen einen A/T-
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bias haben, es also wahrscheinlicher ist, dass es sich bei dem G/C-reichen Allel um
das richtige handelt (Hershberg und Petrov 2010). Es stellt sich nattrlich die Frage,
ob Spezies mit einem hoheren GC-Anteil in ithrer DNA auch eine effizientere
homologe Rekombination haben und in der Tat konnten mehrere Studien eine
Korrelation zeigen (Touchon et al. 2009; Lassalle et al. 2015; Bobay und Ochman
2017). Haloarchaea haben alle einen relativen hohen GC-Anteil in ihrer DNA, in
H. volcanii betragt er zum Beispiel 65 % (Hartman et al. 2010). Urspringlich ging
man davon aus, dass dieser hohe GC-Anteil das Springen der vielen 1S-Elemente
innerhalb des Genoms unwahrscheinlicher machen wirde, da 1S-Elemente eine AT-
Praferenz haben (Soppa 2011a), aber mdglicherweise hat nicht alleine der
Selektiondruck der IS-Elemente den GC-Gehalt der DNA erhoht, sondern auch
effiziente Genkonversion. Jedoch konnte flr das Haloarchaeon Halorubrum gezeigt
werden, dass es im Vergleich zu pathogenen und marinen Bakterien eher eine
durchschnittliche homologe Rekombinationsrate besitzt (Papke et al. 2004; Vos und
Didelot 2009). Allerdings sind vor allem pathogene Mikroorganismen auf eine extrem
effiziente  Genkonversion angewiesen, die eine schnelle Variation von
Oberflachenantigenen erlaubt und so ihr Uberleben sichert, weshalb diese
Einordnung nicht weiter verwunderlich ist (Santoyo und Romero 2005; Paulsson et
al. 2017). Fur Haloferax volcanii und H. mediteranii hingegen konnte eine sehr
effiziente homologe Rekombination beobachtet werden. Naor und Kollegen (2012)
untersuchten inter- und intraspezies Rekombinationstraten, indem sie ein Mating mit
verschiedenen H. volcanii-Stdammen und auch H. volcanii mit H. mediteranii
durchfiihrten. Bei einem Mating handelt es sich um eine Form des horizontalen
Gentransfers, bei dem die Zellen bei physischer Nahe zueinander
Cytoplasmabriicken ausbilden und so ihre Chromosomen ubertragen kénnen
(Rosenshine et al. 1989). Im Gegensatz hierzu ist die Protoplastenfusion ein nicht-
naturlicher Vorgang, bei dem die Cytoplasmabricken durch Magnesiumentzug
destabilisiert werden und die Zellen fusionieren (Rosenshine et al. 1989; Tchelet und
Mevarech 1993). Durch das Mating konnten verschiedene intra- und interspezies
Hybride generiert werden. Noar und Kollegen (2012) konnten nachweisen, dass im
Fall der intraspezies Hybride es am untersuchten Locus in 62 % der Falle zu
Rekombination kam, im Fall der interspezies Hybride immerhin noch in 8 %. Die
Rekombinationsraten, die in dieser Arbeit hier gezeigt werden konnten, Uberstiegen

diese noch, aber die Ergebnisse zeigen, dass H. volcanii in der Tat zu sehr
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effizienter homologer Rekombination und damit auch Genkonversion in der Lage ist.
Da homologe Rekombination durch Doppelstrangbriche induziert wird und die
Rekombinationsrate in H. wvolcanii zu hoch ist, um sie mit zufélligen
Doppelstrangbrichen erklaren zu koénnen, ist es moglich, dass H. volcanii wie
Eukaryoten ein oder mehrere spezialisierte Enzyme hat, die Doppelstrangbriche
gezielt induzieren, wie es z.B. die Topoisomerase-ahnlichen Enzyme (SPO11) in der
Meiose tun (Chen et al. 2007). Alternativ kdnnten auch Einzelstrangbriiche zu
Genkonversion fuhren, wie es Holliday urspringlich fir die homologe Rekombination
postulierte (Holliday 1964). Am haufigsten werden Einzelstrangbriiche durch
Sauerstoffradikale verursacht, aber auch fehlerhaftes Arbeiten von Topoisomerasen
oder der Einbau von Ribonukleotiden, die wieder entfernt werden, fihren zu
Einzelstrangbrichen (Caldecott 2014). Insgesamt kommen Einzelstrangbriche
deutlich haufiger vor als Doppelstrangbrtiche (Caldecott 2014), das kénnte also das
haufige Auftreten von Genkonversion bei H. volcanii erklaren.

Dass H. volcanii mittels Genkonversion unter Selektionsdruck innerhalb kirzester
Zeit homozygot in einem heterozygoten Locus werden kann, konnten Lange und
Kollegen bereits 2011 zeigen. Sie konstruierten eine heterozygote Mutante, deren
natives Tryptophan-synthese Gen (trpA) deletiert war und stattdessen in das Leucin-
synthese Gen (leuB) inseriert war. Um nun prototroph zu bleiben, musste die Zelle
sowohl das native leuB-Gen sowie das leuB-Gen mit inseriertem trpA (leuB::trpA)
erhalten. Lange und Kollegen untersuchten mittels qPCR, wie viele Genomkopien
das native leuB enthielten und wie viele das artifizielle Konstrukt aus leuB::trpA.
Auffallig ist, das schon zu Beginn des Experiments nur ungefahr nur ein fiinftel der
Zellen das leuB::trpA-Allel aufweist, der Rest leuB. Sie konnten dann zeigen, dass
bei Zugabe von Tryptophan in das Medium, was gegen leuB::trpA selektiert, die
Insertion bereits nach vier Tagen verloren gegangen war und die Zellen homozygot
fur das intakte leuB waren. Wenn sie im Gegenzug Leucin supplementierten erhéhte
sich der Anteil an leuB::trpA deutlich, konnte aber auch nach 37 Tagen das leuB-Allel
nicht vertrdngen. Eine mdgliche Ursache hierflr ist, dass fur die Wiederherstellung
des leuB-Allels lediglich 53 bp lbertragen werden missen, fir die Generation des
leuB::trpA-Allels allerdings 958 bp. Bei Zugabe beider Aminoséuren ins Medium war
nach neun Tagen das leuB::trpA-Allel verdrangt und die Zellen homozygot fur leuB.
Diese Ergebnisse zeigen, dass die Homozygotie bei den untersuchten Loci fur die

Auxotrophie/Prototrophie von trpA und thyA nach zwei Monaten Inkubationzeit
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keines falls Uberraschen ist, auch wenn hier im Gegensatz zu dem Experiment von
Lange und Kollegen nicht subkultiviert wurde. Warum der thyA-Locus bei den zuerst
untersuchten Zellen durchgehend heterozygot und bei den einen Monat spéater
untersuchten Zellen durchgehend homozygot war, ist schwerer zu erklaren.
Maoglicherweise spielt tatséchlich die Zeit eine Rolle, da es aufgrund der Lange der
zu Ubertragenden Sequenz (930 bp) dauert, bis die Zellen tatsachlich homozygot
sind — bei Lange und Kollegen waren Zellen, in denen 958 bp fir Homozygotie
Ubertragen werden musste nach 37 Tagen ebenfalls nicht homozygot und es ist
unbekannt, wie lange es gedauert hatte, bis sie es gewesen waren. Allerdings ist im
Gegensatz dazu der trpA-Locus schon bei den zuerst untersuchten Zellen
Uberwiegend homozygot, obwohl die zu Ubertragende Sequenz hier immerhin eine
Lange von 779 bp aufweist und damit nicht wesentlich kirzer ist. Die einzige, weitere
Untersuchung der Genkonversion in Archaea wurde in Methanococcus maripaludis
durchgefiihrt und kommt zu einem vergleichbaren Ergebnis (Hildenbrand et al. 2011).
Hier wurde das essentielle Gen selD durch das Gen pacN ersetzt, das eine
Puromycin-Restistenz kodiert. Da selD essentiell ist, war die Zelle unter
Selektionsdruck heterozygot und ahnlich wie in H. volcanii war ein Allel (selD) nur in
geringer Anzahl vorhanden. Hildenbrand und Kollegen untersuchten nun, wie sich
das Allelverhaltnis unter abnehmendem Selektionsdruck mit verschiedenen
Konzentrationen an Puromycin verschob. Gezeigt werden konnte, dass nach 14
Generationen ohne Selektionsdruck das native selD das pacN fast vollstandig ersetzt
hatte und dass die Geschwindigkeit dieses Ersatzes proportional war zur
Puromycinkonzentration, d.h. auch bei den Zellen mit der geringsten Puromycin-
Konzentration hatte die Allelkopienzahl von selD die von pacN uberholt, bei der
nachst héheren Konzentration hielten sich die Kopien die Waage und bei der vollen
Puromycinkonzentration kam es kaum zu Veranderungen im Vergleich zum Anfang.
Dies zeigt, dass der Selektionsdruck einen direkten Einfluss auf die Richtung und
auch die Geschwindigkeit der Genkonversion hat. Auch bei M. maripaludis hat sich
ohne Seletionsdruck das native Gen durchgesetzt — allerdings ist in diesem Fall
unbekannt, wie die GroRenverhéltnisse von selD und pacN sind, sodass nicht
eingeschatzt werden kann, ob hier mdglicherweise auch die Lé&nge der zu
Ubertragenen Sequenz einen Einfluss hatte.

Unklar ist, wie genau H. volcanii und auch M. maripaludis es steuern, dass sich

das native Gen gegenuber der artifiziellen Deletion/Insertion durchsetzt, wenn damit
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ein Wachstumsvorteil verbunden ist. In Rhizobium etli konnte gezeigt werden, dass
das Allel, das den Doppelstrangbruch erleidet, als Akzeptor dient (Yanez-Cuna et al.
2016). Aber selbst wenn H. volcanii oder M. maripaludis Enzyme besitzen wirde, die
gezielt Doppelstrangbriche induzieren konnten, um ein Allel als Akzeptorallel zu
definieren, musste es einen Mechanismus geben, der Auskunft darliber gibt, welches
Allel denn das gewiinschte ist. Bei der in dieser Arbeit generierten in-frame Mutanten
wird sowohl bei der Deletion als auch bei dem intakten Gen eine mRNA synthetisiert
und auch translatiert, d. h. es muisste einen Mechanismus geben, der die
Funktionalitat eines Proteins beurteilt. Nicht nur erscheint das sehr unwahrscheinlich,
es konnte auch in nicht-selektierten Loci gezeigt werden, dass sowohl die Expression
eines Gens als auch die Funktionalitdt nicht entscheidend fiir die Richtung der
Genkonversion ist. Viel wahrscheinlicher ist, dass Genkonversion auch hier gleich
haufig in beide Richtungen ablauft, gegen die Deletion nur selektiert wird, da ohne
das Gen kein Wachstum mehr mdglich ist — Zellen, die diesen Weg gegangen sind,
konnen in Experimenten, die mit Selektionsdruck arbeiten, dementsprechend auch
nicht detektiert werden. Zwar wirde das dafir sprechen, dass die Zellen immer
heterozygot blieben, aber da H. volcanii eine Vereinheitlichung seines Genoms
bevorzugt, kommt es irgendwann zu Homozygotie — sowohl homozygot zur Deletion,
als auch homozygot zum intakten Gen, nur das die erste Version kein Wachstum
zeigt und damit nicht detektiert werden kann. Diese Vereinheitlichung des Genoms
scheint fur polyploide Organismen tatsachlich eher die Norm als die Ausnahme zu
sein. Neben H. volcanii und M. maripaludis kann Heterozygotie auch bei
Cyanobakterien nur unter Selektionsdruck erzeugt und beibehalten werden (Labarre
et al. 1989; Spence et al. 2004; Takahama et al. 2004). Auch das Riesenbakterium
Epulopiscium mit zum Teil 200.000 Genomkopien homogenisiert - vermutlich tber
Genkonversion - sein Genom, sodass alle 200.000 Kopien identisch sind (Mendell et
al. 2008). Im starken Gegensatz hierzu steht ein anderes Riesenbakterium,
A. oxaliferum, das seine Genome nicht vereinheitlicht (lonescu et al. 2017). Sein
Genom enthalt nur wenige identische Kopien und wird als so komplex beschrieben,
als ware die Diversitat einer kompletten Zellgemeinschaft in einer einzigen Zelle.
Warum es A. oxaliferum anders macht als bisher alle untersuchten polyploiden
Prokaryoten und welchen Voteil es daraus zieht, ist derzeit unklar.

Dass H. volcanii auch ohne Selektionsdruck Genkonversion betreibt, konnten

Lange und Kollegen bereits zeigen. Interessant jedoch ist, dass nur ein sehr geringer
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Anteil der Genkonversion das Ergebnis eines roten Klons bzw. des Gegenteils ohne
Promotor und mit Deletion lieferte. Eine mdgliche Ursache ist, dass die tUbertragene
DNA-Sequenz, sogenannte Gene Conversion Tracts, langer ist als der Abstand
zwischen Promotor und Deletion (626 bp) ist, sodass immer beides Ubertragen wird.
Uber die Lange von Gene Conversion Tracts bei Proykaryoten ist noch nichts
bekannt - das liegt vor allem daran, dass Prokaryoten lange als monoploid galten
und Genkonversion immer anhand von homologen Genen untersucht wurde, wo der
Gene Conversion Tract mit erreichen des Endes des homolgen Bereichs (in diesen
Fallen meistens des Gens) endet (Paulsson et al. 2017). In Saugetieren haben die
Gene Conversion Tracts bei mitotischer Teilung meist eine Lange von 200 bp bis zu
1 kb, bei Hefe sind sie ofters langer als 4 kb (Chen et al. 2007). Dass H. volcanii kein
Problem der Ubertragung langer Sequenzen mittels homologer Rekombination hat,
konnten die folgenden Beobachtungen zeigen. Nach dem Mating von H. volcanii mit
H. mediteranii konnten Naor und Kollegen zeigen, dass ein Fragment der Gré3e von
310 bis 530 kb von H. volcaniis Chromosom in das von H. mediteranii rekombiniert
hatte (Naor et al. 2012). Die Deletion von orc5 fihrte zur Aufteilung des
Hauptchromosoms in zwei Chromosomen mit einer Gré3e von 2.696 kb und 787 kb
und weitere genetische Manipulation provozierte zusatzliche Rearrangements
(Ausiannikava et al. 2018). Dariber hinaus hat der in dieser Arbeit verwendete
Stamm H26 das kleine Chromosom pHV4 mit einer Lange von 636 kb in sein Genom
integriert (Hawkins et al. 2013). Um sowohl den Promotor als auch die 10 nt Deletion
zu Ubertragen, muss der Gene Conversion Tract nur eine Lange von 626 bp
betragen und es besteht die Méglichkeit, dass er in H. volcanii im Durchschnitt langer
ist. Die roten Klone entstehen in diesem Fall nur, wenn der Anfang oder das Ende
eines solchen Gene Conversion Tracts zwischen Promotor und HVO_2528-ORF
liegt. Dies wurde die geringe Anzahl an an roten Klonen bzw. ihrem ,Gegensatz“ und
der hohen Anzahl der homozygoten Ausgangsloci der Elternstamme erklaren. Auch
bei den nicht-selektierten Loci zeigt H. volcanii die schon bei selektierten Loci
gezeigte Préferenz in Richtung Verinheitlichung seines Genoms: in der Halfte der
Félle entstandt homozygot Promotor mit zerstértem Gen und in der anderen Halfte
homozygot nicht-exprimiertes intaktes Gen. Ob ein Allel exprimiert oder das
exprmierte Protein funktional ist, spielt demnach keine Rolle bei der Wahl des
Donorallels. Das erklart auch, warum aus den roten Keilen zum Teil wieder weil3e

Keile heraus wuchsen. Wie anhand des roten Klon 1 gezeigt (siehe Abb. 37),
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mussen die Loci des Promotors oder des Carotinoidbiosynthesegens nicht
homozygot vorliegen, um eine sichtbare rote Farbe zu generieren. Aufgrund der
fehlenden Richtung der Genkonversion in nicht selektierten Bereichen, kann sie aber
auch wieder in die Richtung des fehlenden Promotors oder der 10 nt Deletion im
ORF ablaufen, wodurch die Zellen wieder weil3 werden. Bei Lange und Kollegen
(2011) konnte bei fehlendem Selektionsdruck sehr wohl eine Richtung beobachtet
werden, in Richtung des nativen leuBs, allerdings ist unklar, ob H. volcanii tatsachlich
erkennen konnte, dass es sich bei dem leuB-Allel um das native Allel handelte und
bei leuB::trpA und ein artifizielles Konstrukt oder ob die Ubertragung von 53 bp im
Vergleich zu 958 bp die 6konomischere Losung war, die Genomkopien aneinander
anzugleichen. Bei dem einzigen anderen untersuchten Archaeon, Methanococcus
maripaludis, verhielt es sich &hnlich (Hildenbrand et al. 2011).

In dieser Arbeit ist das Proof-of-Principle dieses Experiments zur Untersuchung
von Genkonversion gelungen und bietet nun eine Vielzahl von Mdglichkeiten,
Genkonversion in Haloferax volcanii weiter zu untersuchen und somit zu einem

besseren Verstandnis in Archaea, aber auch in den anderen Domanen, beizutragen.
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Anhang

Oligonukleotide

Uberhange: unterstrichen; Schnittstellen: fett

Name 5¢‘ > 3‘ Sequenz Beschreibung
M13-20 GGAAACAGCTATGACCATG Sequenzierung von pMH101,
rev_T3 AATTAACCCTCACTAAAGGG pTA929 und pTA929_M2-18
Plasmiden
pyrE Seq for GTGCCACCTAAATTGTAAGC )
Sequenzierung von pyrgE2
pyrE Seq rev ACAACACTCAACCCTATCTC
HIS3 AGCGATTGGCATTATCAC )
) Sequenzierung von HIS3
Sequenzierung
CHR_St for CTGAGGAAATCGTCGTCATC Amplifikation des gPCR-
CHR_St_rev CAGAGTCGGTCGAGAATC Standards des
Hauptchromosoms
CHR_A for4 GCGAGACGGACGGTCGCTTCC Amplifikation des gPCR-
CHR_A_rev4 CGAGCAGCATCGCCGCGGACAG Analysefragments des
Hauptchromosoms
pHV1_St for CGGGAGATACCCGAGACGACGAGATGCAACAGC Amplifikation des qPCR-
pHV1_ St rev GCGATTTTATCCCGGTCCACGTCAGACCGAAGC Standards von pHV1
pHV1_A forl CCAGCACAATACGGGGTATCAGCTCACCCGC Amplifikation des qPCR-
pHV1_A_revl GGTTCGAGGTGTAAGCGTCGAACTTCACCGTCC Analysefragments von pHV1
pHV3_St_for CGCGACCCGCTGTTCCGCTATGACCAACC Amplifikation des gPCR-
pHV3_St_rev GGTCGTCGGCGACGGTGAGATACTGTCGG Standards von pHV3
pHV3_A_ forl GCACACCGAGGCCTCGGTCATCAAGACGC Amplifikation des qPCR-
pHV3_A_revl GCGTCGTACGACGGGAAGACGAGTTCGTCG Analysefragments von pHV3
pMH101 for CTGACTCGCTGCGCTCGGTCG Konstruktion des Suicide-
pMH101 rev CCAATACGCAAACCGCCTCTCCC Halo-Hefe-E.coli-Plasmids (S-
HHC)
p423hxt7 for CGGGGAGAGGCGGTTTGCGTATTGGGCATGCTAGAT Pael Schnittstelle

p423hxt7 rev

GA pMH101 for
GA pMH101
rev

M2-18 for

M2-18 rev

pTA929-M2-18
T1 for

Gib TA929 T1
rev

Gib TA929 T2
for

CCGTCGAGTTCAAGAG

CGAACGACCGAGCGCAGCGAGTCAGGCATGCAACGA

AGCATCTGTGCTTC
CCACTAGTTCTAGAGCGGCC
CGGTACCCAATTCGCCCT

ACCGACCCGATTCGACCCGGTACCGGGCATGCCGTG

GATAAAAC

CGATATCAAGCTTATCGACATATGCCACTGCAGAGTTC

GGCTTC

ATCAACGAAGCCGAACTCTGCAGTGGCATATGTCGAT

AAGCTTGATATCGAATTCC

CTGGCCTTTTGCTGGCCTTTTGCTCACATGAGCTTCTT

TGATTCGAGCCATTTG

TGGCTCGAATCAAAGAAGCTCATGTGAGCAAAAGGCC

AGCAAAAGG

Pael Schnittstelle

Amplifikation des pMH101-
Plasmidriickrads fiir Gibson-

Assembly

Konstruktion von pTA929 M2-
18
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pTA929-M2-18
T2 rev

Gib TA929 T1
for

Gib TA929 T1
rev

Gib TA929 T2
for

Gib TA929 T2
rev

0001 P1
0001 P2

0001 P3
0001 P4 neu
0001 N for Ndel

0001 N rev
Hindlll
0194 P1
0194 P2

0194 P3

0194 P4
0194 PO rev

0194 St for
0194 St rev
0194 A for
0194 A rev

P1 HVO_0634
P2 HVO_0634
neu

P3 HVO_0634
neu

P4 HVO_0634
0634 PO rev

0634 St for
0634 Strev
0634 A for
0634 A rev
HVO_1537 P1

CGAGGGGTTTTATCCACGGCATGCCCGGTACCGGGT
CGAATCGG
AACGCCGCCTGCGCCCACCACCACCACCACCACTGA
GGCCGCACCTCTGGACCATC
CTGGCCTTTTGCTGGCCTTTTGCTCACATGAGCTTCTT
TGATTCGAGCCATTTG
TGGCTCGAATCAAAGAAGCTCATGTGAGCAAAAGGCC
AGCAAAAGG

TGCGCAATAGGTCCGCGAATG

CTCGGTCTCCGACACCCATCC

TCGAACCGCGCCTGCACGAATCGCGGATTCTCTTCCTCG

TCCATCG
ACGAGAAAAATCCGCGATCGTCAGGCGCGGTTCGAC

GAGAACTGGTACGACCGGGCGAA
CACCTACATATGCACCACCACCACCACCACGACGAGG
AAGAGAATCCG
CACCTAAAGCTTTCAGTTGTCGAACCGC

CGAGTTCCCACCGAACCGTGGCG
AGGCGGTCCAAGTCGGGGTCCTCCCTCATCGAGTAAA
GTACCAC

GGAGGACCCCGACTTGGACCGCCTCTGAGGGCGTCT
CG
CGCCGAGGTCCGAGACGCCCG

CGCGCAGCAGCGAGTAGAGCGTGTC

GGGACGAGACGGTGTTC
GTAGGCGAGCGAGATGG
CCACCGCGAGAGCCAACTGC
CGAGCGCGACGACGAGCACC
CACAGACACCACCGTTGCAC
AATCTCGTCGAGGAACCGGCGCATTAGCGTCG

ATGCGCCGGTTCCTCGACGAGATTCGGAAGACC

CAGTTCGGTCGTCGTGGATTTC
CTTCGAGCTTGCCGTTCGAG

AGCCGAACAACGTCTTCC
CGAGCGCGTAGCTGTAATAG
CCGCCCGGTGCGGTGATTAG
TCTGCGATGGCGACCTCAGC
CGGCGTCTTGATGTGGTAGGC

Amplifikation des pTA929-
Plasmidriickrads fiir Gibson-

Assembly

Deletion von HVO_0001
(orcl)

Uberexpression von
HVO_0001 in pTA929_M2-18,
N-terminaler His-Tag, Kloniert
Uber Ndel & Hindlll

Deletion von HVO_0194
(orc9)

Detektion von Pop-Out Klonen
(zusammen mit 0194 P1)

Verifizierung der
Deletionsmutante A0194
mittels gPCR

Deletion von HYO_0634
(orc2)

Detektion von Pop-Out Klonen
(zusammen mit P1
HVO_0634)

Verifizierung der
Deletionsmutante A0634
mittels gPCR

Deletion von HVO_1537
(orc15)
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HVO_1537 P2

HVO_1537 P3

HVO_1537 P4
1725 _fwdl
1725 rev2
1725_fwd3

1725 rev4
1725 N for Ndel

1725 N rev
Hindlll
HVO_2042 P1
HVO_2042 P2

HVO_2042 P3

HVO_2042 P4
HVO_2133 P1
for

HVO_2133 P2
rev

HVO_2133 P3
for

HVO_2133 P4
rev

2133 N for Ndel

2133 N rev
Hindlll

orcl4 P1 F
orcl4 P2 F
orcl4 P3 F
orcl4 P4 F
orcl4 PO rev
2292 Sonde for
2293-P1 M
2293-P2 M
2293-P3 M

2293-P4 M
HVO_A0001 P1
HVO_A0001 P2

CCATGCGCCTCGAAGACAGAAACTTCTCGACGCTGGC
GTTC
AACGCCAGCGTCGAGAAGTTTCTGTCTTCGAGGCGCA
TGGC

CACTCCTTGGCGGACGGCTG
GTATATTCGTGTTAACGACCATTGATACACTCGTGAAG
TCAAGAGTCCGTGGCGTTAGGCATGTTCGCAACACAC
ATGCCTAACGCCACGGACTCTTGATTGGAGAATCGAA
CTCTC

CGAAGCGGTGCTGGGAGAAGATAC
CACCTACATATGCACCACCACCACCACCACCCTAACG
CCAGCGACG
CACCTAAAGCTTTCAAGAGTCCGTGTTCTCG

CGTGGGGGTCAGATTTTCGTCCCGG
CTGCTCCGAGCACTCGAAGGATCCCATACGTGTTGCA
GACCTG
GGATCCTTCGAGTGCTCGGAGCAGTAACCCACAGAAC
AGATG

CGTAACCGCGCCGTCGAACGAGC
TCACTATAGGGCGAATTGGGTACCGGCTCATACGCGG
ACTAGC
ACTACGTGGGAACAGATTACTGCGCCGCTTCGATGTC
CATGTC
CCACTACGACATGGACATCGAAGCGGCGCAGTAATCT
GTTCCC
GTGGCGGCCGCTCTAGAACTAGTGGCTGGTCGAATCC
TCAGTC
CACCTACATATGCACCACCACCACCACCACGACATCG
AAGCGAGGATCC
CACCTAAAGCTTTTACTGCGCGGCGAAC

TGTACTGCCAGCAGTTGATG
CTACTGTAGGCCGGTATCGTTGGCGAGTTCCATAC
GAACTCGCCAACGATACCGGCCTACAGTAGGTCAG
AGGATGAGGTCGAGGGTTTG
GGTTCGAATCCGATTCTCTG
ACTCGCCAACGATGAAATAC
GAGGTGTGGTGGCCGGTTC
GTTTACACCTTGTCTGCCGCTACCAGATTCCGAAGTC
GAATCTGGTAGCGGCAGACAAGGTGTAAACAGTGTTG
GCG

GGGTGATGTGCGGGTAAAGGC
TGTGACGACCCGCGTCGACGAGC
TACCTACTGCTCGATGAACTCGAATAGGGGCATACTA
CCACGGTTCGACC

Deletion von HVO_1725
(orch)

Uberexpression von
HVO_1725 in pTA929 M2-18,
N-terminaler His-Tag, Kloniert
Uber Ndel & Hindlll

Deletion von HVO_2042
(orc4)

Deletion von HVO_2133
(orc16)

Uberexpression von
HVO_2133 in pTA929_M2-18,
N-terminaler His-Tag, Kloniert
Uber Ndel & Hindlll

Deletion von HVO_2292
(orcl4)

Sondengeneration fur
Southern-Blot

Deletion von HVO_2293
(orc11)

Deletion von HYO_A0001
(orcl13)
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HVO_A0001 P3

HVO_A0001 P4
orcl3P1F
orcl3 P2 F
orcl3 P3 F
orcl3 P4 F
orcl3 PO rev

A0064 Sonde
for

A0064 Sonde
rev

A0072 P1B
A0072 P2 B
A0072 P3 B
A0072 P4 B
A0072 PO rev

HVO_A0257 P1
for

HVO_A0257 P2
rev
HVO_A0257 P3
for

HVO_A0257 P4
rev

A0257 N for
Ndel

A0257 N rev
Hindlll
HVO_B0001 P1
HVO_BO0001 P2

HVO_B0001 P3

HVO_B0001 P4
HVO_C0001
P1

HVO_C0001
P2

HVO_C0001
P3

HVO_C0001
P4

AGTATGCCCCTATTCGAGTTCATCGAGCAGTAGGTAG
GTCGACGCTCAGTACC
GCGCTGGAAGAGACAGTAAAACCGTTCCGG
AACGAGCTTCACCAACCATC
TTAGTTCTTGCTCCGTCCCTCTCGTCCCATTATGAAC
ATGGGACGAGAGGGACGGAGCAAGAACTAATCTCGC
ACCTTCCGACGGAAATCAAC
CAGCTCGATCTGCAGTCTTC

CGCCTTCAAGCCAGAATC

CCTCGGAGAGGGAGAAATAC

TCGATGCCGTACTGAATCTC
TTACTGCATCGGCGAAGCATCGCGAATCATCTATATC
ATGATTCGCGATGCTTCGCCGATGCAGTAACG
CCCTCGTCAGGGTTCTAC

CACGAGGCGATCATCGAC

TCACTATAGGGCGAATTGGGTACCGTGGGTGGGTGTC
TTTACG
GGGAAAACGGAGATTACGCGAGATCGAGTTGCGACG
GGTCATC
GATGGCTGATGACCCGTCGCAACTCGATCTCGCGTAA
TCTCCG
GTGGCGGCCGCTCTAGAACTAGTGGTTGGCCGAACA
CAAGGAG
CACCTACATATGCACCACCACCACCACCACGCTGATG
ACCCGTCGC
CACCTAAAGCTTTTACGCGAGATCTTCCAGTC

CCATCTGTCCTCGGGAACACACAC
CGTGGAGATACGGCTCTCGCTCTCGTCCGATGTCATG
TG
TCGGACGAGAGCGAGAGCCGTATCTCCACGCTCGAAT
AG

ACTCGAACGCGTCGGCGAAC
CGTGGTTGACCCGACCCACTC

ATCCTCATGCGGTGCGCGGAATACCTGTGTCTCTGTG
TC
ACACAGGTATTCCGCGCACCGCATGAGGATTTGGTGT
C

CGCGAGTATGTCGAGGTCGGATTC

Deletion von HVO_A0064
(orc13)

Detektion von Pop-Out Klonen

(zusammen mit orc13 P1 F)

Sondengeneration fur
Southern-Blot

Deletion von HVO_A0072
(orc12)

Sondengeneration fur
Southern-Blot (zusammen mit
A0072 P1 B)

Deletion von HVO_A0257
(orc7)

Uberexpression von
HVO_A0257 in pTA929_M2-
18, N-terminaler His-Tag,
Kloniert tiber Ndel & Hindlll

Deletion von HVYO_B0001
(orc6)

Deletion von HYO_C0001
(orc10)



Anhang

164

HVO_C0057
P1
HVO_C0057
P2
HVO_C0057
P3
HVO_C0057
P4

HVO_2380 P1
for

HVO_2380 P2
rev
HVO_2380 P3
for

HVO_2380 P4
rev
HVO_1723 P1

HVO_1723 P2

HVO_1723 P3

HVO_1723 P4

1723 PO rev

HVO_1724 for
(Hfx) neu
HVO_1724 rev
(Hfx) neu
HVO_3010 P1
for

HVO_3010 P2
rev
HVO_3010 P3
for

HVO_3010 P4
rev

3010 PO rev

HVO_3012 P1
for
HVO_ 3012 P2

rev

CCGGTGTGCACGACGATCTCAGAAAGTCTTC

CTATTTCGAGACGTCCATGTCTGTCACGTCCTCACGG
GAAGG
GTGACAGACATGGACGTCTCGAAATAGCAGCCCACCC
AC

GTGGTTATATATTCCTGTCGAGTGGGGACGGACC

TCACTATAGGGCGAATTGGGTACCGGTGCTGATGGCT
GTGTTC
GGTCTTGGATGTCCTCGTAGTAGCGCGCCACTTCGAG
TTGGAC
GAACGAAGTCCAACTCGAAGTGGCGCGCTACTACGAG
GACATC
GTGGCGGCCGCTCTAGAACTAGTGGTTCGCGGAAGT
CGACATC
TCACTATAGGGCGAATTGGGTACCGTGACTCCCGGTC
AGGTTC
AGCGCCCGACGACGGGTGATTACTCCTCGGCAGTCAT
CGAAGC
GTATTCGGCTTCGATGACTGCCGAGGAGTAATCACCC
GTCGTC
GTGGCGGCCGCTCTAGAACTAGTGGCCGCTAACTGTC
GAACTG

GTACTGGGTCGGGTTGTC

TTCACATTCGCGGACCTATTGCGCAATGCGTGCGCTC
AGTCGCTTG
GGTGGTGGTGGGCGCAGGCGGCGTTCGAGGCCGAG
GCTCGGGACGTGCTCGACC
CGGGGAGAGGCGGTTTGCGTATTGGCAACGACCAGT
TCGAGAG
GGACCTCCTTGAGGTCCTCCTCGTTCGACATCGGTGA
CGATTG
GGGCGAGCAATCGTCACCGATGTCGAACGAGGAGGA
CCTCAAG
CGAACGACCGAGCGCAGCGAGTCAGCTCGACTTCGC
CATCGAG

TAGCGCTCTGCGATGTAG

TCACTATAGGGCGAATTGGGTACCGCACCATGCCTGA
AGCAAC
TGTCCGGAACTTCGATGACGTACCGGCATTGATGTGG
CATTGG

Deletion von HVO_C0057
(orc8)

Deletion von HVO_2380
(cdc48a)

Deletion von HVO_1723
(rad25d)

Detektion von Pop-Out Klonen

(zusammen von 1723 PO rev)

Uberexpression von
HVO_1724 in pTA929, C-

terminaler His-Tag

Deletion von HVO_3010 (hef)

Deketion von Pop-Out Klonen
(zusammen mit HYO_3010 P1
for)

Deletion von HYO_ 3012
(0apC)



Anhang

165

HVO_3012 P3
for

HVO_3012 P4
rev
HVO_3012 for
(HfX) neu
HVO_3012 rev
(HfX) neu
HVO_3013 for
(HfX) neu
HVO_3013 rev
(HfX) neu
HVO_3014 for
(Hfx) neu
HVO_3014 rev
(Hfx) neu
HVO_3012
Sonde for
HVO_3012
Sonde rev
HVO_3013
Sonde for
HVO_3013
Sonde rev
HVO_3014
Sonde for
HVO_3014
Sonde rev
HVO_2918 P1
for

HVO_2918 P2
rev
HVO_2918 P3
for

HVO_2918 P4
rev

1752/Irp
(PKS13) P1
1752/Irp
(PKS13) P2
pKS13 for
pKS13 rev
1752/Irp
(PKS13) P3
1752/Irp
(PKS13) P4

ACATCCACCAATGCCACATCAATGCCGGTACGTCATC
GAAGTTC
GTGGCGGCCGCTCTAGAACTAGTGGGCGAGGCGAAT
CTGATAG
TTCACATTCGCGGACCTATTGCGCAATGCCACATCAAT
GCACCACG
GGTGGTGGTGGGCGCAGGCGGCGTTCGAGGCCGAG
GCGTCCTCGCGGTTGCC
TTCACATTCGCGGACCTATTGCGCAATGCCTGAAGCA
ACCGCCTCC
GGTGGTGGTGGGCGCAGGCGGCGTTCGAGGCCGAG
GCCTTTCGCGAGACGAGCGC
TTCACATTCGCGGACCTATTGCGCAATGGGACTGCTC
ACAGATTTAAGAGAC
GGTGGTGGTGGGCGCAGGCGGCGTTCGAGGCCGAG
GCCGCGAAGTACTTCGCGATT
GCGGCAACAAGTTTCAGTTC

GAGTTGTCTTCGTCCGTCTC

GGGTCCAGATAGACCTCTTC

ATGAGATTCTCGTCCTTGTG

GAAGACGACTCTCGCAAATC

GCTGACAACTCGACTGTTTC

CGGGGAGAGGCGGTTTGCGTATTGGGAGGTGGTCGT
CCTTGTG
CCGGGTCGTAGTCGCGGAGGACGATATATTGGCGCAT
GAGAGG
CAGGGCACCTCTCATGCGCCAATATATCGTCCTCCGC
GACTAC
CGAACGACCGAGCGCAGCGAGTCAGCCGAGGAACTG
CTCGTAG
TCACTATAGGGCGAATTGGGTACCGGACGGCGAAGAC
GGTTAG
AGTCGAGAGCCGAGACAGAATTCATAACTCCCGAAAG
GACAATC

ATGAATTCTGTCTCGGCTC

TCATCTCGCGTCTTCGG
GGAGATGGCCGAAGACGCGAGATGAGATACGACCGC
CTCGAAG
GTGGCGGCCGCTCTAGAACTAGTGGGGTGGCGAAGT
TGACCTC

Uberexpression von
HVO_3012 in pTA929, C-
terminaler His-Tag

Uberexpression von
HVO_3013 in pTA929, C-
terminaler His-Tag

Uberexpression von
HVO_3014 in pTA929, C-
terminaler His-Tag

Sondengeneration zur
Detektion des Transkripts von
HVO_3012

Sondengeneration zur
Detektion des Transkripts von
HVO_3013

Sondengeneration zur
Detektion des Transkripts von
HVO_3014

Deletion von HVO_2918
(thyA)

Erweiterung der zu HVO_1752
homologen Bereiche im
Plasmid pKS13
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pKL3 1752 P2

Mut_2528 for
Mut_2528 rev
Ana -fdx for
Ana fdx rev

Ana 10nt Del for
neu

Ana 10nt Del
rev neu

trpA for

trpA rev

CGAGGGGTTTTATCCACGGCATGCCAACTCCCGAAAG
GACAATC

CCTCACCGACTACATGTGTTTCGGTACTCG
CGAGTACCGAAACACATGTAGTCGGTGAGG
CAGTGTTCGCAGGTCATTC
CGCGTCAGTTCGTAGTAGTC
CGGCCCTCACCGACTAC

TCGACGTGGTCCTGCATC

TACGTCGTGGTCAACGTTTC
GCCGACGTTGATATGGAAGG

Generierung des Plasmids
PMH101_A1752::Psax-2528mut
Einbringung einer 10 nt langen
Deletion in HVO_2528
Analyseprimer zur Detektion

des fdx-Promotors

Analyseprimer zur Detektion
der 10 nt langen Deletion

Analyseprimer zur Detektion

des trpA-Gens vs. Deletion
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