“Untersuchung des Zellzyklusses von Halobacterium salinarum
unter besonderer Beriicksichtigung des SMC-Proteins Sph1”

Dissertation
zur Erlangung des Doktorgrades
der Naturwissenschaften

vorgelegt beim Fachbereich Biologie und Informatik
der Johann Wolfgang Goethe-Universitit
in Frankfurt am Main

von
Ute Herrmann
aus Frankfurt am Main

Frankfurt am Main 2002
(DF1)



“Untersuchung des Zellzyklusses von Halobacterium salinarum unter
besonderer Beriicksichtigung des SMC-Proteins Sph1”

Dissertation
zur Erlangung des Doktorgrades
der Naturwissenschaften

vorgelegt beim Fachbereich Biologie und Informatik
der Johann Wolfgang Goethe-Universitét
in Frankfurt am Main

von
Ute Herrmann
aus Frankfurt am Main

Frankfurt am Main 2002
(DF1)



vom Fachbereich Biologie und Informatik (15) der

Johann Wolfgang Goethe — Universitit als Dissertation angenommen.

Dekan: Prof. Dr. B. Streit

Gutachter: Prof. Dr. J. Soppa
Prof. Dr. B. Ludwig

Datum der Disputation: 20.12.2002



AUS DER ARBEIT HERVORGEGANGENE VEROFFENTLICHUNGEN:

Herrmann U. und Soppa, J. (2002) Cell cycle-dependent expression of an essential SMC-like
protein and dynamic chromosome localization in the archaecon Halobacterium salinarum.
Mol. Microbiol., im Druck

IN VORBEREITUNG:

Herrmann U., and Soppa, J. (2002) Change in the phenotype of Halobacterium salinarum
upon overproduction and depletion of the Sph1 Protein.



DANKSAGUNG:

Die vorliegende Arbeit wurde am Institut fiir Mikrobiologie der Johann Wolfgang Goethe-
Universitét in der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Jorg Soppa durchgefiihrt.

Herrn Prof. Dr. Jorg Soppa mochte ich fiir die Vergabe des Themas, seine Anregungen und
Hilfestellungen, sowie fiir die Diskussionen der Ergebnisse danken.

Herrn Prof. Dr. Bernd Ludwig danke ich fiir die Ubernahme des Zweitgutachtens.

Ich danke Herrn Prof. Dr. Achim Kroger fiir seine stete Diskussionsbereitschaft im
Arbeitsgruppenseminar und die Férderung meiner Arbeit.

Allen Mitgliedern der Arbeitsgruppen von Prof. Dr. Achim Krdger und Prof. Dr. Karl-Dieter
Entian danke ich fiir ihre stete Hilfsbereitschaft. Besonderer Dank gilt Simone Biel,
Dr. Roland Grof3, Dr. Matthias Rose und Dr. Jorg Simon.

Herrn Prof. Dr. Helmut Steiger und seiner Frau Ingeborg danke ich fiir die gute Nachbarschaft
und fiir die Nutzung ihres Aufenthaltsraums.

Ich danke den Arbeitsgruppen von Dr. Anita Marchfelder, Universitdit Ulm; Dr. Martin
Miiller, ETH Ziirich und Dr. Paul Walther, Universitidt Ulm fiir die gro8e Hilfsbereitschaft bei
der Kultivierung und Hochdruck-Schockgefrierung von Halobacterium salinarum Zellen.

Bei Dr. Reinhard Rachel, Universitdt Regensburg und seiner Arbeitsgruppe bedanke ich mich
fiir die Hilfestellung bei der Elektronenmikroskopie.

Meinen Kommilitonen Ulrike Bocker, Daniela Hildebrand, Andreas Hofmann, Isabel Schmitt,
Sandra Schiitz und Stefanie Steidl mochte ich fiur die vielen wissenschaftlichen und
unwissenschaftlichen Diskussionen danken.

Ich danke allen derzeitigen und ehemaligen Labormitgliedern der Arbeitsgruppe von
Prof. Dr. Jorg Soppa fiir die Zusammenarbeit.

Bei Alexandra zur Miihlen und Alexander Zaigler mochte ich mich fiir das lustige
Arbeitsklima bedanken. Bei Alexander Zaigler bedanke ich mich auBerdem fiir die gute
Zusammenarbeit, seine grenzenlose Geduld, seinen Beistand in schweren Zeiten und seine
Gesellschaft in guten Zeiten.

Mein besonderer Dank gilt meinen Eltern und Geschwistern, meiner Oma, Yusi Birim und
natlirlich Carsten Schleyer fiir ihre Unterstiitzung und viele andere Dinge, die man allzu leicht
fiir selbstverstandlich halt.






Inhaltsverzeichnis

I. ZUSAMMENFASSUNG 1
II. EINLEITUNG 3
Lo ATCRACA. ...ttt 3
20 ZRUZYKIUS. ..ottt et e e e e e e e araeeaaeas 4
3. SYNCHIONISALION. ......tiiitiiiiiieiieeii ettt ettt ettt et eeteesaaeebeeseaeenseesaneens 6
4. SMC PIOTEINE ...ueeeiiiiniieiie ettt ettt ettt e be e st ebe e e e bt e eaeean 9
5. ZACISELZUNG.....coeiieniieeiieeee ettt ettt ettt et st e e sbeeenbeesaeenbeenseeeene 13
III. ERGEBNISSE 14
1. Proteine der SMC Familie und weitere Zellzyklusproteine in H. salinarum.......... 14
1.1 SMC Proteine 1n H. SAlIRAFUM............cccccovviiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeee 14
1.2 Transkription von sphl und weiterer Zellzyklusgene............ccccoecveeirennnnne 17
2. Wachstumsphasen-abhéngige Expression von sphl und weiteren
Zellzyklusgenen in H. SAIINAFUN..............c.cocceiiiieiiiiiieiieeeeeeee e 21
2.1 TransKriptanalySe.......cceeevieriieiiieiieeie ettt et sae e 21
2.2 Proteinakkumulation............coccoiiiiiiiiiiiiiiee e 23
3. Modulation der Sph1 Konzentration in H. Salinarum.................ccccccueecueeereencvnennnnns 25
3.1  Uberproduktion VOn SPhl.........ccccocvveviuiveieieeieiereeieceeieisie e 25
3.2 Depletion VO SPhl......cccoeiiiiiiiiiiiiiieieeieeeee et ens 29
3.3 Quantifizierung der Molekiilzahl je H. salinarum-Zelle............................. 31
4. Etablierung einer Synchronisationsmethode...........c.ccocueeviieriieciienieeiieieeeeee, 32
4.1  Wirkung von eukaryalen Zellzyklusinhibitoren............c.cccocceeniieiiennnnen. 32
4.2 Hydroxyharnstoff...........coooieiiioiiiiiieiceeeee e 34
4.3 APhIAICOIN. ..ottt 35
4.4  Bestimmung der Zellteilungsebene............cccooeevieviiiiienieniieieciieeeeneene 38
4.5  SynchronisationSProZedur............coceecuerieririiinienenienteeeteeeesie e 40
4.6  Zellteilung nach Entfernen des Inhibitors..........ccccceevvieiieniieiieniicieeen, 45
5. Zellzyklus-abhéngige Expression von sphl und weiteren Zellzyklusgenen
VON H. SAIIATUN ..ottt 46
5.1 TransKriptanalySe........cceveeeiiieiiieiieeie et 46
5.2 Proteinakkumulation............cooerieriiiiiiienieieceeee e 48
6. Fluoreszenzmikroskopische Untersuchungen..........ccoceeveviinienenicniencniicnecnenn 49
7. Elektronenmikroskopische Untersuchungen............ccoocvevvierieiiienieeieeniecieees 55
7.1  Wachstum in Kapillaren.............coooiiiiiiiiiiiniieeeeeeeee e 55
7.2 Lokalisation von Sphl in H. SQlinarum...............cccccoeeveeecrvenceeecrveneeareennns 55
IV. DISKUSSION 59
1. Anderung der intrazelluliren Sph1 Konzentration...............ccccevevervevrerueveruererennes 59
2. Etablierung einer Synchronisationsprozedur.............ccccueeevieeriiieeniieeniie e 60
3. Synchronisationsprozeduren fiir archaeale Organismen............cccceeeveerieenieennennne. 61
4. Zellzyklus abhdngige Expression haloarchaealer Zellzyklusgene.......................... 62
5. Sphl-haltige KOMPIEXE......cccvereiieiiieiiieiieeieeiieeie ettt e 63
6. Expressionsprofile weiterer haloarchaealer Zellzyklusgene............cccceevveeenennnen. 64
7. Intrazelluldre Lokalisation von Sphl in Zellen von H. salinarum.......................... 65




Inhaltsverzeichnis

8. Sphl —ein Rad18 HOmOIOZ?.......cccuiiiiiiiieiieeieeeecee ettt 67
9. Dynamische intrazellulidre Lokalisation des Chromosoms in Zellen von

H. SQURATUIM ..ottt 68
10. Zellteilungsmodus von H. SALIRATUNL...............cccceeiiieiiaiiiiiieiieeeeeeee e 70
11. Regulierte Genexpression in H. SALINATUM..............ccceeeveeceieeieeiieiieeieeeieeeieeieens 71
12, ANLISENSE SYSIEIM. . ..eiiiiiiiiiiiiiiieieeit ettt st sb e 72
13. H. salinarum — ein archaealer Modellorganismus.............cccceeeveeeieniieneeecieenineennen. 73
EXPERIMENTELLER TEIL 74
1. Inhibitoren und OligonuKkIeotide. ........ccueiriiiiiiiiiieiiicie e 74
1.1 INNIDITOTEN. ...t 74
1.2 OlGONUKICOtIAC. ...c..eieuiieiiiieiieeie ettt e 74

a) Oligonukleotide fiir die Amplifikation von Genen fiir die
KIONIETUNG ...ttt 74
b) Oligonukleotide fiir die Herstellung von Sonden........................ 75
¢) Oligonukleotide fiir Sequenzierreaktionen.............ccoeeveeveennennne. 76
2. Verwendete Organismen und Zellzucht.............cccooveiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeee 77
2.1 Verwendete OrganiSmeN...........cccveerueeeiueeriieeireeniieeieeneeenseesaeesseesseesseessseens 77
Q) E. COLLvoaanniiiaie ettt 77
D) H. SALINAFUML. .........cccoviieeieeeieeeeeeeee e 77
2.2 NERMMEAICN. ...eiiiiiieiiii et 77
Q) E. COLL. .ot 77
D) H. SALIAAIUNL. . ...t 78
2.3 ZEHZUCKE. ... 79
2.4 Zellzucht in Kapillaren..........ccceeeiieiiiiieiiiecieece et 79
2.5  Aufnahme einer Wachstumskurve...........ccccoviiviiiiniiiniiniineiicecceiene 79
2.6 Stammhaltung..........coooiiiii e 80
Q) E. COLL. ..o, 80
D) H. SALIAAIUNL. . ...t 80
3. Molekularbiologische Methoden.............coccuieiiiiiiiiieniieiiecieeieee e 81
3.1 Isolierung von Gesamt-RNA aus H. salinarum...............ccccccoueeecvveeevnennen. 81
3.2 Isolierung von chromosomaler DNA aus H. salinarum............................. 82
33 Isolierung von Plasmid-DNA aus E. COli........ccccoueeveviiecieiiieeeiieeieeeen. 83
a) Isolierung von Plasmid-DNA in kleinem MaBstab...................... 83
b) Isolierung von Plasmid-DNA in groBBem Ma@stab...................... 84
3.4  Konzentrationsbestimmung von Nukleinsdurelosungen..............cceeeveennnnn. 84
3.5  Phenol-Chloroform-EXtraktion............ccccceeiiiiiiiiniiiiiiniccieeeeeeceee 85
3.6  Prézipitation von DNA aus LOSUNZEN.........cceeriieiieriiiiieeieeiiecie e 86
a) Prazipitation mit Polyethylenglycol (PEG).......ccccceeevvveveennnenn. 86
b) Prizipitation mit Kaliumazetat in Anwesenheit von Ethanol......87
3.7  Dialyse vOn DNA-LOSUNZEN.......ccciiiieiiieeiiieeiieeeieeeeieeeeveeesveeesveeeseveeenns 87
3.8  Spaltung von DNA mit Restriktionsendonukleasen.............cccccceevveenirennnnn. 88
3.9  Elektrophoretische Auftrennung von DNA-LOsungen...........c.ccceeeuveenneenee. 88
3.10 Elektrophoretische Auftrennung von RNA-Losungen..........cccceecveeieenennne 89
3.11  Extraktion von Nukleinsduren aus Agarosegelen..........c.cccceeeveerienirennnne. 90
3.12  Dephosphorylierung von NukIeinSauren............ccccceeveeriieeniieiieenieeieeninns 91
R IS T 7= 5 10 s OO STSRPS 92
3.14  Transformation von MiKroorganiSmen...........ccceecveerueerieenieeneeenieesieenieenne 92
Q) E. COLL. oot 92

II



Inhaltsverzeichnis

D) H. SALRAFUM . ........ooiiiiiiiieiiecieeeeeeeeee e 93
3.15 Polymerasekettenreaktion. ...........ceeeeeiieiniieiiiienie e 95
a) Standard-Polymerasekettenreaktion.............cccceeeveerveeciienieenenne. 95
b) Polymerasekettenreaktion mit ,,ganzen Zellen®.......................... 96
¢) Herstellung DIG-markierter Sonden.............ccccoevveecieenienciiennnenn. 97
3.16  Sequenzierreaktion. ... ....c.coeeruiriirienieniereeie ettt 98
3.17  Transfer von NUuKICINSAUIEN. .......cceevuiriiriiiieienieieeereeeeee e 99
a) Transfer von RNA auf Membranen............cccceeeveeeeveeeeieeennenns 99
b) Transfer von DNA auf Membranen.............ccccccveeeivenveereenneennnnnn 100
3.18 Hybridisierung und Chemolumineszenznachweis...........cccceeererueeeennenne 101
4. Proteinbiochemische Methoden............ccooieiiiiiiiiiiiniiiieeeeeeeee e 103
4.1  Heterologe Expression von sphlys in E. coli und Reinigung des
rekombinanten FusionSproteins..........c..ecvveevienieeriienieeiiienieeiee e e 103
4.2  Herstellen eines Rohextraktes aus H. salinarum...............ccccccouveeerveeecnnnn. 105
4.3  Konzentrationsbestimmung von Proteinlosungen............c.ccccveeeveerneennnennnen. 105
4.4  Prizipitation von Proteinen aus LOSUNZEN.........cceeviieiiieniiiiiieiiieieeeeee 105
a) NACh MEVAIreCh......ccciiiiiiiiciieie e 105
b) nach Wessel und FIGgge.........ccooevviiiiiiiiiiiiiieeeeeen 105
4.5  AcrylamidgeleleKtrophorese...........cocverieeiiieniieniieiieeiieee e 106
4.6 Western Transfer........cooiiiiiiiiiiiii e 110
4.7  Immunologische Detektion von Proteinen............ccoeceevieeciienieiiiieniennenne. 112
4.8  Fiarbung von Proteinen auf Nitrocellulosemembranen..............ccccceeuveenneee. 113
5. Zellbiologische Methoden............ccooiiiiiiiiriiiiiiieie e 114
5.1 Agarose beschichtete Objekttrager........ooevvvieviiieiiieeieeee e 114
5.2 Fixierung von H. salinarum Zellen, DNA-Férbung mit
Fluoreszenzfarbstoffen und Fluoreszenzmikroskopie...........cccccecvveeuvennnee. 114
5.3 SynchronisationSProZedur............cceerieeiienieeiiieniieeieeiie et eeeesveeneees 115
6. Elektronenmikroskopische Methoden.............cccoovviieiiiiiiiiieiiieceee e, 116
6.1  Hochdruck@efrierung..........ccoueevuiiiiieiieiiieiiecieeee et 116
6.2 GefT1erSUDSTIULION. ... .eitiiiiieiie et 116
6.3 Erstellen von Schnittpraparaten............ccceeveeeeiienieeiiienieeieesie e 117
6.4  ElektronenmikroSKOPi€.........cccueeriieeiiieeiiieeiiie et 117
6.5  Immunogoldmarkierung mit Silberverstarkung..............ccccceeviiiiiiiniiinenn. 118
To MALETIAL ..ottt ettt et 121
7.1 Chemikalien, Reagenzien und LOSUNgen...........cccocceeeevienieeiiienieeiieniieeieene 121
7.2 ENZYIME...oiiiiiiiieeeee et e s 122
7.3 Plasmide...c..couiiuiiiiiiieieieeee s 122
7.4 Membranen, Filter und KitS..........coovvvvviiiiiiiiiiiieeieee e 123
7.5 GOTAL...eeieiiiteeete ettt et sttt 123
VI. LITERATURVERZEICHNIS 125
VII. ABKURZUNGSVERZEICHNIS 141

III




I. Zusammenfassung

1. Zusammenfassung:

Das Genom des Archaeons Halobacterium salinarum kodiert vier Proteine der SMC Protein
Superfamilie. Zwei Proteine bilden dabei eine neue Gruppe und werden ,,SMC-artige Proteine
von H. salinarum® (Sphl und Sph2) genannt. Eine Transkriptanalyse ergab, dass sphl und
das 114 bp stromabwirts gelegene Ap24 Gen ausschlielich in exponentiell wachsenden
Zellen transkribiert werden. In Zellen der stationdren Wachstumsphase ist keines der beiden
Transkripte nachweisbar. Die Funktion von Sphl wurde durch Versuche mit
Uberproduktions- und Depletionsstimmen von H. salinarum untersucht. Die konditionale
Uberproduktion von Sphl inhibiert die weitere Zellteilung und fiihrt zu einer Lingenzunahme
der Zellen. Erstmals wurde durch ein antisense-mRNA-System in einem Archaeon ein
Protein, Sphl, depletiert. Die Depletion fiihrt ebenfalls zur Inhibition der weiteren
Zellteilungsereignisse. Beide Phianotypen zeigen, dass Sphl eine essentielle Rolle im Verlauf
des Zellzyklusses einnimmt.

Um Zellzyklus spezifische Ereignisse zu analysieren wurde eine Synchronisationsprozedur
fir H. salinarum entwickelt. Dazu wurde der Effekt von sechs eukaryalen
Zellzyklusinhibitoren auf den Zellzyklus von H. salinarum untersucht. Bei geeigneter
Konzentration verursacht der effizienten DNA Polymerase Inhibitor Aphidicolin eine schnelle
und reversible Zellzyklusblockade, wéhrend andere zelluldre Prozesse nicht beeinflusst
werden. Durch Ermittlung der Zelldichte, der mittleren Zelllinge und des Anteils an Septum
bildenden Zellen wurde festgestellt, dass nach Entfernen des Inhibitors ca. 70 % der in der
Kultur vorhandenen Zellen den Zellzyklus synchron durchlaufen. Diese Prozedur erlaubt
erstmals die Untersuchung der Zellzyklus abhédngigen Regulation der Transkription,
Proteinakkumulation sowie der intrazelluliren DNA-Lokalisation in einem Archaeon.
Transkriptionsstudien mit synchron wachsenden H. salinarum-Kulturen ergaben, dass das
sphl Transkript eindeutig Zellzyklus abhidngig reguliert ist. Die maximale Transkriptmenge
ist dabei zum Zeitpunkt der Septumbildung nachweisbar. Die Expression des hp24 Gens
beginnt etwa eine Stunde vor der Expression des sphl Gens. Bevor die sphl Transkriptmenge
thr Maximum erreicht, nimmt die 4p24 Expression wieder ab. Das cdcH Gen, das fiir ein
Protein der Cdc48 Familie kodiert, ist wie das sph/ Gen um den Zeitpunkt der Septumbildung
stark induziert, wihrend ein ftsZ Allel nicht in Zellzyklus abhéngiger Weise reguliert ist. Die
Transkriptionsmuster zeigen, dass die Transkription verschiedener Gene im Verlauf des

haloarchaealen Zellzyklusses prizise reguliert wird. Die Sphl Proteinmenge ist ebenfalls
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I. Zusammenfassung

wiahrend des Zellzyklusses reguliert; sie ist erhoht, wenn die Segregation der neuen
Chromosomen nahezu abgeschlossen ist. Folglich hat Sphl vermutlich eine Funktion in der
spiaten Phase der Replikation, z.B. in der DNA-Reparatur wie auch die eukaryalen Radl8
Proteine. Im Gegensatz zum sphl Transkript ist das Protein wéhrend des gesamten
Zellzyklusses in H. salinarum nachweisbar. Es ist daher nicht auszuschlieen, dass Sphl eine
weitere Funktion ausiibt, die eine Prasenz wihrend des gesamten Zellzyklusses bendtigt.

Ein Farbeprotokoll mit einem DNA spezifischen Fluoreszenzfarbstoff wurde entwickelt, um
die intrazellulire Lokalisation des Nukleoids in H. salinarum zu bestimmen und seine
differenzierte Positionierung im Verlauf des Zellzyklusses in synchronisierten Zellen zu
verfolgen. Synchronisierte Kulturen wurden mit Fluoreszenzmikroskopie untersucht. Es
zeigte sich, dass das haloarchaeale Nukleoid nach einer anfinglichen Verteilung auf die
gesamte Zelle in der Zellteilungsebene kondensiert. Im weiteren Verlauf wird die DNA ziigig
an die % und % Positionen transportiert. Alle DNA-Strukturen wurden auch in unbehandelten
Zellen beobachtet, so dass Synchronisationsartefakte ausgeschlossen werden kénnen. Diese
Daten beweisen, dass die DNA in Haloarchaea aktiv zu spezifischen intrazelluliren Regionen
transportiert wird und legen nahe, dass die Replikation in der Zellteilungsebene erfolgt, wie es
in den letzten Jahren fiir einige bakterielle Arten nachgewiesen wurde.

Die Untersuchungen bilden die Grundlage fiir weitere Untersuchungen molekularer Details

des archaealen Zellzyklusses.




II. Einleitung

II. Einleitung:

1. Archaea

Lebende Organismen lassen sich in die drei Dominen, Bacteria, Archaeca und Eukarya
einteilen (Woese ef al., 1990). Die Domine der Archaea (frither: Archaeabacteria umfasst die
drei Reiche der Crenarchaeota, der Euryarchaeota und der Korarchaeota (Abbildung 1). Viele
archaeale Arten besiedeln extreme Habitate, an denen andere Organismen nicht lebensfahig
sind. Die Amplifikation von 16 S rDNA aus Bodenproben mesophiler Habitate hat jedoch
klar gezeigt, dass Archaea auch in nicht extremen Biotopen weit verbreitet sind (DeLong und
Pace, 2001; DeLong, 1998). Archaea bilden eine der tiefsten Abzweigungen im Stammbaum
der Organismen und besitzen molekulare Eigenschaften von denen bislang angenommen
wurde, dass sie einzig den Eukarya vorbehalten wiren. Aus diesem Grund koénnen
Untersuchungen archaealer Organismen auch zum besseren Verstindnis der Biologie

eukaryaler Organismen fiihren.
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Abbildung 1: Phylogenetischer Stammbaum der Organismen
verdndert nach Brock et al. (1994)

Archaeale Organismen zeichnen sich durch eine faszinierende Mischung aus Eigenschaften
der beiden anderen Organismengruppen aus. Vollstindige Genomsequenzen wie z.B. die von
Methanococcus jannaschii (Bult et al., 1996), Methanobacterium thermoautotrophicum

(Smith et al., 1997), Archaeoglobus fulgidus (Klenk et al., 1997), Pyrococcus horikoshii
3




II. Einleitung

(Kawarabayasi et al, 1998), Aeropyrum pernix (Kawarabayasi et al., 1999),
Halobacterium salinarum (Ng et al., 2000), Sulfolobus solfataricus (She et al., 2001) und
Thermoplasma acidophilum (Ruepp et al., 2000) zeigen, dass archaeale Organismen sowohl
Gene mit bakteriellen als auch eukaryalen Homologen besitzen. Obwohl es sich bei Archaea
um Prokarya handelt sind insbesondere die Proteine der Informationsverarbeitung, d.h.
Replikation, Rekombination, Transkription (Transkriptionsfaktoren, Polymerase) und
Translation zu denen der Eukarya homolog (Olsen und Woese, 1997). Im Gegensatz dazu
sind die Proteine der zentralen Stoffwechselwege nidher mit bakteriellen als mit eukaryalen
Proteinen verwandt. Die Archaea haben jedoch auch eigene, nur auf ihre Doméne beschrankte
Merkmale, wie z.B. bestimmte rRNA Motive, iiber Etherbindung verkniipfte Membranlipide,
eigene Zellmembrankomponenten, sowie einzelner Gene und Proteine, die an einer Vielzahl
von Prozessen beteiligt sind (Ubersichtsartikel von Amend und Shock, 2001; Bell et al., 2001;
Roesser und Miiller, 2001; Bernander, 2000; Schifer et al., 1999). Waihrend die
Stoffwechselwege und die biochemischen Eigenschaften unterschiedlicher archaealer Arten
bereits umfangreich untersucht worden sind, sind die Eigenschaften des archaealen
Zellzyklusses nahezu unbekannt. Die sequenzierten archaealen Genome enthalten eine
bemerkenswerte Mischung aus Genen mit Ahnlichkeiten zu Zellzyklusgenen aus Eukarya und
aus Bacteria. Mit Zellzyklusgenen werden dabei solche Gene bezeichnet, deren Genprodukte
an der Replikation der Chromosomen, der Prozessierung des Nukleoids oder der Zellteilung
beteiligt sind. Folglich 1dsst sich die mosaikartige Zusammensetzung auch auf den Zellzyklus
von Archaea iibertragen, obwohl lingst noch nicht alle Zellzyklusgene identifiziert sind
(Ubersichtsartikel von Bernander, 1998). Trotz der raschen Zunahme an verfiigbaren
Sequenzinformationen ist bislang nur wenig dariiber bekannt, wie der Zellzyklus in

archaealen Organismen tatséchlich verlduft.

2. Zellzyklus

In den letzten Jahren hat das Interesse am Zellzyklus der Prokarya stark zugenommen. Es
wurde erkannt, dass auch der prokaryale Zellzyklus einer strengen zeitlichen und ortlichen
Kontrolle unterliegt. Die Miteinbeziehung zellbiologischer Fragestellungen und Methoden in
die Untersuchung von Bakterien wurde vor allem durch drei Modellsysteme vorangetrieben,
Caulobacter crescentus, Bacillus subtilis und Escherichia coli (Ubersichtsartikel von Jensen
et al., 2002; Donachie, 2001; England und Gober, 2001; Errington, 2001; Harry, 2001; Dewar
und Dorazi, 2000; Martin und Brun, 2000). So findet z.B. die Replikation bei B. subtilis in der
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Mitte der Zellen statt; die neu gebildeten Chromosomen werden zu den Zellpolen
transportiert. In den Tochterzellen muss die DNA dann von den Polen wieder in die Zellmitte
gebracht werden, um dort repliziert werden zu kénnen. Inzwischen wird sogar der Begriff
»Mitoseapparat“ im Zusammenhang mit den Bacteria verwendet (Graumann, 2001; Jensen
und Shapiro, 2000; Losick und Shapiro, 1999; Wheeler und Shapiro, 1997) oder wie bei
Sawitzke und Augustin (2001) beschrieben ein Apparat, der in der Lage ist, replizierte DNA
in einer definierten Richtung zu bewegen (Glaser et al., 1997).

Wihrend das Wissen um die molekularen Ereignisse des Zellzyklusses von Eukarya und
Bacteria in den letzten Jahren stetig gewachsen ist, ist iiber den Zellzyklus archaealer
Organismen bislang nur wenig bekannt (Bohlke er al, 2002; Malandrin et al., 1999;
Ubersichtsartikel von MacNeill, 2001; Bernander, 2000; Bernander, 1998). Allgemein ldsst
sich der Zellzyklus aller Prokarya und Eukarya in unterschiedliche Phasen einteilen
(Tabelle 1), wobei jede einzelne Phase durch einen bestimmten DNA Gehalt gekennzeichnet
ist. Die erste Phase (B in Bacteria; G1 in Eukarya) beginnt mit der Entstehung einer neuen
Zelle nach der Zellteilung und endet mit der Initiation der Replikation. Wéhrend dieser Phase
ist der DNA Gehalt in der Zelle minimal und stets konstant. In der nachsten Phase (C in
Bacteria; S in Eukarya) steigt der DNA Gehalt kontinuierlich an. In Eukarya folgt die G2
Phase, die Zeit zwischen der DNA-Synthese und der Segregation der Chromosomen, in der
die Zelle an Masse zunimmt. In der sich anschlieBenden Phase (D in Bacteria; M und
Zytokinese in Eukarya), findet die Segregation der Chromosomen bzw. die Aufteilung der
Zellkerne statt (Mitose und Kernteilung in Eukarya). In dieser Phase ist der DNA Gehalt am
hochsten. Obwohl Archaea Prokarya sind, sind sie vermutlich nédher mit den Eukarya als mit
den Bacteria verwandt. Aus diesem Grund wurde die Zellzyklus Terminologie der Eukarya

auch fiir die Archaea iibernommen

Erst seit kurzer Zeit werden Zellzyklusuntersuchungen an archaealen Arten vorgenommen.
Eine Methode, um den Zellzyklus zu untersuchen, ist die FACS Analyse (,,fluorescence
activated cell sorter”) von Zellen, deren DNA mit Fluoreszenzfarbstoffen angefarbt wurde
(Bernander ef al., 1998). Bei einigen crenarchaealen Arten konnte gezeigt werden, dass sie in
der exponentiellen Phase ein oder zwei Chromosomen und in der stationdren Phase zwei
Chromosomen enthalten. Der Zellzyklus ist anders aufgeteilt als in Bacteria, bei denen es eine
lange G1-Phase gibt und die Zellteilung fast direkt nach Abschluss der Replikation erfolgt.
Crenarchaeota dagegen replizieren die Chromosomen kurz nach der Zellteilung und weisen

eine ausgepragte G2-Phase auf, in der sie auch in die stationire Phase gehen (Hjort und
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Bernander, 1999; Poplawski und Bernander, 1997). Bei M. jannaschii, der wie H. salinarum
zu den Euryarchaeota zdhlt, wurde entdeckt, dass die Zellen in der exponentiellen Phase ca. 6
bis 10 Kopien des Chromosoms enthalten, und dass die Kopienzahl in der stationdren Phase
auf zwei bis drei sinkt (Malandrin ez al., 1999). Momentan ist unklar, ob dies auch fiir andere
Euryarchaeota wie H. salinarum gilt, oder ob es z.B. eine Adaptation von M. jannaschii an

die hohen Wachstumstemperaturen darstellt.

Ereignis Bacteria Eukarya
Massenzunahme B Gy
DNA-Synthese C S
Massenzunahme — G,
Segregation der D Mitose
Chromosomen

Zellteilung D Zytokinese

Tabelle 1: Zellzyklusphasen in Eukarya und Bacteria

3. Synchronisation

Fiir die Untersuchung Zellzyklus bezogener Prozesse ist eine Synchronisationsprozedur fiir
den zu untersuchenden Organismus von erheblicher Bedeutung. Die dabei entstehende
synchrone Kultur ist durch einen hohen Anteil von Zellen charakterisiert, die zur gleichen
Zeit die gleiche Zellzyklusphase durchlaufen. Viele Prozeduren fiir meist eukaryale
Organismen wurden beschrieben und einige neuere Ubersichtsartikel fassen die Prinzipien
und Vorteile zahlreicher Methoden zusammen (Davis ef al., 2001; Helmstetter et al., 2001;
Dolezel et al., 1999; Futcher, 1999; Walker, 1999; O’Connor und Jackmann, 1998). Zwei
grundsdtzlich voneinander zu unterscheidende Methoden kommen dabei zum Einsatz.
Einerseits die Selektionsmethode, die junge Zellen aus einer Kultur mit Zellen
unterschiedlichen Alters selektiert und diese dazu nutzt, eine synchrone Kultur zu starten.

Andererseits wird die Induktionsmethode verwendet. Die Synchronisation in einer Kultur
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wird induziert, indem anfangs der Fortgang des Zellzyklusses verhindert wird bis eine
ausreichende Massezunahme stattgefunden hat und die Kultur anschlieend wieder in das
exponentielle Zellwachstum entlassen wird. Wahrend Induktionsmethoden unter mdglichen
Artefakten leiden, die aufgrund von unerwiinschten Reaktionen auf die eingesetzten
Inhibitoren entstehen konnen haben diese einen enormen Vorteil gegeniiber den
Selektionsmethoden, da gro3e Zellmengen synchronisiert werden konnen und sind daher die
Methoden der Wahl, wenn Zellbestandteile isoliert werden sollen, z.B. fiir Northern und

Western Blot Analysen.

Um den Fortgang des Zellzyklusses bei der Induktionsmethode zu blockieren werden
Substanzen verwendet, die in bestimmten Phasen des Zellzyklus die Zellen spezifisch
inhibieren (Abbildung 2). Die zum Einsatz kommenden Substanzen sind dabei entweder
synthetisch hergestellte oder natiirlich vorkommende Hemmstoffe, wie z.B. Aphidicolin
(Ubersichtsartikel von Planchais et al., 2000). Ein zur Synchronisation verwendeter Inhibitor
sollte verschiedene Anspriiche erfiillen. Die von ihm bewirkte Blockade sollte
Zellzyklusphasen spezifisch sein und schnell einsetzen. Um die nachfolgenden
Zellzyklusphasen nicht zu beeintridchtigen sollte der Inhibitor in geringen Konzentrationen
wirken. Die Blockade sollte reversibel sein und es sollte sichergestellt werden, dass die
Blockade nicht mit dem Tod der Zellen einhergeht. Durch die Behandlung sollten keine
Auswirkungen auf den Energiemetabolismus und andere zelluldre Prozesse zu verzeichnen

sein und der Inhibitor sollte sich nahezu vollstdndig wieder aus der Kultur entfernen lassen.

Aminosiuremangel Adriamycin
Mimosin Ionisierende Strahlung
Aphidicolin Nocodazol
Hydroxyharnstoff
(Mimosin) L
G, S G, M

Abbildung 2: Mdglichkeiten zur Inhibition des eukaryalen Zellzyklus
Eine Vielzahl von Techniken kann genutzt werden, um Zellen zu einem bestimmten Zeitpunkt des Zellzyklusses
zu inhibieren. In der Darstellung ist ein Ausschnitt aus den verfligbaren Methoden gezeigt.
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Aphidicolin ist ein vielfach eingesetzter Inhibitor, der aus Cephalosporium aphidicola stammt
(Bucknall et al., 1973), und spezifisch die eukaryale DNA Polymerasen o und & inhibiert
(Sala et al., 1980). Der Inhibitor ist ebenfalls in H. salinarum wirksam und hemmt in dem
Archaeon den Thymidineinbau wahrend der Replikation, sowie die Zellteilung, wihrend die

Transkription und die Translation nicht beeinflusst werden (Forterre et al., 1984; Schinzel und

Burger, 1984).

Die Hefen Saccharomyces cerevisiae und Schizosaccharomyces pombe werden haufig als
Modellorganismen der Eukarya angesehen und synchronisierte Kulturen wurden umfangreich
in Zellzyklusstudien eingesetzt (Ubersichtsartikel von Futcher, 2000; Futcher, 1999; Walker,
1999). AuBerdem wurden viele Zelllinien hoherer Eukarya, von Pflanzen bis hin zu
Sdugerzellen synchronisiert (Ubersichtsartikel von Davis et al, 2001; Sharma, 1999;
O’Connor und Jackman, 1998).

Innerhalb der Doméne der Bacteria gibt es drei Modellorganismen die vorzugsweise genutzt
werden (Ubersichtsartikel von Harry, 2001; Helmstetter et al., 2001; D’Ari, 2001). Die
Zellteilung von E. coli wird schon seit langem untersucht und die Methodik zur Generierung
synchronisierter Zellen wurde schon vor einigen Jahrzehnten eingefiihrt. Der zweite
Modellorganismus ist B. subtilis, der durch das Auswachsen von Sporen fiir eine
Generationszeit synchronisiert werden kann. Die dritte Art ist C. crescentus, die mit jeder
Zellteilung zwei unterschiedliche Zellformen ausbildet, d.h. gestielte Zellen die an
Oberflachen haften und mit Flagellen versehene Schwirmerzellen. Da die Replikation in
Schwirmerzellen von Natur aus unterdriickt ist, kann die Isolierung von Schwérmerzellen als
Ausgangsmaterial fiir synchrone Kulturen genutzt werden. Die Charakterisierung aller drei
Spezies hat ergeben, dass die Zellzyklusregulation in Bacteria nicht einheitlich ist. So ist in
C. crescentus die Chromosomensegregation mit der Zellteilung eng verbunden, wéhrend
beide Prozesse in E. coli und noch einfacher in B. subtilis entkoppelt werden konnen.
Innerhalb der Doméne der Archaea ist bisher nur die Synchronisation einer einzigen Art
innerhalb des Reiches der Crenarchaeota beschrieben worden, dem thermoacidophilen
Sulfolobus acidocaldarius (Hjort und Bernander, 2001; Jansson ef al., 2000). Synchronisierte
Kulturen kénnen nicht nur zur Untersuchung der zeitlichen Regulation Zellzyklus spezifischer
Prozesse, wie z.B. Transkription, Translation oder post-translationaler Modifikation, sondern
auch zur Untersuchung dynamischer, intrazelluldrer Lokalisation verschiedener zelluldrer
Komponenten, wie z.B. von Chromosomen oder Proteinen. Kiirzlich wurde entdeckt, dass in

B. subtilis die Replikation an einer bestimmten Stelle in der Zelle stattfindet, dem so
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genannten  ,Replisom™ in der Zellteilungsebene. Die  soeben  replizierten
Replikationsurspriinge des Chromosoms werden ziligig aktiv in Richtung der Zellpole
transportiert (Lemon und Grossman, 1998). Dieser aktive Transport der bakteriellen
Nukleoide sind mittlerweile auch in E. coli und C. crescentus nachgewiesen worden
(Ubersichtsartikel von Lemon und Grossman, 2001; Margolin, 2000). Die am DNA Transport
beteiligte molekulare Maschinerie ist bislang vollig unbekannt. Zunédchst wurde angenommen,
dass das ,,Structural Maintenance of Chromosomes* (SMC) Protein von B. subtilis beteiligt
sein konnte, jedoch wurde mittlerweile nachgewiesen, dass das SMC Protein fiir den
Transport der Replikationsurspriinge des Chromosoms entbehrlich ist. Das SMC Protein wird
jedoch fiir die Segregation der Terminusregion des Chromosoms benétigt (Graumann, 2000;
Ubersichtsartikel von Graumann, 2001). Obwohl der DNA Transport in Archaea vermutlich
ebenfalls einer strikten zeitlichen und ortlichen Regulation unterliegt, gibt es bislang keine
Untersuchungen, die den Transport direkt belegen konnen. Wéhrend die Arbeiten an
S. acidocaldarius der Annahme zumindest nicht widersprechen, scheint dem Euryarchaeon
M. jannaschii ein exaktes DNA Partitionierungssystem zu fehlen. M. jannaschii  besitzt
wihrend des exponentiellen Wachstums 10 bis 15 Genoméquivalente. Hiufig wurden sowohl
eine indquale Zellteilung sowie eine indquale Verteilung der Nukleoide beobachtet

(Malandrin et al., 1999).

4. SMC Proteine

Vor einigen Jahren wurde durch die Komplementation einer Hefemutante ein Gen entdeckt,
dessen Produkt fiir die Verteilung der Chromosomen in der Mitose essentiell ist; es wurde
zundchst mit ,,Stability of Mini Chromosomes® (SMC) bezeichnet (Strunnikov ef al., 1993).
In den folgenden Jahren wurde klar, dass es sich bei den SMC Proteinen um eine in Eukarya,
Bacteria und Archaea vorkommende Proteinfamilie handelt. Die Familie der nun mit
»Structural Maintenance of Chromosomes® (SMC) bezeichneten Proteine, besteht aus
Proteinen mit wichtigen Funktionen in der Erhaltung der Chromosomen, d.h. DNA
Kondensation, Zusammenhalt der Schwesterchromatiden, Rekombination, DNA
Reparaturmechanismen und genomweiter Genregulation. Die meisten, wenn nicht alle dieser
Prozesse sind innerhalb des Zellzyklusses differentiell reguliert. Proteine der SMC Familie
haben gemeinsame strukturelle Eigenschaften (Abbildung 3) und sind von den meisten
Prokarya bis hin zu den hoheren Eukarya konserviert (Ubersichtsartikel von Harvey, 2002;
Hirano, 2002; Ball und Yokomori, 2001; Cromie et al., 2001; Graumann, 2001; Jones und
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Sgouros, 2001; Soppa, 2001; Cobbe und Heck, 2000; Strunnikov und Jessberger, 1999). Alle
Proteine der SMC Familie haben eine fiinf Doménen Struktur. Sie besitzen globuldre N- und
C-terminale Doménen und zwei ausgedehnte o-helikale coiled-coil Regionen. In diesem
Bereich kann das typische ,,4+7“-Muster gefunden werden, d.h. die Aminosdurereste an
Position vier und sieben sind hydrophob und ermdglichen auf diese Weise eine
Wechselwirkung der Helices. Wéhrend in allen bisherigen Modellen die intermolekulare
Dimerisierung der coiled-coil Domédnen zweier Monomere postuliert wurde, gehen Haering et
al. (2002) davon aus, dass die coiled-coil Bildung durch intramolekulare Wechselwirkungen
zustande kommt. Die Dimerisierung erfolgt dann durch die Bindung zweier Gelenkregionen
aneinander. In beiden Modellen werden Dimere gebildet, so dass im Fall von Homodimeren
vollkommen symmetrische und im Fall von Heterodimeren teilweise symmetrische Molekiile
entstechen. Die N- und C-terminalen Doménen, die ein Walker A Motiv, bzw. ein
konserviertes mogliches Walker B Sequenzmotiv enthalten, das DA-Box genannt wird, sind

fir die ATPase Aktivitit des SMC Proteins verantwortlich.

Walker A Motiv Walker B Motiv

N7 ] h "

globulére coiled-coil Gelenk- coiled-coil globulire
Domiine region Domiine

Abbildung 3: Schematische Darstellung der Doméanen eines SMC Proteins
Die einzelnen Doménen sind durch unterschiedliche Musterungen voneinander abgegrenzt. Die beiden
globuldren Doménen beinhalten konservierte Sequenzmotive (Walker A und Walker B Motiv).

In Eukarya wurden sechs Klassen von SMC Proteinen identifiziert, die mit SMC1 bis SMC6
bezeichnet werden (Hirano, 1999; Fousteri und Lehmann, 2000). Die eukaryalen SMC
Proteine bilden spezifische Kombinationen von Heterodimeren aus: SMC1 mit SMC3, SMC2
mit SMC4 und SMC5 mit SMC6. Diese SMC Heterodimere bilden zusammen mit weiteren
nicht-SMC Proteinen hochmolekulare Komplexe, die verschiedene Funktionen haben. Wie an
Hefemutanten gezeigt wurde, konnen die Dimere einander funktionell nicht ersetzten, und

Mutationen in einzelnen smc Genen sind letal. Die am besten untersuchten SMC haltigen
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Komplexe, sind das Kohdsin und das Kondensin, welche SMC1-SMC3 bzw. SMC2-SMC4
Heterodimere enthalten. Kohésin ist am Zusammenhalt der Schwesterchromatiden sowie an
Reparaturmechanismen beteiligt, widhrend Kondensin die Kondensation der DNA in der
Mitose vermittelt und an der genomweiten Genregulation beteiligt ist. SMC5 und SMC6
wurden erst kiirzlich in Schizosaccharomyces pombe, Arabidopsis thaliana und Sdugerzellen
identifiziert und charakterisiert (Taylor et al., 2001; Fousteri und Lehmann, 2000; Mengiste et
al., 1999; Lehmann et al., 1995). Untersuchungen an S. pombe haben gezeigt, dass das
SMC5-SMC6 Heterodimer an der Reparatur von DNA beteiligt ist (Verkade et al., 2001;
Verkade et al., 1999; Lehmann et al., 1995). Sie sind selbst in der Abwesenheit von UV-
Schiden essentiell (Fousteri und Lehmann, 2000; Lehmann et al., 1995).

Im Gegensatz zu Eukarya besitzen Prokarya nur ein oder kein smc Gen, so dass prokaryale
SMC Proteine folglich Homodimere ausbilden. Elektronenmikroskopische Aufnahmen haben
die symmetrische Struktur der Homodimere mit den langen starren coiled-coils und der
flexiblen Gelenkregion gezeigt (Melby et al., 1998). Die Struktur eines Proteins wurde
aufgeklart, welches die terminale Region eines Homodimers nachahmt und aus einer N-
terminalen und C-terminalen SMC Doméne besteht, die durch ein artifizielles Linkerpeptid
miteinander verkniipft sind (Lowe ef al., 2001). Es wurde offensichtlich, dass die beiden
Doménen gemeinsam eine Nukleotidbindedoméne bilden. Jedoch gab die Strukturaufklarung
keinen Aufschluss dariiber, wie SMC an chromosomale DNA bindet.

Am besten untersucht ist das SMC artige Protein von B. subtilis (BsSMC) das ebenfalls ein
Homodimer bildet und in Abwesenheit anderer Proteine an DNA binden kann, wobei
einzelstrangige DNA bevorzugt wird. Das BsSMC aggregiert an diskreten Stellen in der Nihe
der beiden Zellpole. In Zellen, die kurz vor der Einschniirung stehen, kommt es auch in der
Mitte der Zellen vor (Graumann et al., 1998). Die Zahl und die Position der Aggregate dndern
sich im Verlauf des Zellzyklusses. Einige, jedoch nicht alle dieser Stellen korrelieren mit der
Position des bakteriellen Chromosoms innerhalb der Zelle. Mit Deletionsmutanten wurde
bestitigt, dass BsSMC fiir die Chromosomenverteilung wichtig ist (Britton et al., 1998;
Moriya et al., 1998).

Neben den ,,echten SMC Proteinen sind weitere Gruppen von Proteinen der SMC Familie in
Prokarya und Eukarya weit verbreitet. Eine Gruppierung prokaryalen SMC Proteine ist im
»Cluster of Orthologous Group of proteins® (COG) 0419 (Tatusov et al., 2001)
zusammengefasst und bildet ein archaeales und ein bakterielles Subcluster (Soppa, 2001). Die

eukaryalen Proteine, Rad50 genannt, bilden eine weitere Untergruppierung die phylogenetisch
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mit den Proteinen der COG 0419 Gruppe verwandt sind. Obwohl bislang nur wenige Proteine
dieser Gruppe untersucht worden sind, ist ihre konservierte Funktion vermutlich die Reparatur
von Doppelstrangbriichen durch Rekombination von DNA Enden (Cromie ef al., 2001). Das
einzige bislang charakterisierte bakterielle Protein dieser Gruppe ist SbcC aus E. coli. SbcC
ist ein Dimer und weiflt die typische fiinf Doméanenstruktur auf, bildet einen Komplex mit
SbcD und ist eine Nuklease mit zwei nukleolytischen Zentren (Connelly et al., 1999;
Connelly et al., 1998). Das Rad50 Protein aus Schizosaccharomyces pombe ist das am besten
untersuchte eukaryale Protein. Es dimerisiert und bildet mit den beiden Proteinen Mrel1 und
Xrs2 einen Komplex. Dieser Komplex ist wichtig fiir die Reparatur von Doppelstrangbriichen,
Erhaltung der Telomere, die Signalisierung von Zellzyklus Kontrollpunkten und
Rekombinationsereignissen in der Meiose (Chen ef al., 2001; Hartsuiker et al., 2001;
Anderson et al., 2001).

Die Radl8 Homologe, die ausschlieflich in Eukarya vertreten sind, bilden eine weitere
Gruppierung in der Familie der SMC Proteine (Lehmann et al., 1995). Rad18 ist nachweislich
an der Reparatur von DNA nach UV-Schiddigung beteiligt. Da Radl8 jedoch auch in
unbehandelten Zellen essentiell ist, wird heutzutage angenommen, dass es ebenso eine
wichtige Rolle in der Replikation einnimmt. Kiirzlich wurde festgestellt, dass das Radl8
Protein aus S. pombe mit einem weiteren Mitglied der Rad18 Gruppierung, Sprl8, ein Dimer
bildet. Das Dimer bildet zusammen mit drei weiteren Proteinen einen Komplex (Fousteri und
Lehmann, 2000).

Viele y-Proteobakterien beinhalten im Gegensatz zu einem echten SMC Protein ein Mitglied
einer anderen Gruppe der SMC Familie, das sog. MukB (Soppa, 2001). MukB ist vermutlich
in der Lage, SMC funktionell zu ersetzen, da es ebenfalls essentiell fiir die
Chromosomensegregation ist und eine mukB Mutante von E. coli einen Phinotyp zeigt, der
vergleichbar ist mit dem einer smc Mutante von B. subtilis (Niki et al., 1991). MukB bildet
ebenfalls Homodimere (Melby et al., 1998), und es wurden Wechselwirkungen von MukB
mit den beiden Proteinen MukE und MukF gezeigt (Yamazoe et al., 1999).

Die bisher sequenzierten archaealen Genome kodieren fiir jeweils ein oder im Fall von
M. jannaschii fir zwei Proteine der SMC Familie. Zusitzlich wurden bei S. acidocaldarius
(Elie et al., 1997) und H. salinarum (Ruepp et al., 1998) zufillig Gene fiir Proteine der SMC
Familie entdeckt. Das SMC Homolog aus H. salinarum wurde Sphl (frither: Hp71) genannt
und besitzt die typische fliinf Doménenstruktur der Proteine der SMC Familie. Um

sicherzustellen, dass Sphl in H. salinarum tatsdchlich gebildet wird, wurde das Protein mit
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immunologischen Methoden nachgewiesen. Die homologe und heterologe Uberproduktion
von Sphl resultierte in der Zunahme der mittleren Zelllinge, so dass Sph1 moglicherweise am

Fortgang des Zellzyklusses beteiligt ist (Ruepp et al., 1998).

5. Zielsetzung

In der vorliegenden Arbeit sollte der Zellzyklus von H. salinarum untersucht werden.
Zentraler Punkt sollte die Untersuchung des Sphl Proteins sein, um die mdgliche Beteiligung
von Sphl am Zellzyklus von H. salinarum zu untersuchen. Dabei sollte die physiologische
Rolle von Sphl durch Kombination von molekulargenetischen, biochemischen,

immunologischen und elektronenmikroskopischen Methoden eingegrenzt werden.

Da der Zellzyklus archaealer Organismen bislang nur unzureichend untersucht worden war,
sollte eine Reihe Methoden zur Analyse Zellzyklus spezifischer Prozesse in H. salinarum
etabliert werden. Ausgangspunkt hierfiir war die Etablierung eines
Synchronisationsprotokolls, das es ermdglichen sollte, die Expression des sphl Gens und
weiterer fir den Zellzyklus relevanter Gene zu untersuchen. Immunologische Untersuchungen
sollten Aufschluss dariiber geben, wann und in welchem Umfang das Genprodukt von sph/ in
der Zelle vorhanden ist. Neben der Zellzyklus abhingigen Expression sollten auch die
Auswirkungen auf die Uberproduktion und die Depletion von Sphl in H. salinarum ermittelt
werden. Dazu sollte der in einem haloarchaealen Expressionsvektor vorliegende, konstitutive
Promotor durch einen fiir Haloarchaea bislang nicht verfligbaren, induzierbaren starken
Promotor ersetzt werden. Dieses Konstrukt sollte aullerdem, im weiteren Verlauf der Arbeit,

als Grundlage fiir das Erstellen des ersten archaealen antisense System genutzt werden.

Das Etablieren eines Protokolls zur Fixierung von H. salinarum-Zellen und eines Protokolls
zur Fluoreszenzfarbung von DNA in fixierten H. salinarum-Zellen sollte weitere Einblicke in
die  dynamische Lokalisation der DNA  wihrend des Zellzyklus geben.
Elektronenmikroskopische Untersuchungen sollten letztendlich die Lokalisation von Sphl

klaren und Aussagen iliber dessen Positionierung im Vergleich zur DNA erlauben.
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III. Ergebnisse:

1. Proteine der SMC Familie und weitere Zellzyklusproteine aus
H. salinarum

1.1 SMC Proteine in H. salinarum

Zu Beginn der vorliegenden Arbeit stand die Genomsequenz von H. salinarum noch nicht zur
Verfiigung. Es war jedoch das sphl Gen aus H. salinarum bekannt, das fiir ein Protein der
SMC Protein Familie kodiert (Ruepp et al., 1998). Eine Sekundérstrukturvorhersage des
abgeleiteten Proteins weist die typische fiinf Doménenstruktur der SMC Proteine auf. Die
Wabhrscheinlichkeit eine coiled-coil Struktur auszubilden ist sogar bedeutend hoher als die
von echten SMC Proteinen. Da in den bisher sequenzierten archaealen Genomen ein oder
zwei (M. jannaschii) SMC Proteine kodiert werden, wurde zunéchst mittels Southern Blot
Analyse die Anzahl der Genkopien von sphl im Genom von H. salinarum bestimmt. Dazu
wurden Spaltungen chromosomaler DNA mit einer sphl-spezifischen dsDNA-Sonde
hybridisiert. Die erwartungsgemill nachzuweisenden sphl-enthaltenden Spaltungsprodukte,
sind in (Abbildung 4A) dargestellt. Die Stringenz des Hybridisierungspuffers in der Southern
Blot Analyse wurde iiber einen weiten Bereich (10 % bis 50 % (v/v)) variiert. Im Bereich von
20% bis 50% Formamid im Hybridisierungspuffer hybridisierte jeweils nur eine Bande
(Abbildung 4B). Bei sehr niedriger Stringenz (10 % Formamid (v/v)) hybridisierte eine
Vielzahl von Banden (Daten nicht gezeigt). Die Ergebnisse zeigen, dass in H. salinarum nur
ein Sph1-Protein kodiert wird.

Vor dem sphl Gen liegt im Abstand von 114 bp ein weiteres Gen, dass aufgrund des
Molekulargewichtes des abgeleiteten, kleinen 16slichen Proteins, mit 4p24 bezeichnet wurde.
Beide offenen Leserahmen sind in die gleiche Richtung orientiert. Etwa 600 bp stromaufwirts
von hp24 und ca. 500 bp stromabwdérts von sphl konnten keine weiteren offenen Leserahmen
gefunden werden, so dass sphl und hp24 einen Gencluster bilden. Fiir dieses flankierende
Gen wurde ebenfalls die Anzahl der Genkopien im Genom von H. salinarum mit Hilfe einer
hp24-spezifischen Sonde bestimmt. Die Lokalisation des zur Sonde komplementiren
Bereiches des hp24 Gens, sowie die erwartungsgemill nachzuweisenden sp24-enthaltenden
Spaltungsprodukte, sind in Abbildung 4A dargestellt. In Abbildung 4C ist ein Southern Blot
nach Hybridisierung in Hybridisierungspuffer mit 50 % Formamidanteil (v/v) dargestellt. Es
ist jeweils nur eine spezifische Bande nachweisbar. Durch Herabsetzung der Stringenz durch
die Herabsetzung der Formamidkonzentration auf 10 % (v/v) konnte ebenfalls nur eine

Genkopie nachgewiesen werden.
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Abbildung 4: Southern Blot Analyse mit einer sphl- bzw. hp24-spezifischen Sonde
(A) Schematische Darstellung des sphl und hp24 beinhaltenden Genombereichs. Die nach der Spaltung mit den
angegebenen Restriktionsendonukleasen zu erwartenden sph/ und hp24 enthaltenden Spaltungsprodukte sind
abgebildet und die GroBle der entsprechenden Fragmente ist angegeben. (B) Southern Analyse mit einer sphl-
spezifischen Sonde. (C) Southern Blot Analyse mit einer Ap24-spezifischen Sonde. Es wurden die jeweils
angegebenen Formamidkonzentrationen im Hybridisierungspuffer verwendet. Die Hybridisierung erfolgte in
allen vier Fallen fiir 18 h bei 45 °C. Die Spaltung der genomischen DNA von H. salinarum erfolgte mit den
jeweils durch Abkiirzungen angegebenen Restriktionsendonukleasen: B, BamHI; E, EcoRI; P, Pstl.

Trotzdem beinhaltete die erst zu einem spdteren Zeitpunkt verfiigbare Genomsequenz ein
weiteren Gencluster. Dieser enthilt zwei offene Leserahmen mit Ahnlichkeiten zum Ap24

bzw. zum sphl-Gen. Ein Alignment der Aminosduresequenzen beider Sph-Proteine zeigt,
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dass die Ahnlichkeit nur gering ist (Abbildung 5). Im gesamten Bereich des Proteinalignments
sind 17 % der Aminosédurereste von Sphl mit denen von Sph2 identisch. Im C-terminalen
Bereich ist an 30 % der Positionen die Aminosduresequenz beider Proteine gleich. Diese
Ahnlichkeit reichte nicht aus, das sph2 Gen mittels der sphl-spezifischer Sonde in der

Southern Blot Analyse nachzuweisen.
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Abbildung 5: Vergleich der Aminosduresequenzen von Sphl und Sph2

Alignment der beiden Proteine der Sph-Gruppe. Identische Aminosdurereste wurden schwarz unterlegt,
Aminoséurereste mit stark konservierten Funktionen wurden dunkelgrau unterlegt, Aminoséurereste mit gering
konservierten Funktionen wurden hellgrau unterlegt. Im gesamten analysierten Bereich sind die beiden
Sequenzen zu 17 % identisch, im hervorgehobenen Bereich des C-Terminus betrégt die Identitdt 30 %.

Mit der Verfiigbarkeit des halobakteriellen Genoms (Ng et al., 2000) konnten drei weitere
offene Leserahmen entdeckt werden, deren abgeleitete Aminosduresequenz in
Sekundarstrukturvorhersagen eine Zugehorigkeit zur SMC Protein Superfamilie nahe legen.
Die abgeleiteten Aminosduresequenzen aller vier Gene wurden mit einem speziell fiir die
Analyse von ,,coiled-coil“-Strukturen entwickelten Programm untersucht (Lupas, 1997; Lupas
1996a; Lupas 1996b). In Abbildung 6 sind diese vier Proteine mit den entsprechenden coiled-
coil Doménen schematisch dargestellt: 1) Ein ,,echtes SMC Protein, das 1190 Aminosduren
umfasst, 2) ein Mitglied der archaealen SMC Untergruppierung COG 0419 (Tatusov et al.,
2001), welches 883 Aminosduren umfasst, 3) das 629 Aminosduren lange Hp71 und 4) ein

667 Aminosiuren langes Protein mit Ahnlichkeit zu Hp71. Da die beiden letzt genannten eine
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neue Gruppe innerhalb der SMC Proteine bilden, der bislang keine weiteren Mitglieder
angehoren, werden diese zur Gruppe der ,,SMC-&hnlichen Proteine aus H. salinarum‘ (Sph)
zusammengefasst und aufgrund dessen im Folgenden Sphl bzw. Sph2 genannt. SMC und
COG 0419 gehoren unterschiedlichen Unterfamilien der SMC Protein Superfamilie an, die in
Archaea und Bacteria weit verbreitet sind (Soppa, 2001). Proteine aller drei Unterfamilie
konnen anhand der Primirstruktur, der Liange ihrer coiled-coil Doménen und ihrer

Gelenkregionen unterschieden werden.

Sph1l —.——-.- 629 AS

Sph2 () -ezzzzzs—rzzzzzzs-- 667 A5
COG419 e[} izzzzezezss verrezesreze-{— 553 AS
SMC

1190 AS

globuliire coiled-coil  Gelenk- coiled-coil globulire
Domine region Domiine

Abbildung 6: Uberblick iiber die Dominenstruktur von vier Proteinen der

SMC Familie aus H. salinarum
Konservierte Bereiche sind durch die gleichartige Musterung hervorgehoben. Die Lage der coiled-coil
Doménen wurde mit dem Programm COILS (Lupas, 1996) bestimmt.

Da alle charakterisierten eukaryalen und prokaryalen SMC-Proteine, sowie SMC-dhnlichen
Proteine, an Prozessen innerhalb des Zellzyklusses, wie z.B. der Chromosomensegregation,
Chromosomenkondensation, DNA Reparaturmechanismen, genomweiter Genregulation,
sowie Rekombination beteiligt sind, wurde in dieser Arbeit untersucht, ob dies auch fiir Sphl,

ein neues Mitglied der SMC Protein Superfamilie, seine Giiltigkeit hat.

1.2 Transkription von sphl und weiterer Zellzyklusgene

Die Genomsequenz ergab, dass das sph2 Gen von einem Gen flankiert wird, dass fiir ein
Ortholog von Hp24 kodiert (Abbildung 7). Dieses konnte, wie schon sph2, aufgrund der
geringen Sequenziibereinstimmung, in der Southern Blot Analyse nicht nachgewiesen
werden. Die konservierte Anordnung konnte jedoch ein Hinweis darauf sein, dass eine

gemeinsame Transkription bzw. Translation den notigen Selektionsdruck bewirkt hat, der
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dazu fiihrte, dass die Genanordnung beibehalten wurde. Daher wurde untersucht, ob spi/ und
hp24 moglicherweise gemeinsam transkribiert werden, obwohl die intergene Region von

114 bp ausreichend Platz fiir Terminations- und Initiationssequenzen bieten wiirde.

Xhol, 2470 KRt 3590
WPstl, 2491 .
. 5t Xbal. 2 ¢ iBamH]I, 3617
Pstl, 163 Hind 111, 1220 H bal, 2886 : BamHI, 3902
] ] 1 I I
[ | | ' | 1
0 1000 2000 3000 4000 bp

hp24 sphl

B Xhol, 1278

HindIll, 1774

Psil, 2343
; Xhol, 2409

i ; i1 Xnol, 2554
Xhol, 171 if i EcoRl 2652

i | i i1
I T

! i 1
0 1000 2000 3000 4000 bp

hp24-2 sph2

Abbildung 7: Konservierte Anordnung der Gencluster sphl/hp24 bzw. sph2/hp24-2
Schematische Darstellung zweier genomischer Bereiche aus H. salinarum, die jeweils 4000 bp umfassen und (A)
fiir die Gene sphl und hp24 bzw. (B) die Gene sph2 und hp24-2 kodieren. Die Transkriptionsrichtung ist durch
die Pfeilspitzen dargestellt.

Northern Blot Analysen mit Ap24- und sphl-spezifischen Sonden fiihrten zum Nachweis
monocistronischer Transkripte (Daten nicht gezeigt). Da kein gemeinsames Transkript
vorhanden ist, gibt es keinen Hinweis auf eine mogliche Interaktion der beiden Genprodukte.
Dennoch wurde /#p24 in die sich anschlieBenden Untersuchungen einbezogen. Neben den
Transkripten von sphl und hp24 wurden weitere Gene untersucht, deren abgeleitete
Aminosduresequenzen Homologien zu bekannten Zellzyklusproteinen aus Bacteria und
Eukarya aufweisen. Es sind dies ein ftsZ Allel (Margolin et al., 1996), das cdcH Gen (Bibikov
und Oesterhelt, unveroffentlicht; Datenbankeintrag Nr. X79560), sowie das smc und das smc-
IP Gen (Soppa, 2002). FtsZ ist ein Tubulin Homolog, dass in den meisten Bacteria vorhanden

ist und wesentlich an der Septumbildung im Verlauf der Zellteilung beteiligt ist (Harry, 2001).
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Es ordnet sich friih in der Zellteilungsebene an und bildet dort den so genannten Z-Ring aus,
welcher der Reihe nach weitere essentielle Proteine rekrutiert, bevor er sich zusammenzieht,
um das Septum auszubilden (Rothfield ez al., 1999; Margolin, 2000). In vegetativ wachsenden
B. subtilis Kulturen, die sich durch bindre Einschniirung teilen, wird der Z-Ring in der
Zellmitte ausgebildet. Diese mediale Position wird durch die Proteine der Min Familie und
den Zustand des Chromosoms negativ reguliert (Harry, 2001). FtsZ bindet und hydrolysiert
GTP, polymerisiert in GTP abhingiger Weise und ist moglicherweise am Aufbau eines
bakteriellen Zytoskelettes beteiligt (Scheffers und Driessen, 2001; Gilson und Beech, 2001;
Erickson, 2001). FtsZ Homologe sind in allen untersuchten euryarchaealen Arten vorhanden
(Baumann und Jackson, 1996; Bult et al, 1996; Margolin et al., 1996; Smith et al., 1997;
Wang und Lutkenhaus, 1996). Vor einigen Jahren wurde ein ftsZ Gen auch in H. salinarum
nachgewiesen (Margolin et al, 1996), und mit einem anti-FtsZ Antikérper konnten
Ringstrukturen in der Zellteilungsebene von Haloferax volcanii (Poplawski et al., 2000)
nachgewiesen werden.

CdcH ist das haloarchaeale Homolog der CdcH/VCP Unterfamilie der AAA Proteine. AAA
Proteine (ATPase assoziiert mit diversen zelluldren Aktivititen, Kunau et al., 1993) kommen
in allen drei Organismengruppen vor. Sie sind an Funktionen des 26S Proteasoms, der
Biogenese von Peroxisomen, der Assemblierung von Proteinen in die Membran, Vesikel
vermittelten Transport, Genregulation und Zellzyklusregulation beteiligt (Ogura und
Wilkinson, 2001). Die Mitglieder der Cdc48/VCP Unterfamilie sind mdglicherweise an der
Kontrolle der Zellteilung beteiligt (Shi et al., 1995; Feiler et al., 1995, Frohlich et al., 1991)
und werden in sich teilenden Zellen stark exprimiert.

Neben Sphl und Sph2, sowie einem Vertreter der COG 0419 Gruppe, liegt in H. salinarum,
wie bereits erwéhnt, auch ein offener Leserahmen vor, dessen abgeleitete Aminosduresequenz
groBe Ahnlichkeit zu den ,,echten” SMC Proteinen aufweist. In fiinf archaealen Arten vier
verschiedener Gattungen ist das smc Gen von einem offenen Leserahmen eines
hypothetischen Proteins flankiert, dass der Gruppe der ,,SMC interagierenden Proteine*
(SMC-IP) zugeordnet wird (Soppa, 2001). Der Abstand zwischen den beiden offenen
Leserahmen ist gering; in einigen Féllen {iberschneiden sich die beiden Gene sogar. Da das
SMC Protein aller Wahrscheinlichkeit nach nicht alleine agiert, sondern mit anderen
Proteinen einen Komplex bildet, sollte durch die Transkriptanalyse gleichzeitig nachgewiesen
werden, ob smc und smc-IP moglicherweise gemeinsam transkribiert werden. Es wurden
jedoch nur zwei monocistronische Transkripte nachgewiesen (Daten nicht gezeigt), so dass

diese Annahme nicht bestétigt werden konnte.
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Anhand der spezifischen Signale auf den Rontgenfilmen konnten die Transkriptgrofen der
einzelnen Gene ermittelt werden. Dazu wurden die Laufstrecken der Banden des
GroBenstandards ausgemessen und gegen ihre logarithmierten GroBen in einer Graphik
aufgetragen. Die TranskriptgroBen aller untersuchten Gene wurden mit den GroBen der
entsprechenden offenen Leserahmen verglichen (Tabelle 2). Alle Transkripte, mit Ausnahme
des smc Transkripts, sind ldnger als die entsprechenden offenen Leserahmen. Dies ist
untypisch fiir haloarchaeale Transkripte, die meist keinen 5’-untranslatierten Bereich
aufweisen und am oder nur wenige Nukleotide vor dem offenen Leserahmen beginnen. Es
konnte daher sein, dass in diesen zusétzlich transkribierten Bereichen nicht kodierende
Sequenzen enthalten sind, die fiir die Regulation der Transkriptstabilitit bzw. der
Translationseffizienz entscheidend sind. Fiir Proteine, die am Zellzyklus beteiligt sind, ist es
wichtig, dass sie ausschliefllich zu dem Zeitpunkt in der Zelle verfiigbar sind, zu dem ihre
Funktion bendtigt wird. Dies wird in vielen Féllen nicht nur durch einen gezielten Abbau der
mRNA bewirkt, sondern dariiber hinaus durch eine Inhibition der weiteren Proteinsynthese

und den Abbau des entsprechenden Proteins erreicht.

Gen Transkriptgrofie Grofle des offenen
Leserahmens

sphl 2350 nt 1887 bp

hp24 850 nt 627 bp

cdcH 2600 nt 2286 bp

ftsZ 1950 nt 1125 bp

smc 3600 nt 3573 bp
smc-1P 950 nt 840 bp

Tabelle 2: TranskriptgroBBen ausgewihlter Zellzyklusgene
Mit Hilfe des verwendeten Molekulargewichtsmarkers wurden die GroBen der in der Northern Blot Analyse
nachgewiesenen Transkripte bestimmt.
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2. Wachstumsphasen-abhingige Expression von sphl und weiteren
Zellzyklusgenen in H. salinarum

2.1 Transkriptanalyse

Um zu untersuchen, ob Sph1 wihrend des Wachstums von H. salinarum benédtigt wird, wurde
eine Flissigkultur von H. salinarum von der frithen exponentiellen bis in die spéte stationére
Phase kultiviert (Abbildung 8A) und in regelmédBigen Abstinden Aliquots entnommen. Im
Anschluss daran wurde aus den Proben die RNA isoliert und mit einer sphl spezifischen
Sonde eine Northern Blot Analyse durchgefiihrt (Abbildung 8B). Es ist deutlich zu erkennen,
dass die sphl Transkriptmenge im Verlauf der frilhen und mittleren exponentiellen Phase
zunimmt und dann, wihrend der Transitionsphase, in geringem Umfang absinkt; zu Beginn
der stationdren Phase fillt sie drastisch ab. In RNA Isolaten aus H. salinarum Kulturen die 40
Stunden und dlter sind, konnte kein Transkript nachgewiesen werden. Mit einer hp24-
spezifischen Sonde wurde ein vergleichbares Expressionsmuster nachgewiesen (Abbildung
8B), so dass beide Proteine in sich teilenden und nicht in ruhenden Zellen bendtigt werden.
Um das Wachstumsphasen-abhéngige Expressionsmuster von #hp24 und sphl besser
einordnen zu kdnnen, wurden auch die Wachstumsphasen-abhéngige Transkriptakkumulation
der drei moglichen haloarchaealen Zellzyklusgene fitsZ, cdcH, sowie des smc-IP Gens
bestimmt (Abbildung 8B). Das Expressionsprofil des haloarchaealen fzsZ Gens unterscheidet
sich deutlich von denen fiir sphl und hp24 nachgewiesenen Expressionsprofilen. Ein hohes
Transkriptlevel wurde wéhrend der gesamten exponentiellen Phase beobachtet. Dieses nimmt
zu Beginn der stationdren Phase geringfiigig ab, allerdings um nicht mehr als den Faktor zwei.
Dieses Ergebnis steht im Einklang mit dem Nachweis von FtsZ in Zellen der stationdren
Phase in Haloferax volcanii (Poplawski et al., 2000).

Fiir das Gen des haloarchaealen Cdc48/VCP Homologs wurde angenommen, dass es, wie die
bereits charakterisierten Mitglieder dieser Familie, in sich teilenden Zellen stark exprimiert
wird. Entgegen der Annahme zeigte sich, dass die cdcH Transkriptmenge in Zellen der frithen
exponentiellen Phase gering ist, mit dem Altern der Kultur zunimmt und in Zellen der
stationdren Wachstumsphase am hochsten ist (Abbildung 8B). Folglich ist die Konzentration
des cdcH Transkripts umgekehrt zur Wachstumsrate korreliert, und die Funktion des
Genproduktes scheint vor allem in ruhenden Zellen notwendig zu sein. Das
Transkriptionsmuster von smc-IP, des Genes, dass den Offenen Leserahmen des ,,echten* smc
Genes flankiert, entsprach denen von sphl und hp24. Jedoch liegt die Transkriptmenge des

smc-IP Gens zu Beginn der exponentiellen Phase unterhalb der Nachweisgrenze, nimmt dann
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im Laufe der mittleren exponentiellen Wachstumsphase deutlich zu und sinkt mit Beginn der

Transitionsphase wieder stark ab.
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Abbildung 8: Wachstumsphasen abhéngig Expression ausgewéhlter Zellzyklusgene

(A) Aerobes Wachstum einer H. salinarum Kultur in Support-Medium. Die Zunahme der Zelldichte wurde mit
einem Klett-Photometer bestimmt.
(B) Northern Blot Analysen ausgewdhlter Zellzyklusgene. Die Proben wurden zu den in der Graphik markierten
Zeiten entnommen, Gesamt-RNA isoliert, jeweils 3 pg Gesamt-RNA auf jede Spur aufgetragen und
gelelektrophoretisch aufgetrennt. Um die gleichméfige Beladung der Spuren wiederzugeben ist iiber jedem
Northern Blot die Ethidiumbromid geférbte 23S rRNA gezeigt. Nach Northern Transfer wurden die Membranen
mit den in der Abbildung angegebenen spezifischen Sonden hybridisiert (von oben nach unten: sphl, hp24, fisZ,

cdcH, smc-IP).
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Der Nachweis von drei unterschiedlichen Wachstumsphasen-abhéngigen Expressionsmustern
zeigt, dass es sich in allen untersuchten Fillen um spezifische Muster handelt und

unterstreicht, dass sph/ in ruhenden Zellen nicht exprimiert wird.

2.2 Proteinakkumulation

Um zu untersuchen, ob die in der Zelle vorhandenen Sphl Proteinmengen mit den
gemessenen Transkriptmengen korrelieren oder ob Sphl eine lange Halbwertszeit besitzt, in
der Zelle bestehen bleibt und daher moglicherweise auch noch in dlteren Zellen eine Funktion
hat, wurde die in der Kultur akkumulierte Sph1 Menge mit Hilfe einer Western Blot Analyse
bestimmt. Dazu wurden aus derselben Kultur, aus der auch die Proben fiir die RNA-Isolate
stammten, Aliquots entnommen, und gleiche Mengen der 16slichen Proteinfraktionen jeder
Probe elektrophoretisch aufgetrennt (Abbildung 9A). Mit einem anti-Sph1 Antikérper (Ruepp
et al., 1998) wurde anschliefend das Sphl Protein spezifisch nachgewiesen (Abbildung 9B).
Dabei konnte festgestellt werden, dass in der frithen und mittleren exponentiellen Phase die
Sphl Menge zundchst zunimmt, sich im weiteren Verlauf der mittleren bis spéten
exponentiellen Phase nur geringfiigig dndert und dann mit dem Beginn der Transitionsphase
deutlich abfillt. In der stationdren Phase ist nur noch ein sehr schwaches Signal zu
detektieren. Somit ist der spezifische Sphl Proteingehalt zumindest qualitativ entsprechend
der Transkriptmenge in den Zellen vorhanden. Sieht man sich allerdings die Mengen bei 8,5
Stunden und 16 Stunden an, so scheint es, dass sich der Sphl Proteingehalt konstant bleibt,
wiahrend sich das sphl Transkriptlevel um mindestens den Faktor zwei dndert. Moglich ist
daher eine post-transkriptionelle Kontrolle der Genexpression. Ungeachtet dessen, nimmt die
Sphl Menge deutlich mit dem Beginn der stationiren Wachstumsphase ab. Fiir eine
halbquantitative Analyse des relativen Sphl Proteingehalts wurde der Rontgenfilm gescannt
und die Signale densitometrisch ausgewertet (Abbildung 9C). Dabei wurde festgestellt, dass
in Zellen der frithen stationdren Wachstumsphase nur etwa 5 % der Sphl Menge vorhanden
ist, die in exponentiell wachsenden Zellen nachgewiesen werden konnte. Diese Daten weisen
darauf hin, dass das Sphl Protein entweder instabil ist und die Sph1 Synthese zu Beginn der
stationdren Phase endet, oder dass es spezifisch abgebaut wird. In jedem Fall stehen die
Ergebnisse im Einklang mit einer moglichen Zellzyklus-spezifischen Funktion von Sphl und

Hp24 in H. salinarum.
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Abbildung 9: Wachstumsphasen abhéngige Sph1 Akkumulation

(A) Wéhrend des aeroben Wachstums einer H. salinarum Kultur wurden zu den angegebenen Zeiten Proben
entnommen und jeweils 15 pg der entsprechenden Rohextrakte auf einem SDS-Gel elektrophoretisch aufgetrennt.
Die GroBien des Molekulargewichtsstandards [M] sind jeweils angegeben. (B) Das Gel wurde geblottet und mit
einem anti-Sph1-Antikérper wurden die Sph1 Akkumulation ermittelt. Der Blot wurde gescannt und die relative
Signalintensititen ermittelt und (C) in einem Balkendiagramm gegen die Zeit aufgetragen. Das Signal mit der
hochsten Intensitdt wurde mit 100 % gleichgesetzt.

24




II1. Ergebnisse

3. Modulation der Sph1 Konzentration in H. salinarum

3.1 Uberproduktion von Sphl

Zur Charakterisierung der Funktion von Sphl sollte das Protein von auflen steuerbar
tiberproduziert sowie depletiert werden. Frithere Ergebnisse haben bereits gezeigt, dass die
Uberproduktion von Sphl mdglicherweise den Fortgang des Zellzyklusses beeinflusst. Die
normalerweise pleiomorphe Zellgestalt von H. volcanii (Kugeln, unregelmiflige Zellen und
Kurzstdbchen) wurde durch die heterologe Produktion von Sphl dramatisch geédndert; es
wurden lange Stdbchen ausgebildet. In H. salinarum konnte als Folge der homologen
Uberproduktion von Sph1 ein Anstieg der durchschnittlichen Zelllinge und das Auftreten von
einigen sehr langen Zellen beobachtet werden. Jedoch war die Anderung des Phinotyps bei
Uberproduktion von Sphl in den an sich schon stibchenférmigen Zellen weniger deutlich
(Ruepp et al., 1998). Das verwendete Vektorkonstrukt enthielt einen konstitutiven Promotor.
Der durch die konstitutive Expression von sphl entstehenden Phénotyp der Transformanden
war uneinheitlich und instabil. Eine prizise Interpretation der Ergebnisse war demzufolge
nicht moglich. Daher wurde ein neuer Vektor konstruiert, der anstelle des bislang
verwendeten starken konstitutiven Promotors pR1/6 (Danner und Soppa, 1996) einen starken
regulierbaren Promotor enthalten sollte. Ein solches Konstrukt sollte es ermdglichen, die
Uberproduktion von Sphl in H. salinarum gezielt zu induzieren und den resultierenden
stabilen Phinotyp zu charakterisieren. Fiir Haloarchaea stand jedoch bislang kein regulierter
Promotor zur Verfligung, so dass ein geeigneter Bereich aus dem Genom von H. salinarum
identifiziert werden musste. Daher wurde zunéchst der intergene Bereich zwischen dem arcC
und dem arcB Gen des arcRACB-Genclusters aus H. salinarum (Abbildung 10A) vor das
sphl Gen kloniert. Die Gene des arcRACB-Genclusters kodieren fiir die Proteine des
Arginindeiminaseweges. Durch Arbeiten am Arginindeiminaseweg war gezeigt worden, dass
die Expression der Gene des fermentativen Argininabbaus durch das Substrat Arginin
reguliert werden (Soppa et al., 1998; Ruepp et al., 1996). Nach externer Zugabe von Arginin
erfolgt innerhalb weniger Minuten eine starke Induktion der Expression. Auch wenn eine
genaue Promotorcharakterisierung nicht vorlag, sollte der Promotor eines der Gene fiir die
Steuerung der Sphl Produktion herangezogen werden. Die Transkription des arcB Genes ist
in der exponentiellen Wachstumsphase dulerst gering, kann aber durch Zugabe von Arginin
nachweislich um etwa den Faktor 20 gesteigert werden (Ruepp et al., 1996). Der putative
Promotorbereich des arcB Genes wurde stromaufwirts des sphl Genes in einen bestehenden
haloarchaealen Expressionsvektor inseriert. Es entstand das Plasmid pUH3 (Abbildung 10A).

Nach Transformation des H. salinarum Wildstammes DSM 670 mit pUH3 stellte sich heraus,
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dass die Zellen bereits in Abwesenheit von Arginin signifikant langer waren als
Wildtypzellen. Damit konnte zwar der schon frither beschriebene Phianotyp der Zellen bei
einer konstitutiven Uberproduktion von Sphl bestitigt werden (Ruepp et al., 1998), es konnte
jedoch nicht die erwartete kontrollierbare Produktion, sondern nur eine Kkonstitutive
Expression von sphl erzielt werden. Zur Verifizierung der Ergebnisse wurden in einer
Northern Blot Analyse die sphl Transkriptlevel des Wildstammes DSM 670 und einer frisch
durch Transformation hergestellten Uberproduktionsvariante vor und 3 Stunden nach erfolgter
Argininzugabe analysiert (Abbildung 10B). Das sphl Transkript ist in der
Uberproduktionsvariante DSM 670/pUH3 deutlich nachweisbar. Im Gegensatz dazu liegt die
sphl Transkriptmenge in den RNA-Isolaten aus dem Wildstamm unterhalb der
Nachweisgrenze. Die Zugabe von Arginin bewirkt keine weitere Steigerung der sphl
Transkriptmenge in der Variante, sondern fithrt zu deren Reduktion. Dies konnte darauf
zurlickzufiihren sein, dass bereits innerhalb von 3 Stunden ein Teil der in der Fliissigkultur
enthaltenden Zellen das Plasmid verliert und somit die konstitutive Expression von sphl nicht
mehr erfolgen kann. In einem unabhingigen Versuch mit einem anderen zu exprimierenden
Gen wurde festgestellt, dass ein Bereich von ca. 200 bp vor dem arcB Gen einen konstitutiven

Promotor enthilt (Nadja Patenge, personliche Mitteilung).

A 100 bp Fragment
N — N ,
(R SR R R e P g I s iz U7
arcR arcA arcC arcB hp24 sphl
pUH3 L
arcB Promotor sphl Gen
B DSM 670 DSM 670 DSM 670 DSM 670
pUH3 pUH3
Arginin
23S rRNA
sphl

Abbildung 10: Konstitutive Expression des sphl Gens.

(A) Schematische Darstellung der Bereiche des H. salinarum Genoms, die den verwendeten Promotor bzw. das
sphl Gen enthalten. Die beiden markierten Fragmente wurden zur Konstruktion des Vektors pUH3 verwendet,

der die homologe Expression des Sph1 Gens in H. salinarum erméglicht. (B) Der Sph1 Uberproduktionsstamm
DSM 670/pUH3 und der Wildtypstamm DSM670 wurden bis zur mittleren exponentiellen Wachstumsphase
kultiviert. Aus beiden Kulturen wurde jeweils eine Probe entnommen und gesamt RNA isoliert. Die Kulturen
wurden mit jeweils 1,25 % Arginin versetzt und fiir weitere 3 h auf dem Schiittler inkubiert. AnschlieBend wurde
erneut gesamt RNA isoliert. Der Nachweis des sphl Transkripts erfolgte mit einer sphl-spezifischen Sonde.
verwendete Abkiirzungen: arcR, Gen eines moglichen Regulators; arc4, Gen der Arginin-Deiminase; arcC, Gen

der Carbamat-Kinase; arcB, Gen der katabolen Ornithintranscarbomylase. 26
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Dem als Promotor gewdhlten intergenen Bereich zwischen dem arcC und dem arcB Gen
fehlen augenscheinlich Kontrollelemente, um die Regulation des Vektor kodierten sphl Allels
zu erreichen. Um doch noch eine konditionale Uberproduktion des Sphl Proteins in
H. salinarum zu erzielen, wurde der verwendete intergene Bereich von 100 bp durch einen
erweiterten Bereich des arcB Promotors ersetzt. Das 1,2 kbp umfassende Promotorelement,
dass etwa 400 bp vor dem offenen Leserahmen von arcB beginnt und fasst das gesamte arcB
Gen umfasst (Abbildung 11A), wurde zundchst in den Blueskriptvektor pSK+ kloniert
(pUH4). AnschlieBend wurde das Fragment anstelle des bislang verwendeten konstitutiven
Promotors stromaufwérts des sphl Genes in den Vektor pUH3 inseriert, so dass eine
Transkriptionsfusion entstand. H. salinarum Zellen, die mit dem resultierenden Plasmid
pUHG6 transformiert worden waren, wiesen mittlere Zelllangen vergleichbar zum Wildstamm
DSM 670 auf. In einem Experiment wurde untersucht, ob die Expression des sph/ Genes in
der Uberexpressionsvariante durch Zugabe von Arginin induziert werden kann. In
Abwesenheit von Arginin wuchs der pUH6 enthaltende H. salinarum-Stamm
ununterscheidbar vom Wildtyp. Nach Argininzugabe begannen jedoch die optischen Dichten
der Kontrollkultur und des Uberproduktionsstammes DSM 670/pUH6 sich voneinander zu
unterscheiden (Abbildung 11B). Wiahrend die optische Dichte der Kontrollkultur stetig
anwuchs, nahm die Steigung der optischen Dichte der Testkultur mit Arginin in Zeit-
abhingiger Weise deutlich ab. In einer Western Blot Analyse mit sphl-spezifischem
Antikorper konnte gezeigt werden, dass die Sph1 Menge innerhalb der Zellen tatsidchlich nach
Induktion mit Arginin zunimmt (Abbildung 11C) und dass die Sph1 Menge drei Stunden nach
Zugabe des Arginins etwa dreimal hoher war als zu Beginn des Versuchs (Abbildung 11D).
Im Gegensatz zum Wildtyp wurde durch Zugabe von Arginin die Zellteilung blockiert; die
Zellen wuchsen in der Liange. Vier Stunden nach Induktion war die mittlere Zelllinge auf
mehr als auf das doppelte einer uninduzierten Kontrollkultur bzw. des Wildstammes
DSM 670 angewachsen (Abbildung 11E). Der beobachtete Phénotyp, die Western Blot
Analyse, sowie die gemessene optische Dichte bestitigen, dass die Arginin-abhingige
konditionale Uberproduktion von Sphl erreicht wurde. Folglich ist die Produktion von Sphl
in einer erhohten Dosis bzw. zu einem unangemessenen Zeitpunkt im Zellzyklus von
H. salinarum nicht mit dem Fortgang des Zellzyklusses vereinbar. Transkription, Translation,

Energiemetabolismus und andere zelluldre Prozesse scheinen nicht betroffen zu sein.
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Abbildung 11: Homologe Uberproduktion von Sphl in H. salinarum

(A) Schematische Darstellung der Bereiche des H. salinarum Genoms, die den verwendeten Promotor bzw. das
sphl Gen enthalten. Die beiden markierten Fragmente wurden zur Konstruktion des Vektors pUH6 verwendet,
der die regulierte homologe Expression des Sphl Gens in H. salinarum ermoglichte.(B) Wachstum des
Wildstammes DSM 670 () und des Uberproduktionsstammes DSM 670/ pUH6 (o) nach Zugabe von Arginin.
Die Anderung der Zelldichte wurde mit einem Klett-Photometer bestimmt.

(C) Western Blot Analyse mit einem anti-Sph1-Antikérper. Die Proben wurden zu den angegebenen Zeiten aus
der Kultur des Uberproduktionsstammes entnommen und 10 pg 16slichen Zellproteins auf jede der Spuren
aufgetragen. Der Blot wurde gescannt und die relative Signalintensititen ermittelt und (D) in einem
Balkendiagramm gegen die Zeit aufgetragen. Das Signal mit der niedrigsten Intensitit wurde mit 100 %
gleichgesetzt. (E) Mikroskopische Aufnahmen von Zellen des Uberproduzenten vor Induktion (linkes Bild) und
4 h nach Induktion mit Arginin (rechtes Bild).

verwendete Abkiirzungen: arcR, Gen eines moglichen Regulators; arc4, Gen der Arginin-Deiminase; arcC, Gen
der Carbamat-Kinase; arcB, Gen der katabolen Ornithintranscarbomylase. 28
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3.2 Depletion von Sphl

Da Sphl fiir den erfolgreichen Verlauf des Zellzyklusses von essentieller Bedeutung zu sein
scheint, wire eine Nullmutation des sphl Genes moglicherweise letal. Ist der Ausfall der
Sphl Funktion mit der Uberlebensfihigkeit unvereinbar, so koénnen keine Klone einer
entsprechenden Variante erhalten werden, bei denen ein Genersatz mit einem Resistenzgen
durchgefiihrt wurde. Daher wurde versucht, eine konditionale Depletionsvariante zu erzeugen,
um den Phénotyp bei fehlender Sphl-Funktion untersuchen zu kénnen. Zu diesem Zweck
wurde erstmals in Archaea versucht, die intrazelluldre Produktion von anti-sense-mRNA zu
induzieren, um die Bildung von Sphl zu unterbinden. Obwohl die in Eukarya erfolgreich
eingesetzte antisense Technik (De Backer et al., 2002; Chicas und Macio 2001; Vaucheret et
al., 2001) fiir die Unterdriickung der Expression in Archaea bislang noch nicht eingesetzt
worden war, gab es Hinweise, dass in Archaea antisense RNAs in natiirlich vorkommenden
Regulationsprozessen eine Rolle spielen (Kriiger und Pfeifer, 1996; Stolt und Zillig, 1993).
Somit konnte vermutet werden, dass sphl-antisense-mRNA die Bildung des Proteins
verhindern wiirde.

In dieser Arbeit konnte bereits gezeigt werden, dass sphl nicht gemeinsam mit hp24
transkribiert wird und das stromaufwérts von sphl kein weiteres Gen liegt, dass mit sphl
abgelesen werden. Diese Informationen waren fiir die geplante Depletion des sphl Genes
notig, um auszuschlieBen, dass aufgrund der Depletion polare Effekte auf andere Gene
auftreten konnten. Der Uberexpressionsvektor pUH6 war der Ausgangspunkt fiir den Versuch
Sphl gezielt zu depletieren bzw. seine Bildung zu verhindern. Das sphl Gen wurde aus dem
Vektor ausgeschnitten und das invertierte spi/ Gen wieder in den Vektor inseriert (Abbildung
12A). Es entstand das Plasmid pUHS, dass die Arginin abhingige Bildung von sph/-antisense
mRNA erlauben sollte. Der Wildstamm DSM 670 von H. salinarum wurde mit pUHS
transformiert und die Transkription des sphl-antisense Transkripts wurde durch Zugabe von
Arginin gezielt induziert. Dabei wurde durch Messung der optischen Dichte der Kultur sowie
durch Lichtmikroskopie die Ausbildung des Phanotyps verfolgt und mit einer unbehandelten
Kultur und einer Wildtyp-Kultur von H. salinarum verglichen. Erneut waren die Vektor
enthaltende Kultur DSM 670/pUH8 und die Kontrollkultur vor der Induktion nicht
voneinander zu unterscheiden (Abbildung 12B). Nach der Induktion der sphl-antisense
mRNA Synthese horten die Zellen der Testkultur auf sich zu teilen und begannen stattdessen
in die Linge zu wachsen (Abbildung 12C). Folglich ergab sich fiir die Uberproduktion und
die Depletion von Sphl in H. salinarum der gleiche Phinotyp. Somit wird die essentielle

Rolle von Sphl fiir den korrekten Verlauf des Zellzyklusses von H. salinarum unterstrichen.
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AuBerdem ist festzustellen, dass Sphl nicht redundant kodiert ist und das die Funktion bei
Ausfall von Sphl nicht oder nur teilweise von Sph2 bzw. einem anderen Protein iibernommen

wird, da ansonsten die Depletion ohne Phidnotyp geblieben wire.
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Abbildung 12: Depletion von Sphl

(A) Schematische Darstellung der Bereiche des H. salinarum Genoms, die den verwendeten Promotor bzw. das
sphl Gen enthalten. Die beiden markierten Fragmente wurden zur Konstruktion des Vektors pUH6 verwendet,
der die regulierte Depletion des Sphl Gens in H. salinarum ermoglichte. (B) Wachstum einer Kultur von DSM
670 (A) und von zwei Plasmid tragenden Kulturen DSM 670/pUHS8 (O/@) die das invertierte sph! Gen unter
Kontrolle eines Arginin induzierbaren Promotors tragen. Der Zeitpunkt, zu dem zu einer der beiden Kulturen (O)
Arginin gegeben wurde ist mit einem Pfeil gekennzeichnet. Die andere Kultur (@), sowie der Wildstamm (A)
wurden ohne Arginin weiter inkubiert. Die Anderung der Zelldichte wurde mit einem Klett-Photometer bestimmt.
(C) Mikroskopische Aufnahmen der DSM 670/pUHS8 Kultur vor (linke Abbildung) und 12h nach Zugabe von
Arginin (rechte Abbildung).

verwendete Abkiirzungen: arcR, Gen eines moglichen Regulators; arc4, Gen der Arginin-Deiminase; arcC, Gen
der Carbamat-Kinase; arcB, Gen der katabolen Ornithintranscarbomylase. 30
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3.3 Quantifizierung der Molekiilzahl je H. salinarum-Zelle

Zur Quantifizierung der Molekiilzahl je Zelle, des Sph1 Anteils an der loslichen Zellfraktion,
sowie zur Bestimmung der Nachweisgrenze von Sphl in der Western Blot Analyse, wurde
Sphl heterolog in E. coli produziert. Dazu wurde das sphl Gen in den Vektor pPCR-Script
kloniert und das Gen anschlieBend in den bakteriellen Expressionsvektor pQE30 (Qiagen,
Hilden) inseriert. Durch die Klonierung wurde der offene Leserahmen des sphl Gens am 5°-
Ende um sechs Histidincodons erweitert und steht unter der Kontrolle des IPTG induzierbaren
lac-Promotors. Es entstand das Plasmid pUH10. Nach Transformation von E. coli mit dem
Plasmid pUHI10 wurde der transgene Stamm zur Produktion des rekombinanten
Fusionsproteins Sphlye herangezogen. Nach Induktion der Expression mit IPTG konnte
Sphlye im  Zellextrakt des pUHI10 tragenden E. coli-Stammes nachgewiesen werden
(Abbildung 13). Die sechs N-terminalen Histidinreste des Fusionsproteins Sphlys
ermoglichten die Reinigung des Proteins mit einer Nickel-Affinitits-Chromatographie.
Definierte Mengen des gereinigten, rekombinanten Sphlye wurden zusammen mit 19slichem
Zellextrakt aus H. salinarum auf einem SDS-PAGE aufgetrennt. Nach Westen Blot Analyse
wurde halbquantitativ die Molekiilzahl pro Zelle ermittelt.

M LF U W E1 E2
200,0 kDa

116,3 kDa
97,4 kDa

66,3 kDa
55,4 kDa

36,5 kDa

31,0 kDa

Abbildung 13: Reinigung des rekombinanten Sphlys

In der ersten Spur ist der Molekulargewichtsstandard [M] aufgetragen; die GroBen sind jeweils angegeben. In der
zweiten Spur sind 15 pg Rohextrakt des E. coli Sphlys-Expressionsstammes nach IPTG-Induktion aufgetragen.
In der dritten Spur [U] sind 5 pg des Uberstands nach Inkubation mit der NCS-Matrix aufgetragen. Die vierte
Spur zeigt 1 pg der ersten Waschfraktion. In der fiinften und sechsten Spur sind jeweils 10 pg gereinigtes
rekombinantes Sphl nach der ersten [E1] bzw. nach der zweiten [E2] Elution von der Affinitdtsmatrix
aufgetragen.
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Zunichst wurden auf ein SDS-PAGE 2 ug der loslichen Proteinfraktion aufgetragen und
elektrophoretisch aufgetrennt. Das im Anschluss durch Western Blot Analyse immunologisch
nachgewiesene spezifische Sphl-Signal wurde mit einer Verdiinnungsreihe von Sphlye, die
ebenfalls im Immunologischen Nachweis eingesetzt wurde, verglichen, und auf diese Weise
wurde die Sphl1-Menge auf dem Western Blot abgeschéitzt. Der Sphl-Anteil der l6slichen
Proteinfraktion macht demnach ca. 0,1% aus. In einer Zelle liegen 5,4:10*' mol Sphl vor.
Eine H. salinarum Zelle enthdlt demnach im Durchschnitt rund 3000 Sph1 Molekiile. Da das
H. salinarum Genom etwa 3-10° bp umfasst, steht pro Kilobase genomischer DNA ein Sphl
Molekiil zur Verfiigung.

4. Etablierung einer Synchronisationsmethode

4.1 Wirkung von eukaryalen Zellzyklusinhibitoren

Als Voraussetzung fiir die Charakterisierung Zellzyklus-spezifischer Prozesse war die
Etablierung einer Synchronisationsmethode, die es fiir Euryarchaea bislang nicht gab,
dringend  erforderlich. =~ Als  Grundvoraussetzung  fiir das  Erstellen eines
Synchronisationsprotokolls wurde der Einfluss verschiedener, bei Eukarya wirksamer,
Zellzyklusinhibitoren auf das Wachstum von H. salinarum untersucht. Dabei wurden neben
Aphidicolin, einem Hemmstoff, der nachweislich die Replikation von H. salinarum blockiert
(Forterre et al., 1984), Inhibitoren ausgewéhlt, die in Eukarya verschiedene Zellzyklusphasen

blockieren. Die verwendeten Inhibitoren und ihre Wirkorte in Eukarya sind in Tabelle 3

zusammengefasst.

Inhibitor Wirkort in Eukarya Literatur

Aphidicolin Replikation (DNA-Polymerasen o and 3) Matherly et al., 1989; Spadari et al., 1985;
Forterre et al., 1984

Hydroxyharnstoff  Replikation (Ribonukleotidreduktase) Anand et al., 1995

Mimosin Replikation (Replikationsgabel) Krude, T., 1999; Lin et al., 1996;
LaLande et al., 1990

Nocodazol Segregation (Tubulin-Polymerisation) Samaké und Smith, 1996;
Krek und DeCaprio, 1995

Puromycin Translation (Elongation) Kaufmann et al., 1993

Tabelle 3: Eukaryale Zellzyklusinhibitoren und deren Wirkorte
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Um die Sensibilitit von H. salinarum gegeniiber den verschiedenen Inhibitoren zu testen
wurde zunéchst eine sich in der exponentiellen Wachstumsphase befindliche Wildtypkultur
von H. salinarum in 7 Kulturen aufgeteilt und sechs dieser Kulturen mit jeweils einem der
Inhibitoren versetzt. Die unbehandelte Kultur diente als Kontrolle. Die verwendeten
Wirkstoftkonzentrationen waren vergleichbar mit denen in Eukarya wirksamen
Inhibitormengen. Die Ergebnisse sind in Abbildung 14 graphisch dargestellt. Mimosin,
Valinomycin und Nocodazol zeigten keinen oder geringe Effekte auf Wachstum und
Zelllinge und beeinflussten die Zellteilung von H. salinarum gar nicht oder nur in geringem
Umfang. In den entsprechenden Kulturen waren im gesamten Versuchsverlauf teilende Zellen
in einer Haufigkeit zu finden, die mit den in der Wildtyp-Kultur beobachteten

Teilungshéufigkeiten vergleichbar ist.
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Abbildung 14: Hemmstoffbehandlung von H. salinarum Kulturen

Die Analyse zeigt die Anderung der Zelldichten von 6 H. salinarum-Kulturen nach Zugabe einer der Inhibitoren
(@ Hydroxyharnstoff, Puromycin, @ Valinomycin, @ Mimosin, ® Nocodazol und @ Aphidicolin) im
Verlauf der Inhibitorbehandlung sowie einer H. salinarum-Kultur, der keiner der Inhibitoren zugesetzt wurde
(@). Die Zelldichten wurden jeweils mit der Z&hlkammer ermittelt.

Moglicherweise gibt es fiir diese Substanzen in Halobacterium keinen homologen Wirkort
oder dieser ist so unterschiedlich von dem in Eukarya, dass er nicht betroffen wird. AuBBerdem

ist nicht auszuschlieBen, dass die Substanzen das Zytoplasma erst gar nicht erreichen, bzw.
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bei den benétigten Salzkonzentrationen unwirksam waren. Hydroxyharnstoff, Puromycin,
sowie Aphidicolin inhibierten die Zellteilung vollstdndig. Dieser Effekt konnte sowohl durch
die Stagnation in der Zelldichtezunahme, sowie im Fehlen von Zellteilungsereignissen
beobachtet werden. Um auszuschlief3en, dass die beobachteten Effekte von den verwendeten
Losungsmitteln stammen, in denen die Inhibitoren gelost waren, wurden Testkulturen mit den
Losungsmitteln inkubiert. Bei den verwendeten Konzentrationen konnten keine
inhibitorischen Wirkungen nachgewiesen werden. Im Folgenden wurden die durch das

Aphidicolin und den Hydroxyharnstoff verursachten Effekte ndher charakterisiert.

4.2 Hydroxyharnstoff

Um die inhibitorische Wirkung von Hydroxyharnstoff zu iiberpriifen, wurde der Einfluss
verschiedener Konzentrationen auf das Wachstum von H. salinarum untersucht. Zunéchst
wurde mit einer Konzentration von 15 pg/ml Kultur begonnen. Da mit dieser Konzentration
nur eine mafige Hemmung der Zellteilung zu erreichen war, wurde die Konzentration auf
150 pg/ml und schlieBlich auf 1,5 mg/ml H. salinarum Kultur gesteigert. In Abbildung 15
sind auf der rechten Seite Zellen vor der Zugabe von 1,5 mg /ml Hydroxyharnstoff und 5 bzw.
10 Stunden nach der Zugabe gezeigt. Auf der linken Seite die graphische Auswertung der
statistischen Analyse von jeweils 50 Zellen dargestellt. Wahrend die mittlere Zellldinge der
meisten Zellen nach Hydroxyharnstoff Zugabe unbeeinflusst bleibt — der Mittelwert sinkt von
4,2 um (Standardabweichung 1,2 um) auf 3,7 um (Standardabweichung 1,3 um) — und
sowohl die Zellteilung als auch das Wachstum der meisten Zellen gehemmt sind, wichst ein
geringer Anteil der Zellen von etwa 10 % weiter in der Lange. Innerhalb der néchsten
5 Stunden beginnt dann auch der restliche Teil der Zellen in der Liange zu wachsen, so dass
die mittlere Zelllange auf 4,6 pm (Standardabweichung 1,3 um) anwéchst. Der beobachtete
Effekt ist vermutlich darauf zuriickzufiihren, dass nicht alle Zellen in gleichem Umfang durch
Hydroxyharnstoff gechemmt werden, so dass bei einem Teil der Zellen sowohl die Zellteilung
als auch das Zellwachstum betroffen ist, bei einem anderen Teil jedoch die Zellen weiterhin in
der Lage sind in der Lange zu wachsen. Im Versuchsverlauf dnderte sich der Anteil der Zellen
deren Zellwachstum durch Hydroxyharnstoff inhibiert war nur in geringem Umfang.
Versuche, durch eine hohere Hydroxyharnstoffkonzentration eine vollstindige Inhibition aller
Zellen zu erzielen, ergaben kein verbessertes Verhéltnis von wachsenden zu verzogert

wachsenden Zellen.
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Abbildung 15: Hydroxyharnstoftbehandlung einer H. salinarum Kultur

Phasenkontrast

_ Spm

Die Analyse zeigt (A) Zellen vor Behandlung mit Hydroxyharnstoff, (B) nach 5 Stunden Inkubation mit dem
Inhibitor und (C) nach 10 Stunden in Anwesenheit des Hydroxyharnstoffs. Auf der linken Seite sind die
GroBenverteilungen der Zelllingen graphisch dargestellt, auf der rechten Seite sind die mikroskopische
Aufnahmen typischer Zellen abgebildet. Fiir jede graphische Darstellung wurden von jeweils 50 Zellen die

Zelllangen ausgemessen.

4.3 Aphidicolin

Da mit Hydroxyharnstoff keine zufrieden stellenden Ergebnisse erzielt werden konnten,

wurde der Einfluss von Aphidicolin ndher untersucht. Die Eignung von Aphidicolin als

Inhibitor der DNA Polymerase wurde bereits beschrieben (Forterre ef al., 1984; Schinzel und

Burger, 1984) und es war bekannt, dass durch verlingerte Inkubation mit dem Inhibitor

Zelllingen von bis zu 40 um erreicht wurde, was etwa dem zehnfachen der mittleren

Zelllingen einer unbehandelten Kultur entspricht (Oesterhelt und Marwan, 1987). Allerdings

war Aphidicolin zuvor nie zur Synchronisation von H. salinarum genutzt worden, so dass

keine vollstindige reversible Inhibition der Replikation ohne einen Einfluss auf andere
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zelluldre Prozesse notwendig war. Daher musste die Aphidicolinkonzentration zundchst
optimiert werden. H. salinarum zeigte in den Experimenten eine hohe Sensitivitit gegeniiber
Aphidicolin; die Effekte waren deutlich von der eingesetzten Dosis abhingig. Bei einer
Konzentration von weniger als 20 uM énderte sich die mittlere Zelllinge im Verlauf der
Inkubation nur geringfiigig, so dass sich die Zellen in Anwesenheit des Inhibitors weiterhin
teilen konnten und die Zellen den Zellzyklus vollstindig durchliefen. Konzentrationen von
mehr als 50 uM fiihrten zu einer ausnahmslosen Inhibierung der Zellteilung, jedoch war auch
das Zellwachstum von H. salinarum vollstindig gehemmt. Bei einer Konzentration von
30 uM Aphidicolin nahmen die Zellen signifikant an Lénge zu, wéhrend die Zellteilung
komplett unterbunden war. Durch Phasenkontrast- und Fluoreszenzmikroskopie wurde
kontrolliert, dass sowohl die Stdbchen formige Zellgestalt als auch das Erscheinungsbild des
Nukleoids unverdndert blieben. Durch das anhaltende zellulire Wachstum wurde deutlich,
dass die Zellen weiterhin lebensfihig waren. In Abbildung 16 sind auf der rechten Seite
Zellen vor Aphidicolinbehandlung bzw. 5 Stunden und 10 Stunden nach Zugabe des
Inhibitors abgebildet. Fiir eine statistische Analyse wurden die Zelllingen von jeweils
50 Zellen bestimmt und graphisch ausgewertet (Abbildung 16, linke Seite). Die
Zelllingenverteilung einer exponentiell wachsenden H. salinarum-Kultur folgt einer
Normalverteilung um den Mittelwert 4,1 um (Standardabweichung 1,7 um). Nach 5 Stunden
in Gegenwart des Aphidicolins war die Normalverteilung der Zelllingen in der Kultur
weiterhin erhalten. Die Varianz dnderte sich nur geringfiigig von 2,8 auf 3,3, wihrend die
mittlere Zelllinge auf 7,2 um (Standardabweichung 1,8 pm) anwuchs. Nach 10 Stunden hatte
sich die mittlere Zelllinge nahezu verdreifacht, auf einen Wert von 11,9 um
(Standardabweichung 3,4 um). Zu diesem Zeitpunkt waren allerdings einige Zellen deutlich
kiirzer als das statistische Mittel, so dass vermutlich schon wieder vereinzelte Teilungen
stattgefunden hatten. Dementsprechend stieg die Varianz signifikant von 3,3 auf 11,4.
Folglich nimmt die Zelllinge fiir mindestens fiinf Stunden linear zu, wéhrend die Varianz fast
unverdandert bleibt, so dass die Zellzyklusblockade bestéitigt wird. Eine Aphidicolin
behandelte Kultur und eine unbehandelte Kontrollkultur wurden hinsichtlich der
Geschwindigkeiten verglichen, mit denen die mittleren Zelllingen zunehmen. Frisch aus einer
Teilung hervorgegangene Zellen aus einer Kultur der exponentiellen Wachstumsphase haben
eine mittlere Zelllinge von 3,0 um und wachsen unter den verwendeten Bedingungen
4 Stunden, bis sie sich wieder teilen. Das entspricht einer mittleren Lingenzunahme von
0,8 um je Stunde. Zellen die mit Aphidicolin behandelt wurden, wachsen in den ersten finf

Stunden um 3,1 um. In diesem Zeitraum wachsen sie mit einer mittleren Langenzunahme von
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0,6 um je Stunde. Die Geschwindigkeit der Zelllingenzunahme zeigt, dass die
durchschnittliche zellulire Wachstumsrate von H. salinarum nur geringfiigig beeinflusst wird
und somit Transkription, Translation, Energiestoffwechsel und andere zelluldre Prozesse
durch die Aphidicolinbehandlung vermutlich gar nicht oder nur geringfiigig beeintriachtigt
werden. Somit ist Aphidicolin ideal fiir das Erstellen einer Synchronisationsprozedur
geeignet. Als Hindernis erwies sich dabei, dass sich eine hohe Variabilitit der
Aphidicolinaktivitit in Abhédngigkeit der Charge und der Hersteller ergab. So musste die

optimal einzusetzende Aphidicolinkonzentration jeder Charge neu ermittelt werden.
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Abbildung 16: Aphidicolinbehandlung einer H. salinarum Kultur

Die Analyse zeigt (A) Zellen vor Behandlung mit Aphidicolin, (B) nach 5 Stunden Inkubation mit dem Inhibitor
und (C) nach 10 Stunden in Anwesenheit des Aphidicolins. Auf der linken Seite sind die Groenverteilungen der
Zelllingen graphisch dargestellt, auf der rechten Seite sind die mikroskopische Aufnahmen typischer Zellen
abgebildet. Fiir jede graphische Darstellung wurden von jeweils 50 Zellen die Zelllaingen ausgemessen.
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4.4 Bestimmung der Zellteilungsebene

Wihrend der eigentliche Grund fiir die Optimierung der Zellzyklusinhibition durch
Aphidicolin in der Etablierung einer Synchronisationsmethode lag, wurden durch die
Inhibition und das anschlieBende Entfernen des Inhibitors weitere Experimente ermoglicht.
Als ein Beispiel wurde die Zellteilungsebene bei verschiedenen Zelllingen bestimmt.
Zunidchst wurden die Zelllingen einer exponentiell wachsenden H. salinarum-Kultur vor
Aphidicolinzugabe bestimmt. Die Zellteilungsebene von 100 Zellen wurde ausgemessen und
es wurde festgestellt, dass sich die Zellen im Bereich der Zellmitte teilen. Die Daten sind in
Abbildung 17A gezeigt, die mittlere Zelllainge betrug 6,9 um (Standardabweichung 1,7 um),
und der mittlere Abstand vom Septum zum ndchsten Zellpol betrug 3,0 um
(Standardabweichung 0,5 pm). Der Unterschied zwischen diesem gemessenen Abstand vom
Zellpol und dem der aus den Zelllingen ermittelten Zellmitte, ndmlich 3,45 pm, ist nicht
signifikant; Messungen der Abstinde von beiden Zellpolen aus ergaben identische Werte.
AnschlieBend wurde die H. salinarum-Kultur fiir 4 Stunden mit Aphidicolin behandelt, der
Inhibitor entfernt, und mit wiedereinsetzender Zellteilung wiederum die Zellteilungsebene
von 100 Zellen bestimmt (Abbildung 17B). Die mittlere Zelllinge war auf 9,8 pm
(Standardabweichung 1,9 pm) angewachsen, der Abstand vom Septum zum nichstgelegenen
Zellpol betrug 4,2 um (Standardabweichung 0,9 um) und ist somit geringfiigig weniger als
die Halfte der mittleren Zelllinge, d.h. 4,9 um. Im Gegensatz dazu zeigte sich nach 16
stiindiger Aphidicolinbehandlung ein deutlich verdndertes Bild (Abbildung 17C). Die mittlere
Zelllainge war auf 15,7 um angewachsen (Standardabweichung 4,3 pm), jedoch fand die
Septenbildung eindeutig nicht in der Zellmitte statt; sie lag im Mittel 3,9 um
(Standardabweichung 1,6 um) vom néchsten Zellpol entfernt. Der Zellteilungsmechanismus
in H. salinarum ist so ausgerichtet, dass das Septum in Zellen normaler Grofe in der Zellmitte
gebildet wird und geringe Zellldingenunterschiede ausgeglichen werden konnen, allerdings
zeigen die Untersuchungen an gegeniiber dem unbehandelten Wildtyp deutlich ldangeren
Zellen, dass dieser Mechanismus indirekt zu sein scheint und von Informationen abhéngig ist,

die an den Zellpolen generiert werden.

38




II1. Ergebnisse

e

Oh

N
(e
L

Anzahl Zellen
—_ [\ W
(e} o o (e}

10 15 20 25 30 35
Léange [pm]

(e
W

4h

0 5 10 15 20 25 30 35
Lange [pm]

@

50
40 - 16h
30 -
20
10
0 - A @

0 5 10 15 20 25 30 35

Linge [pm]

Anzahl Zellen

Abbildung 17: Septumbildung in H. salinarum

Exponentiell wachsende H. salinarum Zellen wurden gar nicht (A), sowie 4 h (B)
und 16 h (C) mit Aphidicolin behandelt. Nach Aufheben der Blockade wurden
Proben auf Agarose beschichtete Objekttriger aufgebracht und im
Phasenkontrastmikroskop untersucht. Von 100 eingeschniirten Zellen wurde sowohl
die gesamte Zelllinge (o) als auch der Abstand zum néheren der beiden Zellpole
bestimmt (e®).
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4.5 Synchronisationsprozedur

Anhand verschiedener Parameter, wie z.B. der Generationszeit, des Teilungsmodus und des
Liangenzunahme in  Anwesenheit des Inhibitors  Aphidicolin, wurde eine
Synchronisationsmethode fiir H. salinarum entwickelt (Abbildung 18). Diese zeichnete sich
durch zwei aufeinander folgende Inkubationsschritte mit dem Inhibitor Aphidicolin aus, die
durch einen Inkubationsschritt ohne Aphidicolin voneinander getrennt waren. Diese Methode
ermoglichte zwar das Synchronisieren von H. salinarum Kulturen, die Summe der

Inkubationszeiten betrug jedoch etwa 30 Stunden.
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Hemmstoffes

|
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Abbildung 18: Schematischer Ablauf der zweistufigen Synchronisationsprozedur 40
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Durch Optimierung der einzelnen Schritte konnte aus der zeitaufwendigen 2-Schritt-Prozedur
eine effektive 1-Schritt-Prozedur entwickelt werden, die es erlaubt, eine H. salinarum-Kultur
innerhalb von 5 Stunden zu synchronisieren. Von entscheidender Bedeutung fiir die
Optimierung war das ausschlieSliche Verwenden von auf die Wachstumstemperatur von 42°C
vorgewarmten Mediums, sowie die Verwendung von auf 42°C temperierten Kulturgefafen,
Zentrifugenrohrchen, Glaspipetten sowie des Rotors. Auf diese Weise konnte verhindert
werden, dass die Zellen neben der Zentrifugation auch noch durch einen
Temperaturgradienten beeinflusst wurden. Um mit einer moglichst homogenen Population
arbeiten zu konnen, wurde die Startkulturen ausschlieBlich mit einzelnen Kolonien inokuliert
und durch fortlaufende Verdiinnungsschritte fiir mindestens 30 Generationen in der
exponentiellen Wachstumsphase kultiviert. In Abbildung 19 ist ein Uberblick iiber das

endgiiltige Synchronisationsprotokoll gegeben.

4 h Inkubation mit
Aphidicolin [30 pM]

Entfernen des
Hemmstoffes

10 min Inkubation
ohne Hemmstoff

Zentrifugation

-I<—

SYNCHRONES
WACHSTUM

Dauer: etwa 4,5 h

Abbildung 19: Schematischer Ablauf der einstufigen Synchronisationsprozedur

Als ein Beispiel soll hier ein typisches, mit Methode 2 durchgefiihrtes Experiment
beschrieben werden: 20 ml einer exponentiell wachsenden H. salinarum-Kultur wurden mit

einer Endkonzentration von 30 uM Aphidicolin versetzt und vier Stunden bei 42°C inkubiert,
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bis die Zellen von 3,2 um Zellldnge auf 4,7 um angewachsen waren. Dies entspricht etwas
weniger als der doppelten Durchschnittslinge, die H. salinarum-Zellen aufweisen, die ohne
Aphidicolin in der exponentiellen Phase bei den verwendeten Wachstumsbedingungen
wachsen. Danach wurde der Hemmstoff durch Zentrifugation entfernt und anschlieend der
Grad der Synchronisation durch das Messen der Zelldichte, sowie der mittleren Zellldnge
bestimmt.

Die Konsequenzen der Aphidicolinbehandlung sind in der Abbildungen 20 dargestellt. Die
mittlere Zelllinge nahm fiir die ersten zwei Stunden nach Entfernen des Aphidicolins
weiterhin zu. Innerhalb der nichsten 40 Minuten hingegen sank sie deutlich ab, was auf eine
synchrone Zellteilung hindeutet (Abbildung 20A). Ein zweiter Parameter, die Zelldichte,
ergab das gleiche Ergebnis (Abbildung 20B). Die Zelldichte nahm innerhalb der ersten zwei
Stunden nach Entfernen des Inhibitors nicht zu. Im Gegensatz dazu dnderte sich die Zelldichte
innerhalb der folgenden Stunde drastisch. In Abbildung 20D sind mikroskopische Bilder von
Aliquots gezeigt, die zu den angegebenen Zeitpunkten aus der synchronisierten H. salinarum-
Kultur entnommen wurden. Wéhrend der ersten beiden Stunden nach Entfernen des Inhibitors
ist kaum Zellteilung zu beobachten. Beachtlich ist der hohe Anteil an Zellen bei 2 Stunden 20
Minuten und 2 Stunden 40 Minuten, die sich sichtbar im Prozess der Teilung befinden. Fiir
mehrere Stunden finden nachfolgend nahezu keine Zellteilungen mehr statt.

Um die Anzahl der sich teilenden Zellen zu quantifizieren wurden in regelmifBigen Abstinden
Proben aus der Kultur entnommen. Von jeweils 100 zufillig ausgewéhlten Zellen wurde
anschlieBend die Anzahl der Zellen mit sichtbaren Einschniirungen bestimmt. Das Ergebnis
ist in Abbildung 20C dargestellt. Zum Zeitpunkt 2 Stunden 20 Minuten teilen sich 45 % der
Zellen. Insgesamt befinden sich in einem Zeitraum von 20 Minuten, ndmlich von 2 Stunden
20 Minuten bis 2 Stunden 40 Minuten 80 % der Zellen in Teilung. Anhand der Anzahl der
Zellen, die sich in einer unbehandelten Kultur in Teilung befinden, das sind 3,7 %, und der
Generationszeit von 4 Stunden, kann die Dauer des Teilungsprozesses bestimmt werden.
Unter den verwendeten Wachstumsbedingungen ergibt sich fiir den Teilungsprozess von
H. salinarum eine Zeitdauer von 8,8 Minuten. Der Teilungsprozess erfolgt ziigig, so dass
anzunehmen ist, dass die beobachteten Zellen, die gerade ihre Teilung vollziehen, damit erst
kiirzlich begonnen haben und den Prozess schon bald wieder abschlieBen werden. Innerhalb
von 20 Minuten erfolgt in 80 % der Zellen die Teilung.

Zusammenfassend zeigen diese drei Parameter, dass die neu eingefiihrte Prozedur zu einer
hohen Zellzyklussynchronitét der H. salinarum-Kultur fiihrt. Daher ist die Methode ideal fiir

die Untersuchung von Zellzyklus abhingigen Prozessen, wie z.B. der Charakterisierung
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morphologische Veridnderungen oder der Transkriptanalyse bzw. der Bestimmung von

Mengenédnderungen spezifischer Proteine geeignet.
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s

Abbildung 20: Synchronisation von H. salinarum

(A) Anderung der mittleren Zellinge nach Entfernen des Aphidicolins. Fiir jeden der Messpunkte wurde die
Lénge von 50 Zellen gemittelt. (B) Zelldichten zu unterschiedlichen Zeiten nach Entfernen des Inhibitors. Die
Bestimmung der Zelldichte erfolgte mit Hilfe einer Zahlkammer. (C) Anteil der eingeschniirten Zellen. Zu jedem
Zeitpunkt wurde von 100 Zellen der Anteil der Zellen mit einer sichtbaren Einschniirung bestimmt. (D)
Mikroskopische Aufnahmen typischer Zellen der jeweils angegebenen Zeiten der Probenentnahme. Mit Pfeilen
sind Zellen markiert, die sichtbare Einschniirungen aufweisen.
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4.6 Zellteilung nach Entfernen des Inhibitors

Wurden H. salinarum Kulturen mehrere Stunden mit dem Inhibitor Aphidicolin behandelt
und der Hemmstoff anschlieBend durch Zentrifugation aus dem Kulturmedium entfernt, so
hatten die Zellen je nach Inkubationsdauer und Aphidicolincharge mittlere Zelllingen von 4,8
bis zu 6,4 um. Ein Weiterwachsen ohne Inhibitor fiihrte anschlieBend zwangsldufig zum
Einsetzen der Zellteilung. Je nachdem, wie lange die Zellen zuvor unter Einfluss des
Aphidicolins gewachsen waren, setzte die Zellteilung der Zellen nach 1 Stunde 40 Minuten
bis 2 Stunden 20 Minuten ein. Diese beobachtete Abhéngigkeit des Beginns der
Teilungsereignisse von der mittleren Zellldinge der Kultur nach Aphidicolinbehandlung ist in
Abbildung 21 graphisch dargestellt. Bei mittleren Zelllingen von 4,8 um und 5,2 um setzte
die Zellteilung nach 2 Stunden und 20 Minuten ein, mittlere Zelllinge von 5,6 und 5,9 um
hingegen fiihrten zu einem Beginn der Zellteilung nach 2 Stunden Inkubation ohne den
Inhibitor. Die Inkubation der Zellen bis zu einer mittleren Zelllinge von 6,1 um bis 6,4 um
verlegte das Einsetzten der Teilungsereignisse um weitere 20 Minuten nach vorne. Die
Aphidicolinbehandlung bis zu ldngeren mittleren Zelllaingen hatte jedoch auch zu Folge, dass
die Zellen sich in einem groBeren Zeitraum teilten und daher nicht den gleichen Grad an

Synchronitét erreichten, den sie bei einer mittleren Zelllinge von 4,8 um erlangten.
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Abbildung 21: Zellteilung nach Entfernen des Inhibitors

H. salinarum Kulturen wurden in Aphidicolin haltigem Medium bis zum Erreichen verschiedener mittlerer
Zellangen inkubiert. AnschlieBend wurde das Aphidicolin weggewaschen. Im Verlauf der Synchronisation wurde
protokolliert, wann die Masse der Zellen mit der Teilung beginnt.

45




II1. Ergebnisse

5. Zellzyklus-abhiingige Expression von sphl und weiteren Zellzyklusgenen
von H. salinarum

5.1 Transkriptanalyse

Mit synchronisierten H. salinarum-Kulturen wurde die Transkriptakkumulation von sphl
wihrend des Zellzyklusses untersucht. Nachdem nachgewiesen werden konnte, dass das sphi-
Transkript nur wéhrend einer bestimmten Phase des Zellzyklusses gebildet wird (Daten nicht
gezeigt), wurde der Versuch auf die Verwendung weiterer Sonden und die Anwendung
hoherer zeitlicher Auflosung ausgeweitet. Dazu wurde die zundchst verwendete zeitliche
Auflésung im ,,interessanten” Zeitbereich erhoht indem die Probenentnahme nicht mehr
stiindlich sondern im Abstand von 20 Minuten erfolgte. Dadurch wurde ermdglicht, die
differentielle Transkription noch genauer zu verfolgen.

Mehr als eine Stunde nach Entfernen des Aphidicolins war kein oder nahezu kein Transkript
nachweisbar. Im Vergleich dazu war die spezifische sphl Transkriptmenge zum Zeitpunkt
1 Stunde 40 Minuten deutlich erhoht, so dass von einer abrupten Induktion der Transkription
auszugehen ist (Abbildung 22). Diese findet mdoglicherweise nach dem Passieren eines
bislang noch unbekannten Zellzyklus Kontrollpunktes statt. Das Transkriptlevel bleibt fiir
etwa 1,5 Stunden hoch, mit einem schwach ausgepriagten Maximum bei 2 Stunden
40 Minuten. Zum Zeitpunkt 3 Stunden 20 Minuten ist das Transkriptlevel immer noch hoch,
fallt dann jedoch innerhalb der ndchsten 20 Minuten unterhalb der Nachweisgrenze. Danach
ist kein Transkript mehr nachweisbar. Folglich wird die Transkription von sphl herabgesetzt.
Die sphl mRNA ist daher entweder aulergewdhnlich instabil oder wird spezifisch abgebaut.
Sph1 wird deutlich in Zellzyklus-abhdngiger Weise auf der Transkriptionsebene reguliert.

Ein Zellzyklusabhingiges Transkriptionsmuster wurde auch fiir drei weitere Gene
nachgewiesen (Abbildung 22). Die Transkription des hp24 Gens ist im Zellzyklus von
H. salinarum stark reguliert. Die hp24 Transkriptmenge steigt allerdings schon kurz nach
entfernen des Aphidicolins an und erreicht sein Maximum bereits nach 1 Stunde synchronen
Wachstums der Kultur. Mit dem Beginn der spil Transkription nimmt das sp24 Transkript
wieder ab. Wihrend die in der stationdren Wachstumsphase iiberwiegende Expression von
cdcH an einer moglichen Beteiligung am Zellzyklus zweifeln lieB3, ist die Transkriptmenge
deutlich in Zellzyklus abhéngiger Weise reguliert. Die Regulation erfolgt dabei in dhnlicher
Weise wie die von sphl, jedoch erfolgt die Induktion erst zu einem spédteren Zeitpunkt und ein
geringer Anteil cdcH spezifischer mRNA ist auch in nicht induzierten Zellzyklus-Phasen
vorhanden (Abbildung 22). Im Gegensatz zu den eben erwihnten Beispielen ist fisZ nicht
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streng Zellzyklus reguliert, jedoch kann im gesamten Verlauf des Experimentes eine
allmdhliche Zunahme der Transkriptmenge verzeichnet werden. Die Entdeckung vier
verschiedener Transkriptmuster unterstreicht 1) die hohe Synchronitét der Kultur und 2) dass
die zeitliche Auflésung hoch genug ist um zwischen einer Vielzahl verschiedener Schritte im

haloarchaealen Zellzyklus zu unterscheiden.

e et 23SIRNA
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044 642 23S rRNA
A — — — i hp24
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Abbildung 22: Transkription in Abhéngigkeit des Zellzyklusses von H. salinarum
Northern Blot Analysen ausgewdhlter Zellzyklusgene. Die Proben in regelmidfBigen Abstinden aus einer
synchronisierten H. salinarum-Kultur entnommen, Gesamt-RNA isoliert, jeweils 3 pg Gesamt-RNA auf jede
Spur aufgetragen und gelelektrophoretisch aufgetrennt. Um die gleichméBige Beladung der Spuren
wiederzugeben ist {iber jedem Northern Blot die Ethidiumbromid gefarbte 23S rRNA gezeigt. Nach Northern
Transfer wurden die Membranen mit den in der Abbildung angegebenen spezifischen Sonden hybridisiert (von
oben nach unten: sphl, hp24, cdcH, fisZ).
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5.2 Proteinakkumulation

Um zu tiberpriifen, ob die Ergebnisse der Transkriptanalyse auf Proteinebene bestitigt werden
konnen, wurde eine Western Blot Analyse durchgefiihrt (Abbildung 23A und B). Im
Gegensatz zum Transkript ist das Protein wéhrend des gesamten Zellzyklusses vorhanden.
Halbquantitative Bestimmung des Proteinlevels ergab jedoch, dass die Proteinmenge trotzdem
Zellzyklus abhdngig variiert und zur Zeit der hochsten Transkriptionsinduktion ebenfalls
erhoht ist. Allerdings ist die Variation nur zweifach und stimmt nicht genau mit dem
Transkriptionsprofil iiberein, d.h. zwischen 1 Stunde 40 Minuten und 2 Stunden 20 Minuten
ist das Transkriptlevel sehr hoch und das Proteinlevel ist im Vergleich zum Zeitpunkt
0 Stunden nur unwesentlich erhoht. Nach drei Stunden nimmt die Proteinmenge deutlich ab,
so dass neben der mRNA auch das Protein instabil ist oder spezifisch abgebaut wird, so dass
nur etwa die Hilfte der maximal vorhandenen Sph1 Menge bestehen bleibt (Abbildung 23C).
Das Expressionsmuster von Sphl deutet darauf hin, dass es eine bedeutende biologische
Funktion um bzw. und/oder kurz nach der Septumbildung einnimmt. Wahrend des restlichen
Zellzyklusses hat es moglicherweise eine weitere Funktion, die ein basales Proteinlevel
benoétigt oder es ist durch einen bislang unbekannten posttranslationalen Regulationsprozess

inaktiviert.
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Abbildung 23: Zellzyklus abhingige Sph1 Akkumulation

(A) Wihrend des synchronen Wachstums einer H. salinarum Kultur wurden in regelméafigen Absténden Proben
entnommen und jeweils 10 ug der entsprechenden Rohextrakte auf einem SDS-Gel elektrophoretisch aufgetrennt.
Die Grofien des Molekulargewichtsstandards [M] sind jeweils angegeben. (B) Das Gel wurde geblottet und mit
einem anti-Sph1-Antikdrper wurden die Sphl Akkumulation ermittelt. Der Blot wurde gescannt und die relative
Signalintensititen ermittelt und (C) in einem Balkendiagramm gegen die Zeit aufgetragen. Das Signal mit der
hochsten Intensitdt wurde mit 100 % gleichgesetzt.

6. Fluoreszenzmikroskopische Untersuchungen

Fluoreszenzmikroskopische Untersuchungen von synchronisierten H. salinarum-Kulturen
wurden angestrebt, um die Zellzyklus abhingige differentielle intrazelluldre Lokalisation des
Chromosoms zu untersuchen und die Ergebnisse mit den bereits erhaltenen
Expressionsprofilen zu vergleichen. Als Grundvoraussetzung wurden zwei Methoden zur
Fixierung von H. salinarum-Zellen und anschlieBender Farbung der chromosomalen DNA
entwickelt. Unterschiedliche DNA Farbstoffe wurden erprobt: DAPI (4°, 6-Diamidino-2-
Phenylindol), PicoGreen™ und Hoechst 33342. Da die verschiedenen DNA Farbstoffe auf
unterschiedliche Weise an die DNA binden, wurde zunichst eine Reihe von Farbstoff
Konzentrationen getestet. Auf diese Weise sollte sichergestellt werden, dass die DNA unter
den verwendeten Bedingungen mit Farbstoff gesittigt ist. Mit Hilfe eines auf der fixierenden
Wirkung von Glutardialdehyd basierenden Fixierungsprotokolls (Abbildung 24A) und
anschlieender DAPI-Farbung konnten zunidchst erste Foci in Zellen von H. salinarum

detektiert werden. In fast allen beobachteten Zellen fillten die vermeintlichen Nukleoide die
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gesamte Zelle aus (Daten nicht gezeigt). Nur in einzelnen Fillen konnten distinkte Foci

beobachtet werden (Abbildung 24B).

Exponentielle
Vorkultur

10 min Inkubation in
Fixierungslosung 1 bei

l

10 min Inkubation in
Waschpuffer 1 bei 42°C

|

20 min Inkubation in
Waschpuffer 1 bei 42°C
+ 15 pg/ml

l

Mikroskopie

Abbildung 24: Fixierung von H. salinarum Zellen und Firbung der intrazelluléren

DNA (Protokoll 1)

(A) Schematischer Ablauf des Fixierungs- und Farbeprotokolls.

(B) Aus eciner exponentiell wachsenden H. salinarum Kultur wurde ein Aliquot entnommen und wie im
Versuchsablauf dargestellt behandelt. Die Zellen wurden auf einen beschichteten Objekttriager aufgebracht und
mikroskopiert. Die erhaltenen DNA-spezifischen Fluoreszenzsignale wurden mit Hilfe des Programms Corel

Select Edition mit dem Phasenkontrastmikroskopischen Bild iiberlagert. 50
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Daraufhin wurde ein anderes Fixierungsprotokoll etabliert (Abbildung 25A), dass mit
entsprechend geringerer Salzkonzentration im Fixierungspuffer fiir H. volcanii-Zellen schon
gute Ergebnisse gebracht hatte (Poplawski et al., 2000). Nach anschlieBender Farbung der
DNA mit Hoechst 33342 konnte eine deutlich verbesserte Darstellung der DNA erzielt
werden (Abbildung 25B).

A

Exponentielle
Vorkultur

10 min Inkubation in
Fixierungslosung 2 bei

10 min Inkubation in
Waschpuffer 2 bei 42°C

|

20 min Inkubation in
Waschpuffer 2 bei 42°C

+ 15 pg/ml Hoechst
33342

|

Mikroskopie

(veréndert nach Poplawski et al., 2000)

Phasenkontrast Fluoreszenz- iiberlagert
Mikroskopie

~ \

Abbildung 25: Fixierung von H. salinarum Zellen und Fiarbung der intrazelluldren

DNA (Protokoll 2)

(A) Schematischer Ablauf des Fixierungs- und Farbeprotokolls.

(B) Aus eciner exponentiell wachsenden H. salinarum Kultur wurde ein Aliquot entnommen und wie im
Versuchsablauf dargestellt behandelt. Die Zellen wurden auf einen beschichteten Objekttriger aufgebracht und
mikroskopiert. Die erhaltenen DNA-spezifischen Fluoreszenzsignale wurden mit Hilfe des Programms Corel
Select Edition mit dem Phasenkontrastmikroskopischen Bild iiberlagert.
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So konnten in einer exponentiell wachsenden H. salinarum-Kultur verschiedene

Verteilungsmuster der DNA in den Zellen beobachtet werden (Abbildung 26).

Phasenkontrast Fluoreszenzfarbung Uberlagerung

A. .

Ein distinkter Focus in der Zellmitte

Drei Foci, einer in der Zellmitte und die beiden anderen in der ¥ bzw. % Position

C- . -

Zwei, auf beide Tochterzellen verteilte, Foci

Abbildung 26: Dynamische Intrazelluldire DNA-Lokalisation

Aus einer H. salinarum Kultur wurde ein Aliquot entnommen und gemél des in Abbildung 25 aufgefiihrten
Protokolls die Zellen fixiert und die intrazellulire DNA mit dem Fluoreszenzfarbstoff Hoechst 33342 angefirbt.
Dabei konnten unterschiedliche Verteilungen der DNA in der Zelle beobachtet werden (A-C).

Um zu iberpriifen, ob sich die DNA Lokalisation tatsdchlich in Abhédngigkeit der
Zellzyklusphasen dndert, wurde eine H. salinarum-Kultur synchronisiert. Aliquots, die in
regelmiBigen Abstinden aus der synchronisierten Kultur entnommen wurden, wurden fixiert

52




II1. Ergebnisse

und die DNA mit dem DNA-Farbstoff Hoechst 33342 angeférbt. Aus jeder der Proben wurde
die Lokalisation der DNA in 50 zufillig ausgewihlten Zellen protokolliert. Jeweils zwei fiir
jeden Zeitpunkt typische Zellen sind in Abbildung 27A gezeigt. Dabei wiesen mindestens 35
der 50 beobachteten Zellen (= 70 %) die gezeigte Lokalisation der DNA auf. Zum Zeitpunkt
der Aphidicolinentfernung ist die DNA in der ganzen Zelle verteilt. Nach 1 Stunde 20
Minuten ist sie bereits in der Zellmitte kondensiert. Daher findet in H. salinarum die
Replikation vermutlich ebenfalls an einem fixierten Punkt in der Zellteilungsebene statt, so
wie es fir B. subtilis kiirzlich gezeigt wurde und fiir weitere Bacteria schon seit ldngerem
vermutet wird.

Nach 1 Stunde 40 Minuten konnen drei fluoreszierende Foci in den Zellen ausgemacht
werden, einer in der Zellmitte und die anderen beiden bei ungefdhr % und % der Zelle. Diese
Beobachtung steht im Einklang mit einem gebrauchlichen Modell, dass neu replizierte DNA
aktiv vom Platz der Replikation zu den Zellmittelpunkten der zukiinftigen Tochterzellen
transportiert wird. Nach 2 Stunden ist der Focus in der Zellmitte verschwunden, so dass die
Replikation zumindest als nahezu abgeschlossen gelten kann. Nach 2 Stunden 20 Minuten
sind die beiden neu entstandenen Nukleoide deutlich voneinander entfernt und sind auf
nahezu die gesamte neu entstehende Tochterzelle verteilt, jedoch nicht in der Zellmitte oder
an den Zellpolen nachweisbar. Nach 2 Stunden 40 Minuten befinden sich viele Zellen immer
noch in Teilung, es hdufen sich allerdings die aus Teilungen hervorgegangenen, deutlich
kleineren Zellen in der Kultur an.

Um auszuschlieBBen, dass es sich bei der beobachteten intrazelluldren Lokalisation der DNA
um ein Synchronisationsartefakt handelt, dass nur in Aphidicolin behandelten Zellen auftritt,
wurde die intrazellulidre Lokalisation der DNA auch in Zellen einer Wildtyp Kultur bestimmt.
Alle in Zellen der synchronisierten Kultur nachgewiesenen Fiarbemuster konnten auch in
Zellen der unbehandelten Kultur beobachtet werden (Abbildung 27B). Folglich sind die
Ergebnisse der Fluoreszenzmikroskopie nicht auf ein Synchronisationsartefakt
zuriickzufiihren. Diese Bilderserie gibt erstmals Einblick in das dynamische Verhalten der
DNA in einem Archaeon und erlaubt die Korrelation mit weiteren Zellzyklusereignissen.
Anhand der Daten wird deutlich, dass die intrazelluldare Lokalisation der DNA einer strikten

zeitlichen und rdumlichen Kontrolle unterliegt.
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B..

1h20

1h40

2h20 . .
2h40 . .

Abbildung 27: Dynamische intrazelluldre Lokalisation der DNA

(A) Aus einer synchronisierten Kultur wurden zu den angegebenen Zeiten Aliquots entnommen. Die Zellen
wurden fixiert und die DNA mit Hoechst 33342 geférbt. Fiir jeden der Zeitpunkte sind zwei typische Zellen
gezeigt. In einigen Féllen ist die Position der DNA mit einem weillen Pfeil angegeben oder die Zellmitte mit
schwarzen Pfeilen markiert.

(B) Um auszuschlieflen, dass die in (A) gezeigte DNA Lokalisation ein Synchronisationsartefakt darstellt, wurden
aus einer exponentiell wachsenden H. salinarum Kultur ebenfalls ein Aliquot entnommen, die Zellen fixiert und
die DNA angeférbt. Alle wiahrend der Synchronisation beobachteten DNA-Verteilungen konnten auch in Zellen
beobachtet werden. die einer unbehandelten Kultur entstammten.
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7. Elektronenmikroskopische Untersuchungen

7.1 Wachstum in Kapillaren

Die elektronenmikroskopischen Untersuchungen haben zum Ziel, die 6rtliche Auflosung, die
die Methode bietet, mit der zeitlichen Auflosung der Synchronisationsmethode zu
verkniipfen. Bei einer Reihe von archaealen Arten hat es sich als Vorteil erwiesen, die Zellen
vor elektronenmikroskopischen Untersuchungen in Kapillaren wachsen zu lassen (Rieger et
al., 1997). Erstens wachsen die Zellen zu hoheren Zelldichten, und zweitens kdnnen
Zentrifugationsschritte bei der Préparation und damit einhergehende Zellschidigungen
vermieden werden. Da fiir das Projekt die moglichst native Erhaltung aller Strukturen
innerhalb der Zelle von groBBer Bedeutung war, wurde untersucht, ob diese Methode auch mit
H. salinarum verwendet werden kann. Zundchst wurden die Zellen in die Kapillaren
eingefiillt, an beiden Enden mit einer heilen Pinzette verschmolzen und in steriles
Kulturmedium tberfiihrt. Vergleichbar mit anderen Arten wéchst H. salinarum in Kapillaren
zu deutlich hoheren Zelldichten als in Fliissigkulturen. Durch anschlieBendes Herausdriicken
der Fliissigkeit aus den Kapillaren und Ermittlung der Zelldichte wurde bestimmt, dass diese
mehr als 10'° Zellen/ml erreicht. Allerdings wurde auch festgestellt, dass die Zellen in parallel
beimpften Kapillaren oder sogar an verschiedenen Stellen innerhalb einer Kapillare nicht
gleichméBig schnell wachsen. Griinde diirften der Einschluss kleiner Luftblasen sein, die zu
variierenden Sauerstoffkonzentrationen fiihren konnte, oder ungleichmifBige Diffusionsraten
in verschiedenen Bereichen der Kapillaren, wodurch Unterschiede in der Néhrstoffversorgung
entstehen wiirden. Diese ungleichméfige Verteilung der Zellen in den Kapillaren und das
damit einhergehende ungleichmifBige Wachstum der Kultur machte es unmoglich in
Kapillaren kultivierte Kulturen zu synchronisieren. Daher wurde versucht, die Zellen in
Fliissigkultur wachsen zu lassen, durch Zentrifugation zu konzentrieren und anschlieend in
Kapillaren aufzusaugen. Der lichtmikroskopische Vergleich der Zellen vor und nach der
Behandlung lieB keinerlei Unterschiede erkennen, so dass fiir die bisherigen

elektronenmikroskopischen Untersuchungen auf die Zellzucht in Kapillaren verzichtet wurde.

7.2 Lokalisation von Sphl in H. salinarum

Eine Kultur von H. salinarum wurde synchronisiert und es wurden zu verschiedenen Zeiten
Proben entnommen, konzentriert, in Kapillaren iiberfiihrt und eingefroren. Dazu wurde die
Hochdruckschnelleinfrierung gewihlt. Dabei wurden Zellen unter Hochdruck mit einer
Abkiihlrate von mehr als 5000 °K je Sekunde eingefroren (Hohenberg et al, 1994). Die

Proben wurden dann in gekiihltem Zustand (-196°C) gelagert und anschlieBend fiir die
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Elektronenmikroskopischen Untersuchungen vorbereitet. Die chemische Fixierung der Zellen
und die Substitution des Wassers durch Ethanol erfolgte in Temperaturschritten von -90°C bis
-20°C, da auf diese Weise der hochste Erhaltungsgrad der Zellen erzielt werden sollte. Fiir die
anschlieende Einbettung wurden zwei verschiedene Kunstharze verwendet (Lowicryl und
Epon/Araldit). Aus den eingebetteten Préparaten wurden anschlieBend mit dem Mikrotom
Ultradiinnschnitte angefertigt und diese unter dem Elektronenmikroskop betrachtet.
Abbildung 28 zeigt Diinnschnitte von Zellpriparaten, die auf die beschriebene Weise erstellt
wurden. Das Zytoplasma ist gleichméBig kontrastiert und es sind keine Entmischungen zu
erkennen. Es ergab sich ein fundamentaler Unterschied zwischen dem hier durch
Hochdruckschnelleinfrierung erzielten Erhaltungsgrad der Zellstruktur und den zuvor
erhaltenen Elektronenmikroskopischen Aufnahmen bei Zimmertemperatur langsam chemisch
fixierter H. salinarum Zellen (Ruepp et al, 1998). Dieser bedeutende Unterschied in der
Strukturerhaltung bildete die Grundlage fiir die im Anschluss durchgefiihrte

Immunelektronenmikroskopie.

Abbildung 28: Elektronenmikroskopische Aufnahmen von Diinnschnitten von

H. salinarum

Aus einer H. salinarum Kultur wurde ein Aliquot entnommen, die Zellen in Kapillaren iberfithrt und
Hochdruckgefroren. Nach Gefriersubstitution wurden die Kapillaren in Kunstharz eingebettet und von den
ausgehdrteten Blockchen mit dem Ultramikrotom Diinnschnitte erstellt. Die fixierten Pridparate wurden im
Elektronenmikroskop betrachtet. (A) Langsschnitt, Vergrofierung 17.000 fach; (B) Querschnitt, VergroBerung

22.000 fach; (C) Ubersicht iiber mehrere Zellen: Vergréferung 13.000 fach. 56
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Sphl wurde unter Verwendung von Proben einer synchronisierten Kultur mit dem
vorhandenen Huhn-anti-Sphl-Antikorper in Zellen lokalisiert. In Abbildung 29 sind
Diinnschnitte von H. salinarum gezeigt, die mit Anti-Sphlye-Antikdrper als primirem
Antikorper und einem Gold markierten sekundéren Antikdrper untersucht worden waren. Es
ist deutlich zu erkennen, dass mit polyklonalen Sphl-spezifischen Antikérpern aus
Hiihnereiern eine Bindung der Gold konjugierten Antikérper stattfand. Die
Antikorperkonzentration wurde so gewihlt, dass keine unspezifischen Bindungen an das
Kunstharz stattfanden. Die Markierungseffizienz wurde durch Markierung mit Antikérpern,
die mit ,,Ultra-small-Gold* beladen sind, und anschlieBende Silberverstirkung gesteigert. Die
in vorhergegangenen Versuchen gefundene (Ruepp et al, 1998) relativ gleichméBige
Verteilung auf das Zytoplasma konnte dabei nicht bestdtigt werden. Es ist moglich, dass es
sich dabei um ein Artefakt aufgrund des geringen Erhaltungsgrades subzelluldrer Strukturen

bei der chemischen Fixierung handelte.

Abbildung 29: Immunogoldelektronenmikroskopie mit Diinnschnitten von

H. salinarum

Die Diinnschnitte wurden wie in Material und Methoden beschrieben hergestellt und anschlieBend mit einem
spezifischen Huhn-anti-SphlAntikérper das Sphl Protein in der Zelle lokalisiert. Als sekundérer Antikorper
diente ein Gold markierter Kaninchen-anti-Huhn Antikorper. Die Goldmarkierung wurde anschlieend Silber
verstérkt.

Sph1l wurde tatsdchlich nur an diskreten Stellen in der Zelle gefunden, wie es bei dem

B. subtilis SMC-Homolog der Fall ist (Graumann et al., 1998). Die Markierung von bis zu 40
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Goldkornern je Zelle reichte leider nicht aus, um zu erkennen, ob Sphl an intrazelluléren
Strukturen beteiligt ist. Weiterhin bleibt zu kldren, ob Sphl im Verlauf des Zellzyklusses an
wechselnden Orten in der Zelle zu finden ist und ob es im Bereich des Nukleoids lokalisiert

1st.
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IV. Diskussion:

Dass Proteine der SMC Familie in Archaea vorkommen wurde durch Arbeiten von Elie et al.
(1997) an Sulfolobus solfataricus bekannt. Das dort entdeckte Gen kodiert fiir ein Protein der
COG 0419 Gruppe der SMC Familie. Durch Analyse der verfiigbaren archaealen
Genomsequenzen wurden weitere offene Leserahmen gefunden, die ebenfalls fiir Proteine der
SMC Familie kodieren. Bislang ist mit einem Rad50 Homolog aus Pyrococcus furiosus nur
ein archaeales SMC Protein experimentell untersucht worden (Hopfner et al., 2000). In
Ubereinstimmung mit den fiir eukaryale und bakterielle Rad50 Proteine diskutierte
Funktionen (Cromie et al., 2001) wurde herausgefunden, dass Rad50 aus P. furiosus eine
ATP-abhdngige Exonuclease Aktivitét besitzt. Die vorliegende Arbeit stellt daher die zweite
experimentelle Charakterisierung eines archaealen SMC Proteins, ndamlich Sphl aus
H. salinarum, dar. Von Sphl war zunichst bekannt, dass die homologe Uberproduktion in
H. salinarum bzw. die heterologe Produktion in Haloferax volcanii zur Anderung der
Zellgestalt fiihrte. AuBerdem deutete die Sekundirstruktur auf eine Verwandtschaft zu
eukaryalen Zellzyklusproteinen hin. Daher sollte geklart werden, ob Sphl moglicherweise an
Zellzyklus-spezifischen Funktionen beteiligt ist und gegebenenfalls selbst im Verlauf des

Zellzyklusses differentiell reguliert wird.

1. Anderung der intrazelluliiren Sph1 Konzentration

Um die biologische Funktion von Sphl einzugrenzen wurde die intrazelluldre Sphl
Konzentration variiert. Von Ruepp et al. (1998) konnte bereits gezeigt werden, dass die
homologe Uberproduktion von Sphl in H. salinarum zur morphologischen Verinderungen
filhrte. Der Phdnotyp war uneinheitlich und instabil, so dass ein konditionaler Sphl
Uberexpressionsstammes konstruiert wurde. Zellen die mit dem entsprechenden Plasmid
transformiert worden waren hatten den gleichen Phianotyp wie der H. salinarum Wildstamm
DSM 670. Im Gegensatz zum Wildtyp wurde nach Induktion der sphl Expression in der
Variante die Zellteilung blockiert. Alle Zellen wuchsen in der Léinge wéhrend die
intrazelluldre Sphl Konzentration anstiegt. Ein vergleichbarer Phénotyp ist auch fiir die
Uberproduktion des Zellzyklusproteins PW29 aus der Maus gezeigt worden. Gemeinsam mit
zwei SMC Proteinen bildet PW29 einen Komplex. Uberproduktion von PW29 fiihrt ebenfalls

zur Blockade der Zellteilung. Demzufolge reicht die Anwesenheit einer am Komplex
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beteiligten Komponente in erhohter Konzentration aus, die Zellteilung zu inhibieren
(Darwiche et al., 1999). Wie im Fall von Sphl ist der genaue Mechanismus bislang noch
unbekannt.

Da sich die Deletion von sphl als letal erweisen konnte, wurde Sphl in H. salinarum
konditional depletiert. Der Zellzyklus wurde durch die Induktion der anti-sph/-mRNA
Synthese blockiert. Da keine Zellteilung erfolgte wuchsen die Zellen in der Liange. Ein
entsprechender Phénotyp wurde bei einer smc Nullmutante in C. crescentus beobachtet. Die
Mutation ist konditional letal, so dass die Mutanten nur in Minimalmedium oder bei
verminderten Temperaturen wachsen konnen. Unter diesen Wachstumsbedingungen wéchst
C. crescentus deutlich langsamer als unter optimalen Wachstumsbedingungen. Nur wenn die
Zellen verlangsamt wachsen kann also der letale Phanotyp kompensiert werden. (Jensen und
Shapiro, 1999). Auch bei smc Nullmutanten von B. subtilis und mukB Nullmutanten von
E. coli ist der beobachtete Phinotyp konditional letal (Britton et al., 1998; Graumann et al.,
1998; Melby et al., 1998; Moriya et al., 1998; Niki ef al., 1992; Niki et al., 1991). Ob die
Sphl Depletion durch die Herabsetzung der Wachstumsgeschwindigkeit ebenfalls
Teilungsaktivitdt aufweist, muss in folgenden Versuchen gekldrt werden. Im Gegensatz zu
den Zellen des Sphl Depletionsstamms von H. salinarum wachsen die Zellen der
smc Nullmutante von C. crescentus nicht in die Lange. Fluoreszenzmikroskopische
Aufnahmen haben gezeigt, die Replikation in allen Zellen abgeschlossen wird und die
Chromosomen auf die beiden Zellhélften aufgeteilt vorliegen (Jensen und Shapiro, 1999). In
H. salinarum wie auch in C. crescentus wird vermutlich beim Passieren eines Kontrollpunkts
das Fehlen des SMC Proteins bzw. dadurch verursachte Abweichungen des
Zellzyklusverlaufs, erkannt. Der Zellzyklus wird darauthin nicht weiter durchlaufen. Wie
diese Detektion von Modifikationen im Zellzyklus durch einen vermeintlichen Kontrollpunkt

erfolgt ist weiterhin ungeklért.

2. Etablierung einer Synchronisationsprozedur

Fir die Untersuchung Zellzyklus spezifischer Prozesse in H. salinarum wurde eine
Synchronisationsprozedur entwickelt. Zur Entwicklung des Synchronisationsprotokolls wurde
Aphidicolin, ein Inhibitor der eukaryalen DNA Polymerase II verwendet, von dem bekannt
war, dass er den Thymidineinbau und die Zellteilung in H. salinarum hemmt (Forterre et al.,
1984; Schinzel und Burger, 1984). Fiir H. salinarum war beschrieben, dass eine verldngerte

Inkubation mit Aphidicolin zur Bildung von Zellen einer Lédnge von 40 um fiihren kann, was
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in etwa dem zehnfachen der mittleren Zelllinge einer unbehandelten Kultur entspricht
(Oesterhelt und Marwan, 1987). Wéhrend die Zunahme der mittleren Zelllinge durch
Aphidicolin bestdtigt werden konnte, musste jedoch zur vollstindigen Inhibition der
Zellteilung einer Kultur die verwendete Aphidicolinkonzentration optimiert werden. Die
optimierte Aphidicolinkonzentration von 30 uM eignet sich hervorragend um die Zellteilung
exponentiell wachsender Zellen vollstindig zu inhibieren; kein offensichtlicher Effekt auf die
Transkription, die Translation und andere zellulire Prozesse wurde beobachtet. Die
verwendete Aphidicolinkonzentration von 30 pM ist relativ. hoch im Vergleich zu
Konzentrationen die fiir Synchronisationsprozeduren in Sdugerzellen (Matherly et al., 1998)
verwendet werden, entspricht allerdings etwa den zur Synchronisation von Pflanzenzellen
verwendeten Konzentrationen (Planchais ef al.,, 2000). Im Vergleich zu den in S. solfataricus
benétigten Konzentrationen, ist die in H. salinarum eingesetzte Aphidicolinkonzentration
gering (Hjort und Bernander, 2001). Erst Konzentrationen von 600 uM Aphidicolin fiihrten in
S. solfataricus zu einer Verminderung der Wachstumsrate, einer signifikanten Verminderung
der Elongationsrate wihrend der Replikation, sowie zur Inhibition der Zellteilung eines Teils
der Population. Da bei den eingesetzten Konzentrationen unspezifischen Effekte nicht
ausgeschlossen werden konnten und die Zellzyklus Blockade nur unvollstindig war, wurde
der Inhibitor nicht zur Synchronisation von S. solfataricus verwendet.

Die hier vorgestellten Daten zeigen, dass in H. salinarum der Fortgang des Zellzyklusses
durch die Inhibition der DNA Polymerase vollstindig unterbunden ist. Die Inhibition der
Replikation war die Basis fiir die Entwicklung der Synchronisationsprozedur. Mit dieser
Methode konnte in Fliissigkulturen von H. salinarum ein hoher Grad an Synchronitit erzielt
werden. Gleichzeitig wurden bis zu 45% eingeschniirter Zellen beobachtet. Im Zeitraum von
2 Stunden und 20 Minuten bis 2 Stunden und 40 Minuten nach Entfernen des Aphidicolins
zeigten bis zu 80% der Zellen sichtbare Einschniirung. Die zu den beiden Zeitpunkten
beobachteten Zellen sind dabei nicht identisch. Die Zeit, die eine Zelle in Teilung verbringt
betrdgt nur 8,8 Minuten. Da der Abstand zwischen den Messungen 20 Minuten betrdgt, hatten
die zum Zeitpunkt 2 Stunden und 20 Minuten beobachteten Zellen zum Zeitpunkt 2 Stunden

40 Minuten die Teilung bereits abgeschlossen.

3. Synchronisationsprozeduren fiir archaeale Organismen

H. salinarum ist die einzige euryarchaeale Art und die zweite archaeale Art, fiir die eine

Synchronisationsprozedur zur Verfiigung steht. Die andere Art ist das hyperthermophile
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Crenarchaeon S. acidocaldarius, fiir das bereits vier Protokolle entwickelt wurden. Neben
einer einfachen Methode, die auf der Verdiinnung von Zellen der stationdren
Wachstumsphase in frisches Medium beruht (Hjort und Bernander, 1999), gibt es die
Moglichkeit, durch voriibergehende Inkubation thermosensitiver Mutanten bei der selektiven
Temperatur eine Zellzyklusblockade auszuldsen (Bernander et al., 2000). Das dritte Protokoll
nutzt einen synthetischen Inhibitor der Hypusination des Translationsinitiationsfaktors SA.
Inkubation mit dem Inhibitor fiihrt zur Einstellung der Zellteilungsaktivitét, so dass Kulturen
erhalten werden, deren Zellen jeweils zwei Chromosomen enthalten. Nach Entfernen des
Inhibitors konnte eine partielle Synchronisation der Zellteilung beobachtet werden, die aber
nicht iber 15% lag (Jansson et al, 2000). Die zweite Methode nutzt den
Topoisomeraseinhibitor Daunomycin. Nach Entfernen des Inhibitors sind die S.
acidocaldarius Kulturen ebenfalls partiell synchronisiert, allerdings konnten nur etwa 5 % der
Zellen gleichzeitig in Teilung beobachtet werden (Hjort und Bernander, 2001). Die in dieser
Arbeit beschriebene Synchronisationsprozedur fithrt daher zu dem mit Abstand hochsten
Synchronitétsgrad, der je fiir eine archaeale Art erreicht wurde und wird sich daher als

grundlegend fiir die Charakterisierung des archaealen Zellzyklusses erweisen.

4. Zellzyklus abhiingige Expression haloarchaealer Zellzyklusgene

Mit Hilfe des neuen Protokolls konnte herausgefunden werden, dass die Transkription von
sphl im Verlauf des Zellzyklusses stark reguliert wird. Dieses Ergebnis unterstreicht, dass
Sphl eine Zellzyklus abhiingige Funktion hat. In Ubereinstimmung dazu zeigte sich, dass
auch die Proteinmenge in der Zelle Zellzyklus abhingig kontrolliert ist. Allerdings ist
wihrend des gesamten Zellzyklusses eine basale Proteinkonzentration vorhanden und die
Induktion ist auch nur zweifach. Eine weitaus deutlichere Diskrepanz zwischen
Transkriptmenge und dem Proteingehalt wurde fiir das SMC artige Protein Rad50 wéhrend
der Meiose von Saccharomyces cerevisiae beschreiben (Raymond und Kleckner, 1993). Auch
in diesem Fall gab die Induktion der Transkription den Hinweis auf die Proteinfunktion, denn
obwohl sich die Proteinkonzentration von Rad50 nicht &ndert, ist das Protein fiir den
erfolgreichen Verlauf der Meiose essentiell. Die Existenz einer basalen Sph1 Konzentration in
der Zelle legt nahe, dass entweder eine zweifach hohere Proteinkonzentration ausreicht, um
die Zellzyklus-spezifische Funktion zu steuern, oder dass posttranslationale Regulation der

Sph1 Aktivitit zusdtzlich zur Transkriptions- und Translationsregulation stattfindet.
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Aus Eukarya ist bekannt, dass das SMC Protein wihrend des gesamten Zellzyklusses im
Nukleus vorhanden ist; nur in kondensierten Chromosomen akkumuliert es entlang der
Zellteilungsebene (Ubersichtsartikel von Hirano, 1998). Von Losada et al. (1998) wurde
herausgefunden, dass sich wéhrend des Zellzyklusses die Affinitdt der SMC beinhaltenden
Komplexe zu Chromatin dndert, so dass diese Proteine, trotz ihrer Anwesenheit in der Zelle,

moglicherweise nicht stindig in den Komplexen préisent sind.

5. Sph1-haltige Komplexe

Alle bislang bekannten Mitglieder der SMC Protein Superfamilie bilden Komplexe mit nicht-
SMC Untereinheiten (Fujioka, ef al., 2002; Yoshimura et al., 2002; Jones und Sgouros, 2001;
Zheng et al., 1999), so dass auch fiir Sph1 angenommen wird, das es mit weiteren Proteinen
interagiert. Die konservierte Anordnung von Genen hat kiirzlich zur Entdeckung von zwei
Proteinen gefiihrt, die mit prokaryotischen SMC Proteinen interagieren (Soppa et al., 2002;
Mascarenhas et al., 2002). Da auch die gemeinsame Transkription von Genen hiufig dann
erfolgt, wenn die Genprodukte eine gemeinsame Funktion ausiiben, wurde vermutet, dass das
Protein eines mit sphl gemeinsam transkribierten Gens einen geeigneten Partner fiir eine
Wechselwirkung mit dem Sphl Protein abgeben wiirde. Da die Gene von sphl und hp24 nahe
beieinander liegen und das ebenfalls fiir ihre Paraloge sph2 und sein flankierendes Gen gilt,
wurde die Transkription von sphl und hp24 untersucht. Es stellte sich heraus, dass die beiden
Gene getrennt voneinander transkribiert werden. Die Untersuchung der Transkriptionsmuster
von sphl und hp24 im Verlauf des Wachstums von H. salinarum zeigte, dass beide Gene
wiahrend der exponentiellen Wachstumsphase in der Zelle exprimiert werden. AuBlerdem
konnte nachgewiesen werden, dass das Ap24 Transkript wie auch das sphl Transkript
Zellzyklus-abhéngig reguliert werden. Allerdings wird das #p24 Gen etwa 1 Stunde vor dem
sphl Gen induziert und anschlieBend gleich wieder reprimiert, so dass die Hp24 Funktion
vermutlich der Sph1 Funktion vorangeht.

Auch wenn Hp24 nicht an einem moglichen Sphl-haltigen Komplex beteiligt sein konnte, ist
es unwahrscheinlich, dass Sphl, ein Protein das wéhrend des Zellzyklusses einer derartig
strikten Kontrolle unterliegt, ohne die spezifische Wechselwirkung mit anderen Proteinen
agieren kann. Die Reinigung von Komplexen durch Nickelaffinitdtschromatographie aus
H. volcanii (Rose und Pohlschréder, 2002) haben gezeigt, dass eine solche Reinigung auch
unter den in halophilen Archaea vorherrschenden Hochsalzbedingungen moglich ist. Erste

Versuche der Reinigung des Sphlye Proteins nach homologer Produktion durch einen
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haloarchaealen Sphlys Uberproduktionsstamm sind fehlgeschlagen (Daten nicht gezeigt).
Eine Optimierung des Protokolls in Anlehnung an das von Rose und Pohlschroder (2002)

verwendete wird die Frage tiber mogliche Komplexpartner von Sphl kldren konnen.

6. Expressionsprofile weiterer haloarchaealer Zellzyklusgene

Neben den Transkripten von /Ap24 und sphl wurden noch weitere Transkripte auf ihre
Anwesenheit im Zellzyklus von H. salinarum untersucht. Die Analysen unterstreichen die
Effektivitidt der Synchronisationsprozedur, da die Untersuchung vier verschiedener Gene die
Unterscheidung vier verschiedener Transkriptionsprogramme im Zellzyklus erlaubte. Das
cdcH Gen wurde ausgewihlt, da das abgeleitete Protein der Familie der Cdc48 Proteine
zugeordnet werden kann. Diese Proteine sind moglicherweise an der Regulation des
Zellzyklusses beteiligt. Das beobachtete Transkriptionsmuster stimmt mit einer moglichen
Funktion im Zellzyklus iiberein. Die Transkription des cdcH Gens ist dhnlich wie die des sphl
Gens reguliert, allerdings erfolgt seine Induktion zu einem spiteren Zeitpunkt im Zellzyklus.
Eine unerwartete Entdeckung war, dass die Menge des cdcH Transkripts im Verlauf des
Wachstums einer nicht synchronisierten H. salinarum-Kultur wiahrend der Transitionsphase
ansteigt. Die cdcH Transkriptmenge ist in Zellen der stationdren Wachstumsphase deutlich
hoher als in exponentiellen wachsenden Zellen. Welche Funktion das CdcH Protein in Zellen
der stationdren Phase ausiibt bleibt unklar. Eine mdgliche Erklarung konnte sein, dass CdcH
ein Zellzyklusinhibitor ist, der wéhrend der Entwicklung in der exponentiellen
Wachstumsphase zu jeweils einem bestimmten Zeitpunkt benétigt wird und in Zellen der
stationdren Wachstumsphase die Zellteilung permanent verhindert.

Uberraschenderweise ist das Transkript des untersuchten fisZ Allels nicht Zellzyklus abhiingig
reguliert. Dennoch haben Studien mit Antikdrpern gegen das abgeleitete Protein des gleichen
Allels gezeigt, dass FtsZ auch in H. salinarum an der Septumbildung beteiligt ist. Daher
konnte die FtsZ-Ring Bildung in H. salinarum moglicherweise ausschlieflich auf der
posttranslationalen Ebene reguliert werden. Das Genom von H. salinarum enthélt mehrere
ftsZ Allele, so dass eine mogliche Erkldarung ist, dass das in dieser Studie verwendete fisZ
Allel eine andere Funktion iibernimmt als zunidchst angenommen wurde. Weiterhin ist nicht
auszuschlieBen, dass es sich bei dem in der Zelle nachgewiesenen Protein nicht um das
gleiche handelt, das die Grundlage fiir die Antikdrper Herstellung bildete. Die
Aminoséduresequenzen der unterschiedlichen haloarchaealen FtsZ Proteine sind untereinander

zu 50% identisch. Daher wird erst eine genaue Untersuchung aller fisZ Allele aus
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H. salinarum auf ihre Zellzyklus abhidngige Expression bzw. Lokalisation notig sein, um die
Allele herauszufinden, die tatsdchlich an der Septumbildung beteiligt sind und um
herauszufinden welche Rolle die anderen fisZ Allele im Zellzyklus von H. salinarum

ibernehmen.

7. Intrazellulare Lokalisation von Sphl in Zellen von H. salinarum

Zur Klirung der intrazelluldren Lokalisation von Sphl wurde Immunogold-
Elektronenmikroskopie an Diinnschnittprdparaten eingebetteter H. salinarum Zellen
durchgefiihrt. Die Zellen, von denen die elektronenmikroskopischen Aufnahmen stammen,
waren gut erhalten. Wie anhand des eng gepackten Zytoplasmas sowie der intakten
Membranen zu sehen ist, gibt es keinen Hinweis auf Autolyse. Dieser Erhaltungsgrad bildete
die Grundlage fiir die Immunlokalisation von Sphl in H. salinarum Zellen. Durch einen
immunologischen Nachweis war bereits bekannt, dass die polyklonalen Antikdrper (Ruepp et
al., 1998) Sphl spezifisch binden konnen, so dass Sphl in Diinnschnitten eingebetteter
H. salinarum Zellen detektiert werden konnte. Durch den Gold markierten sekundéren
Antikorper konnte nach Silberverstirkung die Lage des Sphl Proteins bestimmt werden. Die
Auswertung wurde erschwert, da von den betrachteten Diinnschnitten nur wenige Zellen im
Langsschnitt zeigten. Daher konnten nur die beiden gezeigten Elektronenmikroskopischen
Aufnahmen zur Bestimmung der Lokalisation von Sphl herangezogen werden. Im
Widerspruch zu vorhergehenden Ergebnisses mit weniger gut erhaltenen Zellen (Ruepp et al.,
1998), wurde das Sphl Protein nicht in der Nédhe der Zytoplasmamembran innerhalb des
gesamten Zytoplasmas gefunden. Sphl war ausschlieBlich an distinkten Stellen innerhalb der
Zellen zu finden. Viele Epitope sind durch Fixierung, Einbettung und das Erstellen der
Diinnschnitte nicht fiir den Antikdrper zugédnglich. Im Gegensatz zu den 300 Sph1 Molekiilen,
die in einem Schnittprdparat von 100 nm Dicke je Zelle vorhanden sein sollten — das
entspricht 1/10 von 3.000 Sphl Epitopen, die nach halbquantitativer Analyse in einer Zelle
mit einem mittleren Durchmesser von 1 pm vorliegen — konnten nur maximal 40 Silber
verstirkte Goldmarkierungen nachgewiesen werden. Anhand der wenigen verfligbaren Daten
kann keine Aussage dariiber gemacht werden, ob es sich bei den beobachteten Markierungen
um Artefakte handelt. Weitere Experimente mit unbehandelten und synchronisierten Zellen,

sowie die Immunmarkierung und Auswertung einer groferen Anzahl an
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Diinnschnittpréparaten miissen durchgefiihrt werden, um die Beobachtungen zur Lokalisation

von Sphl in H. salinarum Zellen zu bestitigen.

Eukarya besitzen SMC Proteine aus drei Gruppen, d.h. ,echte® SMC Proteine, Rad50

Proteine und Rad18 Proteine. Bislang ist H. salinarum der einzige Vertreter der Prokarya, in

dessen Genom ebenfalls Proteine aus drei verschiedenen Unterfamilien kodiert werden

(Abbildung 30). Abgesehen von sphl und sph2 befindet sich im Genom von H. salinarum ein

offener Leserahmen, dessen abgeleitetes Protein den ,,echten SMC Proteinen zugeordnet

werden kann. Vermutlich ibernimmt das SMC Protein in H. salinarum, wie die bakteriellen

und eukaryalen Orthologe, eine wichtige Rolle in der Kondensation und Kohésion von

Chromosomen im Zellzyklus ein. Aufler den Proteinen der Sph Gruppe und dem ,,echten*

SMC kodiert H. salinarum fiir eine weiteres SMC artiges Protein, dass der COG 0419 Gruppe

angehort (Abbildung 30). Durch Charakterisierung von Proteinen aus E. coli und P. furiosus

konnte herausgefunden werden, dass Rad50 und COG 0419 Proteine gleiche Funktionen

haben. Fiir das COG 0419 Protein aus H. salinarum wird daher angenommen, dass es, wie die

charakterisierten =~ Mitglieder dieser Gruppe, ebenfalls an der Reparatur

Doppelstrangbriichen beteiligt ist.
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Abbildung 30: Phylogenetischer Stammbaum der SMC-Proteinfamilie.

Der Stammbaum wurde fiir die vier haloarchaealen SMC Proteine, sowie fiir 28 ausgewéhlte Proteine der SMC
Familie erstellt. Dazu wurde ein multiples Proteinsequenzalignmet der C-terminalen und N-terminalen Regionen
mit den Programmen ProtDist und Fitch (Felsenstein, 1996) bearbeitet. Die schattierten Ellipsen markieren die

einzelnen Untergruppen. Die haloarchaealen Proteine sind fett gedruckt. Fiir alle Organismen wurden
Standardabkiirzungen verwendet
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8. Sph1 — ein Rad18 Homolog?

Sph1 hat ebenfalls eine Funktion im Zellzyklus, wie durch die folgenden Ergebnisse bewiesen

werden konnte:

1. Sphl kommt ausschlieBlich in der exponentiellen Wachstumsphase, also in sich
teilenden Zellen vor, wihrend in Zellen der stationdren Phase kein Sphl nachgewiesen
werden kann.

2. Eine Anderung des nativen Expressionslevels, d.h. die Depletion oder die
Uberproduktion von Sph1, 18st eine Zellzyklusblockade aus.

3. Sowohl die Transkription als auch die Translation unterliegen einer Zellzyklus

abhingigen Regulation.

Die genaue biologische Funktion von Sphl in der Zelle bleibt weiterhin ungeklért. Da am N-
Terminus eine Walker A Box und am C-Terminus eine Walker B Box sowie eine UvrA
Sequenz vorhanden sind, kann angenommen werden, dass Sphl, wie andere SMC-artige
Proteine, ATP und DNA bindet. Transkript- und Proteinkonzentrationen in synchronisierten
Zellen haben ihr Maximum 2 Stunden 40 Minuten nach Entfernen des Inhibitors. Zu dieser
Zeit ist der grofite Teil der Tochterchromosomen schon segregiert, die meisten Zellen zeigen
sichtbare Einschniirungen und einige Zellen haben die Teilung bereits abgeschlossen. Folglich
wird eine Beteiligung von Sphl in der frilhen Phase der Replikation oder der
Chromosomensegregation ausgeschlossen. Stattdessen ldsst sich seine Beteiligung auf einen
spéteren Zeitpunkt im Zellzyklus eingrenzen. Durch den Ausschluss der Funktionen, die SMC
und COG 0419 zugeordnet werden, kann vermutet werden, dass die Mitglieder der dritten
haloarchaealen Unterfamilie, namlich Sph1 und Sph2, das Gegenstiick zum eukaryalen Rad18
bilden. Das radl8 Gen ist in S. pombe essentiell und bildet mit einem zweiten SMC-artigen
Protein der Radl8 Familie sowie weiteren Proteinen einen Komplex. Der Komplex hat
zahlreiche Funktionen; er ist an einem alternativen Reparaturmechanismus fir UV
Photoprodukte beteiligt (im Gegensatz zur Exzisionsreparatur), spielt eine Rolle in der
Rekombinationsreparatur von Doppelstrangbriichen die durch ionisierende Strahlung
entstanden sind, ist an der Signalisierung von Kontrollpunkten nach DNA Schédigung
beteiligt und hat vermutlich eine Funktion in der Regulation der Chromatinstruktur (Taylor et
al., 2001; Fousteri und Lehmann, 2000; Verkade et al., 1999; Lehmann et al. 1995). DNA
Reparatur spielt nicht nur eine Rolle nach Strahlungs induzierter DNA-Schédigung, sondern

auch wéhrend der Termination der Replikation, wenn uniibliche DNA Strukturen und
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verschlungene Chromosomen entwirrt werden miissen, um den Transport der separierten
Chromosomen in unterschiedliche Zellregionen zu ermdéglichen. Eine Teilnahme an der DNA
Reparatur und moglicherweise an der Signalisierung von Kontrollpunkten wiirde gut zu der
beobachteten Induktion der sphl Transkription passen. Daher soll in den folgenden
Experimenten geklart werden, ob Sphl eine oder mehrere der Funktionen von Rad18 ausiibt

und ob es Komplexe mit weiteren Proteinen, z.B. Sph2 bildet.

9. Dynamische intrazellulire Lokalisation des Chromosoms in Zellen von
H. salinarum

Fir H. salinarum wurde ein Zellfixierungs- und DNA-Férbeprotokoll entwickelt. Es
ermoglichte die Zellzyklus-abhéngige dynamische intrazelluldre Lokalisation des
Chromosoms in synchronisierten Zellen zu verfolgen. Die folgende Abfolge von Ereignissen,
die schematisch in Abbildung 31 wiedergegeben sind, wurde vor der Entstehung der neuen

Tochterzellen beobachtet:

1. Die DNA ist iiber das gesamte Zytoplasma der Zelle verteilt.

2. Die DNA kondensiert in der Zellteilungsebene.

3. Die DNA ist auf die Zellteilungsebene und die 2 und % Positionen verteilt

4./5. Die DNA befindet sich in den beiden Zellhédlften mit Ausnahme der
Zellteilungsebene und der Zellpole.

6. Die DNA ist, mit Ausnahme der Zellpole, iiber das gesamte Zytoplasma der

neu entstandenen Tochterzellen verteilt.

Diese Beobachtungen stehen im Einklang mit dem neuen Modell der DNA Replikation,
Chromosomen Segregation und des Zellzyklusses in Bacteria, das kiirzlich aus den Arbeiten
mit B. subtilis, E. coli und C. crescentus entstanden ist (Ubersichtsartikel von Graumann,
2001; Lemon und Grossman, 2001; Margolin, 2001). Im Gegensatz zu fritheren Modellen
wurde entdeckt, dass die Replikation von einem statischen Komplex in der Zellteilungsebene
durchgefiihrt ist, wdhrend die DNA beweglich ist (Lemon und Grossman, 1998). Neu
replizierte Replikationsurspriinge werden von einem aktiven Mechanismus zu den ' und %
Positionen transportiert. Das bakterielle SMC Protein ist am Transport der
Replikationsurspriinge nicht beteiligt, jedoch essentiell fiir die Segregation der nachfolgend

replizierten chromosomalen Regionen, moglicherweise auf einer Kondensin &dhnlichen
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Funktion basierend (Graumann, 2000). Unsere Daten zeigen, dass auch das Archaeon
H. salinarum einen Mechanismus fiir aktiven DNA-Transport besitzt. Anhand der
Positionierung der DNA zu unterschiedlichen Zeitpunkten kann die Geschwindigkeit der
DNA Translokation von der Zellteilungsebene zur ¥4 bzw. % Position mit 0,07 um pro Minute
berechnet werden, wéhrend die das Lingenwachstum der Zelle mit einer mittleren
Geschwindigkeit von 0,01 um pro Minute erfolgt. Folglich kann jeglicher Mechanismus der
passiven DNA Translokation ausgeschlossen werden. Auch wenn weitere experimentelle
Daten fehlen, weist die Kondensation des Chromosoms in der Zellteilungsebene unmittelbar
vor der Segregation darauf hin, dass H. salinarum, wie auch B. subtilis, ein statisches

Replisom in der Zellteilungsebene besitzt.
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Abbildung 31: Schematische Darstellung der intrazelluldren Lokalisation der DNA

im Zellzyklus von H. salinarum.
Die einzelnen Darstellungen wurden aus den fluoreszenzmikroskopischen Aufnahmen in Abbildung 27 abgeleitet
und stehen im Einklang mit den flir B. subtilis erhaltenen Daten (Graumann, 2001).
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10. Zellteilungsmodus von H. salinarum

Anhand der Ergebnisse wird deutlich, dass H. salinarum eine sehr strikte Zellzykluskontrolle
besitzt und daher ein exzellentes Modell zur Untersuchung des archaealen Zellzyklusses
darstellt. Der Zellzyklus wird blockiert, wenn sein normaler Ablauf gestort wird. Die genaue
Kontrolle geschieht mdglicherweise durch das Vorhandensein verschiedener Kontrollpunkte.
Bestimmte Kontrollpunkte sorgen dafiir, dass der Fortlauf des Zellzyklusses inhibiert wird,
wenn entweder die Replikation inhibiert wird oder die Sph1 Konzentration zu hoch bzw. zu
niedrig ist. In beiden Féllen ist die Zellteilung blockiert wiahrend die Zellen mit der gleichen
Geschwindigkeit ~ weiter  wachsen, so dass  Transkription, Translation und
Energiemetabolismus nicht durch diese Kontrollpunkte reguliert werden. In B. subtilis ist die
Zellteilung nur schwach mit der Replikation und Segregation gekoppelt. Die Depletion von
SMC fiihrt zu Defekten in der Chromosomensegregation, was eine hohe Anzahl an Zellen
ohne Nucleoid zur Folge hat (Britton et al., 1998; Graumann et al., 1998; Moriya et al.,
1998). In der Strenge seines Zellzyklus erinnert H. salinarum eher an C. crescentus. Die
Inhibition der DNA Segregation flihrt, wie in H. salinarum, nicht zur Bildung von Zellen
ohne Nucleoid.

Bislang wurde in einem weiteren Archaeon DNA Segregation und der genaue Ablauf der
Teilung untersucht. Der Zellzyklus von Sulfolobus besitzt eine kurze G; und eine lange G»
Phase (Bernander und Poplawski, 1997). Bemerkenswert ist, dass es ein beachtliches Zeit
Intervall zwischen der Ende der Chromosomen Replikation und dem Abschluss der Nucleoid
Trennung gibt (Poplawski und Bernander, 1997). Die lange Zeit bevor das Chromosom in der
Zellteilungsebene kondensiert und die spéter ziigig erfolgende Verteilung der DNA auf die %4
bzw. ¥4 Positionen legen nahe, dass es sich in H. salinarum anders verhilt. Jedoch lassen die
aktuellen Daten keine Quantifizierung der Linge der unterschiedlichen Zellzyklusphasen zu
und miissen daher in folgenden Studien untersucht werden.

Durch die Inkubation mit Aphidicolin wuchs die mittlere Zelllinge von H. salinarum-
Kulturen an. Nach Entfernen des Aphidicolin wurden die Zellen zur Untersuchung des
Teilungsmodus genutzt. Dabei wurde deutlich, dass Zellen, die linger als 8§ um waren, nicht
mehr in der Lage waren die Zellmitte zu bestimmen. Sowohl bei unbehandelten als auch bei
Aphidicolin behandelten Zellen wurde das Septum immer in einem festen Abstand von 3 pm
bis 4 um, von einem der beiden Zellpole aus gemessen, gebildet. Der zugrunde liegende
Mechanismus ist noch ungeklirt. Es ist anzunehmen, dass entweder an einer bestimmten
Stelle der Zelle ein bislang unbekanntes Signal produziert wird oder dass es einen indirekten

Mechanismus gibt, der z.B. an den Ort der Replikation gekoppelt ist. In anderen archaealen
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Arten gibt es bislang nur wenige Studien zum Teilungsmodus. Zwar wurde festgestellt, dass
in Pyrodictium abyssi (Horn et al., 1999), H. volcanii (Wang und Lutkenhaus, 1996), und
S. acidocaldarius (Poplawski und Bernander, 1997) die Septumausbildung vornehmlich in der
Mitte der Zelle erfolgt, aber es gibt auch Arten, wie z.B. Methanococcus (Malandrin et al.,
1999) die sich asymmetrisch teilen und solche wie Haloferax mediterranei, die symmetrische
und asymmetrische Teilung aufweisen (Poplawski et al., 2000). Auch in Bacteria ist der
Mechanismus, nach dem die Lage des Septum bestimmt wird weiterhin ungeklart. Diskutiert
werden derzeit drei mogliche Mechanismen (Harry et al., 2001). Die drei Modellorganismen
E. coli, B. subtilis und C. crescentus, unterscheiden sich auch hinsichtlich des Zellzyklusses
allgemein in einigen wichtigen Punkten voneinander. Daher ist es wichtig auch in Archaea
zwischen gemeinsamen und speziellen Eigenschaften des Zellzyklusses der einzelnen Arten

zu unterscheiden.

11. Regulierte Genexpression in H. salinarum

Die Transkription der Strukturgene des Arginindeiminaseweges, arcA, arcB und arcC, ist
durch externe Zugabe von Arginin in das Kulturmedium stark induzierbar (Soppa et al., 1998;
Ruepp et al, 1996). Zur genaueren Charakterisierung wurden die DNA-Sequenzen
stromaufwairts von arcB untersucht. In diesem Bereich wurde an der (+1) Position des offenen
Leserahmens von arcB eine Basenabfolge entdeckt, die Ahnlichkeiten zu einem starken,
halobakteriellen Promotor mit konstitutiver Expression (Danner und Soppa, 1996) aufweist
Klonierung des intergenen Bereiches zwischen arcC und arcB vor das sphl Gen in einen
haloarchaealen Expressionsvektor und die anschlieBende Transformation von H. salinarum
mit dem entsprechenden Konstrukt, filhrten zum gleichen Phinotyp, der bereits durch die
homologe Uberproduktion von Sphl erzielt werden konnte (Ruepp et al., 1998). Die Zellen
wuchsen auch ohne Zugabe von Arginin in der Lénge. Folglich verhielt sich die inserierte
Sequenz von etwa 100 bp tatsdchlich wie ein starker konstitutiver Promotor. Eine weitere
Steigerung der Transkriptmenge durch Argininzugabe war nicht mdoglich. Die Arginin
induzierbare Expression des sphl Gens konnte erst erzielt werden, nachdem der verwendete
Bereich deutlich auf 1,2 kbp vergroBBert worden war. In dieser Sequenz waren neben der
intergenen Region auch etwa 50% des arcC Gens und 80% des arcB Gens enthalten. Gezielte
Verkiirzung des verwendeten ,,Promotors® wird kliren, welche Bereiche fiir die Arginin

induzierbare Expression essentiell sind.
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12. Antisense System

Wihrend die artifizielle Regulation von Genen durch antisense-Systeme in Eukarya weit
verbreitet ist (Ubersichtsartikel von De Backer et al, 2002; Chicas und Macino, 2001;
Vaucheret et al., 2001), war fiir Archaea bislang kein entsprechendes System verfligbar. In
friiheren Experimenten war die natiirliche Regulation halobakterieller Systeme durch
antisense-RNA fiir den Phagen ®H (Stolt und Zillig, 1993) und die Gasvesikelsynthese
(Kriiger und Pfeifer, 1996) beschrieben worden. Mit Hilfe des zur Regulation der
Genexpression verwendbaren arcB Promotors, wurde ein System etabliert, dass die gezielte
Depletion von Proteinen in Zellen archaealer Organismen ermdglicht. Dieses artifizielle
antisense-mRNA System bildet daher die Grundlage fiir Untersuchungen weiterer Gene,
deren Nullphdnotyp in H. salinarum letal ist und erweitert somit das Spektrum an
molekularbiologischen Methoden, die fiir Haloarchaea zur Verfiigung stehen. Da die
Mechanismen, die an eukaryalen antisense-RNA Systemen beteiligt sind, noch nicht
umfassend bekannt sind, konnten Untersuchungen an dem vermutlich weniger komplexen
archaealen System, mdglicherweise auch zur Entdeckung neuer Systemkomponenten in

Eukarya fiihren.
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13. H. salinarum — ein archaealer Modellorganismus

Sulfolobus acidocaldarius entwickelt sich derzeit zum Modellorganismus der Crenarchaeota
(Hjort und Bernander, 2001; Bernander ef al., 2000; Hjort und Bernander, 1999; Charlebois et
al., 1998; Bernander und Poplawski, 1997; Poplawski und Bernander, 1997), wéhrend
H. salinarum das Potential hat zum Modellorganismus der Euryarchaeota zu werden. Neben
der vollstaindigen Genomsequenz (Ng et al.,, 2000) stehen diverse Klonierungsvektoren,
Transformationsmethoden, Methoden zur funktionalen Genomanalyse, Mutagenesetechniken
sowie weitere hoch entwickelte molekulargenetische Techniken zur Verfiigung. Im Verlauf
dieser Arbeit wurde eine Reihe neuer Techniken entwickelt, welche die Rolle von

H. salinarum als haloarchaealen Modellorganismus deutlich verbessern wird:

1. Es wurde der erste haloarchaeale Expressionsvektor mit einem regulierten Promotor
konstruiert.

2. Eswurde das erste archaeale antisense System etabliert.

3. Es wurde eine neue Synchronisationsmethode entwickelt, die es erstmals ermdglichte
ein Euryarchaeon zu synchronisieren.

4. Es wurde eine DNA Farbemethode fiir H. salinarum etabliert.

5. Es wurde durch Hochdruckgefrierung die Darstellung von H. salinarum Zellen in der

Elektronenmikroskopie verbessert.

So konnte mit Hilfe der neu geschaffenen Methoden die Zellzyklus spezifische Regulation
von Transkripten in Archaea entdeckt, die dynamische intrazellulire Lokalisation des
Chromosoms bestimmt, erste Anzeichen fiir die Auswahl der Teilungsebene in H. salinarum
festgestellt und Hinweise auf mogliche Funktionen von Sphl, Hp24 und CdcH gefunden

werden.
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V. Experimenteller Teil:

1. Inhibitoren und Oligonukleotide:

1.1 Inhibitoren

Es wurden die folgenden Stammldsungen mit den jeweils angegebenen Ldsungsmitteln

hergestellt. Die untersuchten Inhibitorkonzentrationen sind in Klammern gesetzt. In DMSO
gelost wurden: 10 mg ml” Aphidicolin (5 -20 pg ml'l); 0.4 mg ml”" Nocodazol (40 -
100 ngml™"). In H,Obid. gelést wurden: 10 mgml' Hydroxyharnstoff (15 pgml™ -
1.5 mg ml™); 20 mg ml" Mimosin (40 ng ml™); 10 mg ml” Puromycin (200 pg ml™). In

Chloroform geldst wurde: 1 mg ml” Valinomycin (100 ng ml'l).

1.2  Oligonukleotide

Die verwendeten Oligonukleotide wurden von der Firma ARK (Darmstadt) synthetisiert.

a) Oligonukleotide fiir die Amplifikation von Genen fiir die Klonierung

Um die verschiedenen DNA-Bereiche in Vektoren klonieren zu kénnen war das Einfiihren
geeigneter Erkennungssequenzen fiir Restriktionsendonukleasen notwendig. Dies erfolgte
durch die Konstruktion von Oligonukleotiden, die zu den 5°- bzw. 3’-Enden der jeweiligen
Gene homologe Sequenzen in ihren 3’-Abschnitten trugen und deren 5’-Enden die
Erkennungssequenzen fiir die Restriktionsendonukleasen enthielten. Da
Restriktionsendonukleasen hiufig nur dann an ihre Erkennungssequenzen binden, wenn diese
flankierende Bereiche besitzen, wurden bei der Konstruktion der Oligonukleotide 6 bis 8

zusitzliche Basen an das 5’-Ende synthetisiert.

e invertiertes sphl:
hp7linversl  5>-TTT TAT TAT CgA ggT ACC Tag AAC TCA g-3’
hp7linvers2  5>-AAT gCA ACg gCC ATg gTT AAT TCy Tg-3’

o sphl:

Myo-Bam 5’-gAC ggg ATC CAT gTg gAA CgT AgA TgT AAC3’
Myo-Bamrev 5’-Cgg ggg ATC CTT AAT TCg TgA TTT gAg gg-3°
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e arcB Promotor (~100 bp)
ParcB3-Nco  5°-gCT CTC gAC gTC CAT ggT gTC TAC TAg ATg C3’
ParcB5-Apa 5’-CgC TCg ATg ggg CCC CCg gCA CgA CAg TCg-3’

e arcB Promotor (~1,2 kbp)
arcBProApal 5°-ggT CgT TCC ggg CCC g
arcBProNcol 5°-CgT CCA Tgg gAT CCT

3

gCC gg-3’
T CgA TCT gg-3°

3

b) Oligonukleotide fiir die Herstellung von Sonden

Zum Nachweis von mRNA-Transkripten in der Northern Blot Analyse und zum Nachweis
von Genen in der Southern Blot Analyse werden Sonden bendtigt. Dazu wurde unter Einbau
des Basenanalogons Digoxigenin-11-dUTP mit Hilfe von jeweils zwei Oligonukleotiden ein
Teil des Gens amplifiziert, dessen Transkript in der Northern Blot Analyse bzw. dessen Allele

in der Southern Blot Analyse nachgewiesen werden sollte.

Northern Blot Analyse

e /p24 Sonde (806bp):
hp24Sondel  5°-gAC ggA CCA CTg CTg TAA g-3°
BKS-RE2 5’-CTC gAC AgA TgA ACC CAC g-¥’

sphl Sonde (1048 bp)

BSK-1 5°-gCT TCg CgT TgT TCg ATC3’
BKS4 5’-Tgg AgA ACg AAg ACg ACg g-3°
e cdcH Sonde (607 bp):

cdcHHindIIl  5°-ggC ACA AgC TTg TCg CgA CCg CAC ggC gg-3°
cdcHSonde 5°-CgT gAT CIT CTT CgA CgA gCT gg-3’

ftsZ Sonde (1154 bp)
ftsZHindIII 5’-CCC ACA AgC TTT TAT Cgg Atg Acg TCg Agg-3’
ftsZSphl 5’-gCg gAA gCA TgC gAA Atg gAT ggC gAc gg-3’

smc-IP Sonde (806 bp):
SMCl1bp-3 5’-ggA ACT CCT Cgg TCg CCT gC-3
SMC1bp-5 5’-ggT ggC Cag TCC Cgg CCA Cg-3’

Southern Blot Analyse

e /p24 Sonde (316 bp):

BKS2 5’-ACg ggA TCg ACg gAA Cgg-3’
BKS-RE2 5’-CTC gAC AgA TgA ACC CAC g-3°

e sphl Sonde (304 bp)
con 6 5_ACC CTC AgA Cag CgC Cg-3’
RUN 3 5.AgC TgT CCg ATA CCA TCC3’
¢) Oligonukleotide fiir Sequenzierreaktionen
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Fiir die Uberpriifung der Nukleotidsequenzen nach Klonierungen wurden die Plasmide
sequenziert. Dazu wurden jeweils kurze Oligonukleotidprimer von 18 bis 23 nt Lénge

verwendet.

e pUH3/pUH4/ pUH6:
SEQ 2 5’-GAG CGG ATA ACA ATT TCA CAC AG3
BKS-RE3 5°.9CC gTC gTC TTC gTT CTC C3’

e pUHS:
SEQ2 5’-GAG CGG ATA ACA ATT TCA CAC AG3’
BKS-RE1*  5°-ATC ggT Cgg TTC gCA CCC3’

e pUHIO
sequPtpQE 5’-GAG CGG ATA ACA ATT TCA CAC AG3’
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2.  Verwendete Organismen und Zellzucht:

2.1 Verwendete Organismen

a) E. coli

Escherichia coli XL1 blue MRF’ (Stratagene, Leiden, NL; Bullock et al. 1987).

recAl, endAl, gyrA96, thi-1, hsdR17, supE44, relAl, lac[F’proAB, lacl"ZAM15, Tn10(tet")]

b) H. salinarum

Halobacterium salinarum DSM670 (Stoeckenius und Rowen, 1967)

2.2 Nihrmedien
a) E. coli

Zur Kultivierung von E. coli Stimmen diente das Komplexmedium SOB (Hannahan, 1985):

2 % Trypton (w/v) 20¢g
0,5 % Hefeextrakt (w/v) 5¢g
10 mM NaCl 0,6 g
2,5 mM KCl 0,187 g
ad 990 ml H,O demin.

Die Substanzen wurden geldst und anschlieBend 10 ml einer 1 M MgCl,/1 M MgSOq4-
Stammldsung zugegeben. AnschlieBend wurde das Medium autoklaviert und bis zur weiteren
Verwendung bei Zimmertemperatur gelagert.

Fiir das Erstellen fester Medien wurde vor dem Autoklavieren 1,2 % Bacto-Agar (w/v)
zugegeben. Nach dem Autoklavieren wurde das Medium unter Riihren auf 60°C abgekiihlt
und ggf. ein Antibiotikum zugegeben. Das Medium wurde in sterile Petrischalen gegossen

und iiber Nacht getrocknet. Die Lagerung von festen Medien erfolgte bei 4°C.
Zur Zucht von E. coli wurde das Antibiotikum Ampicillin verwendet.

Stammldsung: 2 mg Ampicillin-Natrium-Salz pro ml H,O bidest.

Endkonzentration: 100 pg/ml

77




V. Experimenteller Teil

Wurden die Zellen neben der Ampicillinresistenz auBlerdem auf das Fehlen der
B-Galactosidase Produktion selektioniert, wurden 0,1 mM IPTG und 40 pg - ml” X-Gal in die

Platten eingegossen.

b) H. salinarum
Zur Zucht von H. salinarum Stammen wurde H. s.-Support-Medium (Cline et al., 1989)

verwendet. Dazu wurden zwei Losungen hergestellt und getrennt voneinander autoklaviert:

Salzlosung:
4,3 M NaCl 250 g
80 mM MgSO;, - 7TH,O 20g
24 mM KC1 2¢g
10 mM ¢tri-Natriumcitrat 3g
1,2 mM CaCl, - 2H,0 02¢g
50 mM Tris 50 ml einer 1 M Losung; pH7,2
ad 800 ml H,O demin.
Nahrstofflosung:
1,5 % Hefeextrakt (w/v) 3g
2,5 % Trypton (W/v) 5¢g
ad 200 ml H,O demin.

Nach dem Autoklavieren wurden die Losungen zusammengegeben und durchmischt. Bis zur
weiteren Verwendung wurde das Medium bei Zimmertemperatur gelagert.

Fiir das Erstellen fester Medien wurde vor dem Autoklavieren 1,2 % Agar (w/v) zugegeben.
Nach dem Autoklavieren wurde das Medium unter Riihren auf 60°C abgekiihlt und ggf. ein
Antibiotikum zugegeben. Das Medium wurde in sterile Petrischalen gegossen und iiber Nacht

getrocknet. Die Lagerung von festen Medien erfolgte bei 4°C.
Zur Zucht von H. salinarum wurde das Antibiotikum Novobiocin verwendet.

Stammldsung: 10 mg Novobiocin pro ml H,O bidest.

Endkonzentration: 0,1 pg/ml
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2.3 Zellzucht

Fiir die Zellzucht in kleinem Mafstab wurde eine H. salinarum-Kultur in 35 ml Support-
Medium in einem 100 ml Erlenmeyerkolben bei 42°C mit 220 Upm auf einem

Flachbettschiittler bis zur gewlinschten Zelldichte kultiviert.

2.4  Zellzucht in Kapillaren

Einzelne Zellulosekapillaren wurden in Stiicke von ca. 20 mm Lénge zerschnitten und in einer
Glaspetrischale aufbewahrt. Zur Sterilisation wurden die Kapillaren mit H,O bid. bedeckt,
15 min unter Schiitteln inkubiert und bei 100°C im Trockenschrank getrocknet. Die Prozedur
wurde zweimal wiederholt. 100 pul Zellsuspension wurden in den Deckel eines
Reaktionsgefdfles gegeben. Ein Ende der Zellulosekapillare wurde in die Zellsuspension
eingetaucht, so dass sich die Kapillare aufgrund der wirkenden Kapillarkréfte mit der
Zellsuspension fiillen konnte. Beide Enden der Kapillare wurden mit einer heiflen Pinzette
fest zusammengedriickt und auf diese Weise verschlossen. Die verschlossenen
Zellulosekapillaren wurden in einen 100 ml Erlenmeyerkolben mit sterilem Medium {iberfiihrt

und bei 42°C und 250 Upm auf dem Schiittler inkubiert.

2.5 Aufnahme einer Wachstumskurve

In einem 100 ml Klett-Kolben wurden 35 ml Support-Medium gegeben und die Extinktion
des Mediums bestimmt. Die Messung der Extinktion erfolgte in einem Klett-Photometer mit
dem Filter # 54 (Transmission von 520 nm bis 580 nm). Dazu wurde der Klett-Kolben in den
Lichtweg eingesetzt. Um Messungenauigkeiten zu vermeiden wurde die Ausrichtung des
Kolbens immer beibehalten. Dieser Nullwert wurde im Anschluss von allen weiteren
Messwerten subtrahiert. AnschlieBend wurde das Medium mit einer geeigneten Menge einer
exponentiell wachsenden Kultur beimpft. Die Kultur wurde bei 42°C und 220 Upm auf einem
Schiittler inkubiert und in regelméBigen Abstinden wurde die Anderung der Optischen Dichte
ermittelt. Neben der photometrischen Bestimmung der Extinktionsdnderung wurde zusétzlich
die Zelldichte der Kultur mit einer Z&hlkammer bestimmt. Alle Messwerte wurden

protokolliert und graphisch ausgewertet.
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2.6 Stammbhaltung

a) E. coli
Lagerpuftfer:
67 % Glyzerin (w/v) 38,5 g einer 87 %igen Losung (w/v)
13 mM MgCl, 650 pl einer 1 M Stammlosung

ad 11 ml H,O bid.

Zur langerfristigen Lagerung von E. coli Stimmen wurden Glyzerinkulturen angelegt. Dazu
wurde der Lagerpuffer in Aliquots a 1 ml auf Dauerkulturréhrchen verteilt und autoklaviert.
Bei Bedarf wurde 1 ml einer in der exponentieller Wachstumsphase befindlichen E. coli-
Kultur zu 1 ml Lagerpuffer gegeben. Durch vorsichtiges Schwenken wurde die Kultur mit
dem Lagerpuffer durchmischt und die so préparierten Kulturen anschlieBend bei -70°C

gelagert.

b) H. salinarum

H. salinarum Stdamme wurden bis zur Mitte der exponentiellen Wachstumsphase in
Anwesenheit des benétigten Antibiotikums kultiviert. AnschlieBend wurden die Zellen durch
Zentrifugation sedimentiert und in Medium ohne Antibiotikum aufgenommen. Die Kulturen

wurden in dicht schlieBenden Schraubgefdflen bei Zimmertemperatur gelagert.
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3. Molekularbiologische Methoden

3.1 Isolierung von Gesamt-RNA aus H. salinarum

Aufschlusslosung:
Guadiniumthiocyanat 100 g
H,O bid. 120 ml
tri-Natriumcitrat 7 ml einer 0,75 M Losung; pH 7,0
Natriumlaurylsarcosinat 10,6 ml einer 10 %igen Losung (w/v)
2-Mercaptoethanol 1 ml

Das Guadiniumthiocyanat wird durch Zugabe des Wassers gelost, um den
Losungsvorgang zu beschleunigen wird die Losung auf 40°C temperiert.
Nach Zugabe der restlichen Bestandteile und kréiftigem Durchmischen, wird die

Aufschlusslosung bei +4°C gelagert.

Natriumazetatlosung:
3 M Natriumazetat 82,0 ¢g
pH 4,0
ad 200 ml H,O demin.

Die Isolierung von Gesamt-RNA aus H. salinarum wurde im Wesentlichen nach der Methode
von Chomczynski und Sacchi (1987) durchgefiihrt; Anderungen zu dem Protokoll werden im
folgenden beschrieben. Die H. salinarum-Kulturen, aus denen die RNA isoliert wurde, hatten
Zelldichten von 1-107 Zellen'ml™ bis 2:10° Zellen'ml™. 2 bis 12 ml Kultur wurden auf
2 ml-Reaktionsgefdfle aufgeteilt und 40 sec mit 13.000 Upm bei Zimmertemperatur in einer
Tischzentrifuge zentrifugiert. Das Zellsediment wurde mit 400 pl Aufschlusslosung versetzt
und so lange resuspendiert, bis die Losung homogen war. Nacheinander wurden die folgenden
Losungen zugegeben: 50 ul 3 M Natriumazetat, pH 4,0; 400 ul Phenol und 100 pl
Chloroform/Isoamylalkohol 49:1 (v/v). Zwischen diesen Schritten wurde die Losung
griindlich durchmischt. Der Ansatz wurde fiir 15 min auf Eis inkubiert. Die vollstandige
Phasentrennung erfolgte durch 15-miniitige Zentrifugation mit 13.000 Upm in einem
vorgekiihlten Rotor (-20°C) in einer Tischzentrifuge. Von der wéssrigen Phase wurden 400 pl
vorsichtig abgenommen, in ein frisches 2 ml-Reaktionsgefal3 tiberfiihrt und mit 1 ml -20°C

kaltem Ethanol p.a. gemischt. Der Ansatz wurde erneut 30 min bei 13.000 Upm in einem
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vorgekiihlten Rotor (-20°C) zentrifugiert. Das Sediment wurde in 200 pl Aufschlusslésung
aufgenommen, gelost und mit 500 pul -20°C kaltem Ethanol p.a. versetzt. Nach 30 min
Zentrifugation bei 13.000 Upm vorgekiihlten Rotor in einer Tischzentrifuge, wurde der
Uberstand moglichst vollstindig abgenommen und das Sediment drei Minuten unter dem
Abzug getrocknet. Die RNA wurde in 20 bis 200 pl sterilem H,O bid. aufgenommen, kriftig
durchmischt und durch 10-miniitiges Erhitzen auf 60°C vollstindig gelost. Bis zur weiteren

Verwendung wurde die Probe bei -20°C gelagert.

3.2 Isolierung von chromosomaler DNA aus H. salinarum

Basalsalz:

4,3 M NaCl 250 g

80 mM MgSO;, - 7TH,O 20,0 g

24 mM KCl 1,75 g

10 mM tri-Natriumcitrat 3g

1,2 mM CaCl, - 2H,0 0,175 ¢

45 mM Tris 45 ml einer 1 M Losung; pH7,2

ad 1000 ml H,O demin.

Lysepuffer:

100 mM NacCl 0,6 g

10 mM Tris 0,12 ¢

1 mM Na,EDTA 0,037 g

0,05 % SDS (w/v) 0,05¢g

pH 8,0

ad 100 ml H,O bid.

Die Isolierung von chromosomaler DNA aus H. salinarum wurde im Wesentlichen nach der
Methode von Mevarech (Rosenshine ef al., 1987) durchgefiihrt. Die H. salinarum-Kulturen,
aus denen die chromosomale DNA isoliert wurde, befanden sich in der frithen stationdren
Wachstumsphase. 15ml Kultur wurden 6 min mit 4.500 g bei Zimmertemperatur
zentrifugiert. Das Zellsediment wurde mit 500 ul Basalsalz aufgenommen. Der Zellaufschluss
erfolgte durch Zugabe von 4 ml Lysepuffer und anschliefendes auf- und abpipettieren. Die

Wasserphase wurde anschlieBend vorsichtig mit 8 ml Ethanol p.a. liberschichtet und die an
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der Phasen grenze ausfallende chromosomale DNA wurde auf eine Glaskapillare gewickelt.
Beide Phasen wurden gemischt und die Glaskapillare fiir weitere 5 min im Gefal3 belassen.
Durch partielle Dehydratisierung der DNA wurde diese noch fester an die Glaskapillare
gebunden. Durch zweimaliges Eintauchen in Ethanol p.a. und einmaliges Eintauchen in
Diethylether wurde die an die Glaskapillare gebundene DNA gewaschen und anschlieBend
kurz an der Luft getrocknet. Durch Inkubation in 2 ml H,O bid. iiber Nacht bei 4°C wurde die
DNA von der Glaskapillare gelost. Zur vollstindigen Ablosung wurde die DNA 20 min auf
60°C erhitzt. Zur Bestimmung der Konzentration wurde ein Spektrum aufgenommen. Um zu
iiberpriifen, ob die chromosomale DNA intakt war, wurden 2 pl der DNA-Losung auf einem

Agarosegel aufgetrennt.

3.3 Isolierung von Plasmid-DNA aus E. coli
a) Isolierung von Plasmid-DNA in kleinem Maf3stab

Puffer 1:
50 mM Tris 30g
10 mM Na,EDTA 1,86 g
pH 8,0
RNAse (Endkonzentration 100 pg/ml)
ad 500 ml H,O bid.
Die Lagerung erfolgte bei 4°C.
Puffer 2:
0,2 M NaOH 4¢
1 % SDS (w/v) 5¢g
ad 500 ml H,O bid.
Puffer 3 (eisgekiihlt):
3,2 M Kaliumazetat 589¢g
pH 5.5
ad 200 ml H,O bid.
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TE-Puffer:
10 mM Tris 0,12 g
1 mM Na,EDTA 0,04 g
pH 7,2

ad 100 ml H,O bid.

Die Isolierung von Plasmid-DNA aus 5 ml-£. coli-Kulturen erfolgte mit Hilfe der alkalischen
Lyse nach Birnboim und Doly (1979). Bei dieser Technik wird die chromosomale DNA von
E. coli besonders effektiv entfernt. DNA denaturiert bei stark alkalischem pH und liegt dann
einzelstringig vor. Nach der Neutralisation hybridisieren die beiden Stringe der Plasmid-
DNA sehr rasch, wihrend die weitaus groere chromosomale DNA ausfillt.

Zunichst wurde 1 ml einer liber Nacht kultivierten E. coli-Kultur in ein Reaktionsgefdl3
tiberfiihrt. Die Zellen wurden durch 30 sec Zentrifugation in einer Tischzentrifuge
sedimentiert und in 150 pl Puffer 1 suspendiert. Die Zelllyse erfolgte durch Zugabe von
150 pl Puffer 2 und vorsichtiges zehnmaliges Umdrehen des Reaktionsgefafles. Durch Zugabe
von 150 ul Puffer3 wurde der Ansatz wieder neutralisiert. Das Zelllysat wurde
mindestens 10 min bei 13.000 Upm zentrifugiert, anschlieBend 400 pl des Uberstands
vorsichtig abgenommen und in ein steriles Reaktionsgefal3 iiberfithrt. Nach Zugabe von 1 ml
96 %igem Ethanol (v/v) wurde der Ansatz 15 min bei 13.000 Upm zentrifugiert. Der
Uberstand wurde abgenommen und verworfen. Das Priizipitat wurde durch Zugabe von
500 ul 70 %igen Ethanols (v/v) und anschlieBende 5 min Zentrifugation bei 13.000 Upm
gewaschen. Der Uberstand wurde vollstindig abgenommen und verworfen und das Prizipitat
in 50 ul TE-Puffer gelost. In eine sich gegebenenfalls anschlieBende analytische Spaltung der
Plasmid-DNA wurden 2 pl der Plasmid-DNA-Ldsung eingesetzt.

b) Isolierung von Plasmid-DNA in groBem MalBstab
Zur Isolierung groBerer Mengen Plasmid-DNA aus E. coli wurden Jetstar Maxi-Sdulen
verwendet. Dabei wurden die Isolierung aus 500 ml E. coli-Kultur gemif3 der Angaben des

Herstellers durchgefiihrt.

3.4 Konzentrationsbestimmung von Nukleinsiurelosungen
Die Konzentration von Nukleinsdurelosungen wurde photometrisch in einem Hitachi-

Photometer oder in einem Spektralphotometer bestimmt. Die Nukleinsdurekonzentration
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errechnet sich aus der bei 260 nm gemessenen Optischen Dichte (ODsgp), der verwendeten
Verdiinnung und einem fiir DNA, RNA bzw. Oligonukleotiden spezifischen
Multiplikationsfaktor. Eine bei ODxgp von 1 entspricht dabei einer Konzentration von 50 ng/pl
doppelstrangiger DNA bzw. 40 ng/ul RNA. Die Reinheit von DNA-Priparaten wurde durch
den Quotienten aus ODysp und ODygy ermittelt. Proteinfreie Nukleinsdurelosungen weisen
dabei ein Verhiltnis ODygg : OD,go von 1,8 bis 2 auf.

Alternativ zur photometrischen Bestimmung wurden die Konzentrationen geringerer DNA-
Mengen durch den Vergleich von Fluoreszenzintensitdten Ethidiumbromid gefdarbter DNA im
Agarosegel durchgefiihrt. Da die FragmentgroBen und die aufgetragenen Mengen des
ebenfalls angefarbten DNA-Standards bekannt waren, wurde dieser zur Abschitzung der

DNA-Mengen herangezogen.

3.5 Phenol-Chloroform-Extraktion

TE-Puffer:
10 mM Tris 0,12 ¢
1 mM EDTA 0,04 g
pH 8,0

ad 100 ml H,O bid.

Kaliumaztetat —Losung:
3,2 M Kaliumazetat 589¢
pH 5,5
ad 200 ml H,O bid.

Haufig enthalten Nukleinsdureldsungen unerwiinschte Verunreinigungen durch Proteine, die
durch Phenol-Chloroform-Extraktion entfernet werden koénnen. Bei dieser Methode werden
die in der DNA-LGsung enthaltenen Proteine denaturiert und sammeln sich in der organischen
Phase bzw. an der Phasengrenze an, wihrend die Nukleinséuren in der wéssrigen Phase geldst
bleiben. Nach der Extraktion werden die Nukleinséduren abschlieBend mit Kaliumazetat in
Anwesenheit von Ethanol prézipitiert (siche auch Prizipitation mit Kaliumazetat in

Anwesenheit von Ethanol).
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In einem sterilen Reaktionsgefdl wurden 100 pl einer Nukleinsdurelosung mit 400 pl TE-
Puffer versetzt. AnschlieBend wurden 250 ul Phenol zugegeben und der Ansatz kréftig
geschiittelt. Zur Phasentrennung wurden 250 pl Chloroform-Isoamylalkohol 49:1 (v/v)
zugegeben und der Ansatz erneut kréftig geschiittelt. Die vollstindige Phasentrennung wurde
durch 5 min Zentrifugation bei 13.000 Upm in einer Tischzentrifuge bewirkt. Der
Nukleinsiure haltige Uberstand wurde in ein steriles Reaktionsgefdl iiberfiihrt. Es wurden
500 ul Chloroform/Isoamylalkohol zugegeben und der Ansatz kriftig geschiittelt, um das
restliche Phenol auszuwaschen. Die Phasentrennung erfolgte durch 5 min Zentrifugation bei
13.000 Upm. Der Nukleinsiure haltige Uberstand wurde wiederum in ein steriles
Reaktionsgefal3 iiberfiihrt. Die Nukleinsdurelosung wurde anschlieBend mit 2,5 Volumina
96 %igem Ethanol (v/v) versetzt. Nach Zugabe von 1/10 Volumen Kaliumazetat-Losung
wurde der Ansatz kurz geschiittelt und anschlieBend fiir 1 h auf Eis inkubiert. Der Ansatz
wurde 25 min bei 13.000 Upm zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgenommen und
verworfen. Das Prézipitat wurde durch Zugabe von 250 pl 70 %igem Ethanol (v/v) und
anschlieBende 25 min Zentrifugation bei 13.000 Upm gewaschen. Der Uberstand wurde
vollstindig abgenommen und verworfen und das Prézipitat einem geeigneten Volumen H,O

bid. gelost.

3.6 Prazipitation von DNA aus Losungen

a) Prazipitation mit Polyethylenglycol (PEG)

PEG-Losung:
26 % PEG 8000 (w/v) 26¢g
7 mM MgSO, - 7H,0 0,17 g
0,6 M Natriumazetat 82¢g
pH 4,0

ad 100 ml H,O demin.

Um nach der Polymerasekettenreaktion Oligonukleotide und Desoxynukleotide vom
erwiinschten PCR-Produkt abzutrennen wurde ein Prézipitation mit Polyethylenglycol
durchgefiihrt.

Der PCR-Ansatz wurde mit 10 % PEG-Losung (v/v) versetzt und kriftig geschiittelt.
AnschlieBend wurde der Ansatz mindestens 1 h bei 4°C inkubiert. Um das Prizipitat zu
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sedimentieren wurde der Ansatz 30 min bei 13.000 Upm zentrifugiert. Der Uberstand wurde
abgenommen und verworfen. Das Prézipitat wurde durch Zugabe von 500 pl 70 %igem
Ethanol (v/v) und 5 min Zentrifugation bei 13.000 Upm gewaschen. Der Uberstand wurde
vollstindig abgenommen und verworfen und das Prizipitat einem geeigneten Volumen H,O
bid. geldst. Die Ausbeute der Methode ist von der Inkubationsdauer bei 4°C abhingig.
Wihrend einer einstiindigen Inkubation wurden nur etwa 50 % der Ausbeute erzielt. Es
musste fiir mindestens 12 h bei 4°C inkubiert werden, um eine weitgehend vollstindige

Prizipitation zu erhalten.

b) Prézipitation mit Kaliumazetat in Anwesenheit von Ethanol

Kaliumazetat-Losung:
3,2 M Kaliumazetat 589¢
pH 5,5
ad 200 ml H,O bid.

Bei der Prizipitation mit Kaliumazetat und Ethanol wird die Nukleinsdureldsung mit einem
monovalenten Salz, sowie Alkohol versetzt. Die Nukleinsdure fillt aus und wird durch
Zentrifugation sedimentiert. Neben dem Salz bleiben auch viele andere kleine, wasserlosliche
Substanzen im Uberstand geldst, so dass ein gewisser Reinigungseffekt erzielt wird.

Zunichst wurde die Nukleinsdurelosung mit 2,5 Volumina 96 %igem Ethanol (v/v) versetzt.
Nach Zugabe von 1/10 Volumen Kaliumazetat-Losung wurde der Ansatz kurz geschiittelt und
anschlieend fiir mindestens 20 min auf Eis inkubiert. Der Ansatz wurde 30 min bei
13.000 Upm in einer Tischzentrifuge zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgenommen und
verworfen. Das Prézipitat wurde durch Zugabe 500 ul 70 %igen Ethanols (v/v) und
anschlieBende 30 min Zentrifugation bei 13.000 Upm gewaschen. Der Uberstand wurde
vollstindig abgenommen und verworfen und das Prézipitat einem geeigneten Volumen

H,O bid. gelost.

3.7 Dialyse von DNA-Losungen
Um Verunreinigungen durch kleine Molekiile wie z.B. Salze vor der Sequenzierung, Ligation

oder Transformation zu entfernen, wurde die DNA-L6sung dialysiert. Dazu wurde zunichst
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eine Petrischale mit ca. 15 ml H,O bid. gefiillt und auf die Wasseroberfldche vorsichtig ein
Dialyseplattchen aufgebracht. AnschlieBend wurden 5 —20 ul DNA-LG&sung vorsichtig auf
das Dialyseplattchen pipettiert und die Losung fiir mindestens 3 h bei Zimmertemperatur
dialysiert. Nach erfolgter Dialyse wurde die DNA-LOsung vorsichtig abgenommen, in ein
steriles Reaktionsgefd3 iiberfiihrt. Die Dialysepldttchen konnten nach mehrstiindiger

Reinigung in H,O bid. wieder verwendet werden.

3.8 Spaltung von DNA mit Restriktionsendonukleasen

Die Spaltung von DNA erfolgte in 10 bis 500 ul Gesamtvolumen bei einer DNA
Konzentration von 50 bis 60 ng/ul unter den vom Hersteller angegebenen Bedingungen. Fiir
die Spaltung von 1pg DNA wurden zwischen 1 und 20 U Restriktionsendonuklease
eingesetzt. Dabei ist 1 U einer Restriktionsendonuklease definiert als die Aktivitit, die 1 pg
DNA des Phagen Lambda unter den fiir das Enzym optimalen Bedingungen in 1 Stunde
vollstindig spaltet.

3.9 Elektrophoretische Auftrennung von DNA-Loésungen

10 x TBE-Puffer:

890 mM Tris 216 g
890 mM Borséure 110 g
10 mM Na,EDTA 18,6 g
pH 7,0
ad 2000 ml H,O demin.

10 x DNA-Probenpuffer:

50 % Glycerin (v/v) 23 ml einer 87 %igen Losung (v/v)

0,25 % Bromphenolblau (ges. Lsg.) (v/v) 800 pl

0,25 % Xylencyanol (ges. Lsg.) (v/v) 800 pl

0,4 % Orange G (ges. Lsg.) (v/v) 1280 ul

20 mM Tris 800 pl einer 1 M Losung; pH 7,5
ad 40 ml H,O bid.
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DNA-Fragmentgemische wurden durch Agarose-Gelelektrophorese aufgetrennt. Die Gele
enthielten 0,5 bis 1,8% Agarose (w/v) in 1 x TBE-Puffer. Die Proben wurden mit 10 % (v/v)
Probenpuffer versetzt und in die Probentaschen des Gels gegeben. Um die FragmentgroB3en
der DNA-Losungen bestimmen zu konnen wurde in eine Probentasche ein DNA-
Langenstandard pipettiert. Die Elektrophorese wurde in horizontalen Gelkammern in
1 x TBE-Puffer durchgefiihrt. Es wurde eine Spannung von 2 bis 8 V pro cm Gel angelegt.
Nach erfolgter Auftrennung wurde die DNA durch Interkalation von Ethidiumbromid und
anschlieBender Fluoreszenzanregung mit Licht von 302 nm Wellenldnge sichtbar gemacht.
Die Verteilung der DNA-Fragmente und des Standards im Agarosegel wurde dokumentiert.
Anhand der DNA-Léangenstandards konnten dann die Fragmentgroen bestimmt werden. Es
kamen zwei DNA-Lingenstandards zum FEinsatz. Fiir Fragmentgroen von 1 bis 20 kbp
wurde mit den Restriktionsendonukleasen Ecol1301 und HindlIll gespaltene DNA des Phagen
Lambda verwendet (AE). Die GroBenbestimmung kleinerer Fragmente erfolgte im Vergleich

zu der mit der Restriktionsendonuklease Sdul gespaltenen DNA des Vektors pSK+.

3.10 Elektrophoretische Auftrennung von RNA-Loésungen

10 x Morpholinopropansulfonsidure-Puffer (MOPS-Puffer):
500 mM Morpholinopropansulfonséure 104,7 g
10 mM Na,EDTA 37¢g
pH 7,0
ad 1000 ml H,O demin.
(MOPS-Puffer verfarbt sich nach dem Autoklavieren gelb.)

RNA-Probenpuffer:

10 x MOPS-Puffer 1 ml

50 % Formamid (v/v) 5 ml einer 100 %igen Losung

6,8 % Formaldehyd (v/v) 1,84 ml einer 37 %igen Lsg. (W/v)
11,7 % Glyzerin (v/v) 1,34 ml einer 87 %igen Lsg. (W/v)
1 % Xylencyanol (ges. Lsg.) (v/v) 100 pl

1 % Bromphenolblau (ges. Lsg.) (v/v) 100 pl
5 % Ethidiumbromid (10 mg/ml) (w/v) 50 pul
ad 10 ml H,O bid.

Die Lagerung erfolgt bei -20°C.
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RNA-Lo6sungen wurden durch denaturierende Agarose-Gelelektrophorese aufgetrennt. Fiir die
Herstellung von fiinf Flachbettgelen der Grofle 8 x 12 cm wurden 4,2 g Agarose in 370 ml
sterilem H,O bid. durch Kochen in der Mikrowelle geldst. Die Losung wurde unter dem
Abzug unter Riihren auf 60°C abgekiihlt und mit 21 ml 10 x MOPS-Puffer, sowie 6,3 ml
Formaldehydlosung (37 %) versetzt. In jede der Flachbettkammern wurden sofort ca. 80 ml
der Gellosung gegossen und nach Einsetzten der Platzhalter fiir die Probentaschen fiir
mindestens eine Stunde bei Zimmertemperatur abgekiihlt. Die Proben wurden mit 400 % (v/v)
Probenpuffer versetzt und 10 min auf 65°C erhitzt. Nach Abkiihlen auf Eis wurden die Proben
in die Probentaschen des Gels gegeben (maximales Taschenvolumen 50 ul). Anhand der
Quantifizierung der rRNA Fluoreszenz in Ethidiumbromid gefarbten Gelen wurden die auf
das Gel aufgetragenen Mengen normiert. Um die FragmentgroBen von Transkripten in der
Northern Blot Analyse bestimmen zu konnen wurde in eine Probentasche ein RNA-
Lingenstandard pipettiert. Die Elektrophorese wurde in horizontalen Gelkammern in
1 x MOPS-Puffer durchgefiihrt. Es wurde eine Spannung von ca. 80 V angelegt. Nach 1,5 h
wurde das Gel umgedreht und die Stromrichtung der Kammer geéndert, da durch die
Verwendung eines Laufpuffers mit einer niederen lonenstdrke nach zwei Stunden eine
vollstindige Ladungstrennung erreicht worden wére. Diese wiirde die weitere Auftrennung
der RNA verhindern. Nach erfolgter Auftrennung wurde die rRNA durch
Fluoreszenzanregung des interkalierten Ethidiumbromids mit Licht von 302 nm Wellenldnge
sichtbar gemacht. Die Verteilung der rRNA und des Standards im Agarosegel wurde
dokumentiert. Anhand des RNA-Lédngenstandards konnten spdter die TranskriptgroBen
bestimmt werden. Die RNA-Fragmente des RNA-Léingenstandards besallen dabei die
folgenden GroBen: 9488 nt, 6225 nt, 3911 nt, 2800 nt, 1898 nt, 872 nt, 562 nt und 363 nt.

3.11 Extraktion von Nukleinsduren aus Agarosegelen

TE-Puffer:
10 mM Tris 0,12 ¢
1 mM Na,EDTA 0,04 g
pH 8,0

ad 100 ml H,O bid.

Silicat-Material bindet Nukleinsduren in Anwesenheit hoher Konzentrationen chaotroper

Salze wie z.B. Natriumjodid, Guanidinisothiocyanat oder Natriumperchlorat und kann, nach
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einem Waschschritt mit einem Salz-Ethanol-Puffer, durch Losungen mit geringen
Salzkonzentrationen (H,O bid. oder TE-Puffer) wieder eluiert werden.

Die gewiinschte Nukleinsdure haltige Bande wurden unter UV-Licht mit einem Skalpell aus
einem Agarosegel ausgeschnitten und das Gelblockchen in ein Reaktionsgefd3 iiberfiihrt. Das
Gelbléckchen wurde mit 3 Volumina Hochsalzpuffer versetzt und 10 min bei 50°C inkubiert.
Alle 2 min wurde der Ansatz geschiittelt um die Agarose vollstindig zu 16sen. AnschlieBend
wurde die Agarose-DNA-Losung in eine Qiagen-Sdule gegeben. Die Séule wurde 1 min bei
13.000 Upm in einer Tischzentrifuge zentrifugiert. Dabei wurden die Nukleinsduren von einer
Silicat-Matrix zurlickgehalten, wihrend die im Puffer geloste Agarose ungehindert passieren
konnte. Um eventuell ebenfalls zuriickgehaltene, ungeloste Agarose zu entfernen wurde die
Sdulenmatrix 1-mal mit 500 ul Hochsalzpuffer gespiilt. Die DNA wurde 1-mal mit einem
Ethanolpuffer gewaschen und die {iberschiissige Fliissigkeit durch Zentrifugation aus der

Sdulenmatrix entfernt. Mit 60 pl Elutionspuffer wurde die DNA wieder von der Sdule eluiert.

3.12 Dephosphorylierung von Nukleinsiuren

Um die Religation linearisierter Vektor-DNA zu verhindern, wurden mit Hilfe von
Alkalischer Schrimps Phosphatase die 5’-Phosphatgruppen abgespalten. Es wurde gemif3 der
Angabe des Herstellers 1 U pro 2,5 ug Plasmid-DNA eines 3 kbp-Vektors verwendet. Die
Reaktion wurde durch 15 min Erhitzen auf 65°C gestoppt.

3.13 Ligation

10 x T4-DNA-Ligasepuffer:

300 mM Tris 1.8¢g
100 mM MgCl, 1.,0g
100 mM Dithiothreitol 0,77 g
10 mM ATP 500 pl einer 1 M Stammldsung
pH 7,8
ad 50 ml H,O bid.

Die Ligation von DNA-Fragmenten erfolgte in Ansédtzen von 8 bis 20 pl. Die DNA-
Konzentration der zu ligierenden Fragmente wurde in Abhéngigkeit des gewiinschten

Vektor/Insert-Verhéltnisses innerhalb der Reaktion variiert und lag zwischen 20 und
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500 pg/ml. In jede Reaktion wurden 1 bis 2 U T4-DNA-Ligase eingesetzt und 16 h bei 4, 16
oder 20°C inkubiert. Dabei ist 1 U T4-DNA-Ligase definiert als die Aktivitét, die in 20 min

bei 37°C 1 nmol 32PPi in die Norit-absorbierbare Form umwandelt.

3.14 Transformation von Mikroorganismen

a) E. coli

Vorbereitung der Zellen fiir die Elektroporation

Zundchst wurden E. coli-Kulturen durch Entfernen von Salzen aus dem Medium und
Konzentrieren der Zellen fiir die Transformation vorbereitet. Dazu wurden 50 ml SOB-
Medium mit einer Kolonie eines frischen Verdiinnungsausstriches inokuliert und iiber Nacht
kultiviert. Am néichsten Tag wurde aus der Vorkultur im Verhéltnis 1:100 in 2 x 500 ml
Hauptkultur iiberimpft. Die beiden Kulturen wurden inkubiert bis sie eine bei 600 nm
Optische Dichte von 0,6 aufwiesen. Die Kulturen wurden in sterile, vorgekiihlte
Zentrifugenbecher iiberfiihrt. Durch 20 min Zentrifugation bei 4.000 g und 4°C wurden die
Zellen sedimentiert und mit ebenfalls vorgekiihlten Pipetten in jeweils 200 ml eisgekiihlter,
sterilfiltrierter 10 %iger Glyzerinlosung (v/v) aufgenommen. Die Zellsuspension wurde erneut
zentrifugiert und die Zellsedimente in jeweils 50 ml Glyzerinldsung suspendiert. Nach einem
letzten Zentrifugationsschritt wurden die Zellsedimente in jeweils 200 pul Glyzerinldsung
aufgenommen. Die so konzentrierten Zellen wurden in Aliquots von je 50 pl in fliissigem

Stickstoff schockgefroren und anschlieBend bis zur weiteren Verwendung bei -70°C gelagert.

Durchfiihrung der Elektroporation

Die Zellen wurden auf Eis aufgetaut. Die Zellen wurden mit 2 ul DNA-Losung versetzt. Zur
Kontrolle wurde ein Ansatz mit 5 ng pSK+ versetzt. Ein weiterer Ansatz ohne Zugabe von
DNA-Lo6sung diente als Nullkontrolle. Die Zellen wurden vorsichtig gemischt und fiir 10 min
auf Eis inkubiert. Anschlieend wurde die Zell-DNA-Suspension vorsichtig und luftblasenfrei
in eine eisgekiihlte Elektroporationskiivette pipettiert und das ganze wiederum fiir 10 min auf
Eis inkubiert. Um einen Kurzschluss zu vermeiden, wurden die Kontaktstellen der
Elektroporationskiivette sorgfaltig mit einem Papiertuch getrocknet. Die Kiivette wurde in den
Gene Pulser eingesetzt. Die Elektroporation erfolgte bei 1.500 V, 800 Q und 25 pF. Die
Abklingzeiten sollten bei 13-17 ms liegen. Direkt im Anschluss wurden die Zellen in 1 ml
vorgewarmtem SOB-Medium suspendiert. Die Zellsuspension wurde in ein steriles
Reagenzglas tberfiihrt und zur Regeneration der Zellen und zur Expression des
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Antibiotikaresistenzgens wurden die Zellen 1 h bei 37°C auf dem Schiittler inkubiert. Die
Zellen wurden in geeigneter Verdiinnung auf SOB-Selektivplatten ausplattiert. Unter
optimalen Bedingungen sind mit dem verwendeten E. coli-Stamm Transformationseffizienzen

von 1-2-10° Transformanden pro pg eingesetzter DNA zu erwarten.

b) H. salinarum

Sphéroblastenbildungslosung (SBL):

2 M NaCl 116 g

27 mM KCl 2¢g

50 mM Tris 50 ml einer 1 M Ldsung, pH 7,2
15 % Saccharose (w/v) 150 g

ad 1000 ml H,O demin.
Die Losung wurde sterilfiltriert und anschlieBend bei Zimmertemperatur

gelagert.

Sphéroblastenverdiinnungslésung (SVL):

3,85 M NaCl 180 g
70 mM MgSO, - 7H,0 14,0 g
24 mM KCl l4g
10 mM ¢ri-Natriumcitrat 22¢g
1,2 mM CaCl; - 2H,0 0,14 ¢g
45 mM Tris 30 ml einer 1 M Ldsung; pH7,2
15 % Saccharose (W/v) 975¢
ad 650 ml H,O demin.
Die Losung wurde sterilfiltriert und anschlieBend bei Zimmertemperatur
gelagert.
PEG-Losung:
60 % PEG 600 (w/v) 6g
ad 10 ml SBL
EDTA-L06sung:
0,5M Na,EDTA 18,5¢

pH 8,2
ad 100 ml SBL
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H. salinarum wurde nach der Methode von Cline et al. (1989) transformiert, die etwas
modifiziert wurde. Dazu wurden 35 ml Support-Medium mit einer Kolonie eines frischen
Verdiinnungsausstriches inokuliert und die Kultur bis zur mittleren exponentiellen
Wachstumsphase kultiviert. Von der Kultur wurde 1 ml abgenommen und in frisches Medium
iberimpft und die Kultur wiederum bis zur mittleren exponentiellen Wachstumsphase
kultiviert. Die Kultur wurde ein weiteres Mal verdiinnt und anschliefend bis zu einer
Zelldichte von 60 bis 80 Klett-Einheiten auf dem Schiittler inkubiert. Fiir die Transformation
wurden 2 ml Halobakterien-Kultur 6 min bei 6.000 Upm in einer zentrifugiert. Der Uberstand
wurde vollstindig abgenommen und das Zellsediment in 180 pl SBL suspendiert. Die Zellen
wurden 5 min auf dem ReaktionsgefdBBinkubator geschiittelt. Zur Sphéroblastenbildung
wurden 20 pl EDTA-L6sung zugeben und die Reaktionsgefdfie vorsichtig 20-mal umgedreht.
Die Zellen wurden 10 bis 30 min bis zur vollstindigen Sphiroblastenbildung inkubiert.
Zwischendurch wurden geringe Mengen entnommen um die vollstdndige Sphiroblastisierung
der Zellen im Phasenkontrastmikroskop zu verfolgen. Zur Sphiroblastensuspension wurden
20 ul DNA-Losung (2ug — 5 pug Plasmid-DNA in 2 M NaCl) zugeben und die Suspension
durch 20-mal umdrehen der ReaktionsgefdBe vorsichtig gemischt. Die Sphéroblasten-DNA-
Suspension wurde weitere 5 min inkubiert. In den Deckel der Reaktionsgefd3e wurden 230 ul
PEG-Lo6sung vorgelegt. Durch VerschlieBen der Reaktionsgefdfle und anschlieBendes rasches
Schwenken wurden die Losungen miteinander vermischt bis keine Schlieren mehr vorhanden
waren. Die Ansédtze wurden 20 min bei Zimmertemperatur inkubiert. In dieser Zeit wurden
10 pl der Losung entnommen und im Phasenkontrastmikroskop auf Bildung von
Zellaggregaten kontrolliert, die fiir die erfolgreiche Durchfithrung der Transformation
essentiell sind. Durch Zugabe von 1.600 ul SVL wurde die PEG-Konzentration in den
Ansitzen drastisch gesenkt. Eine erneute Kontrolle der Zellen im Phasenkontrastmikroskop
zeigte, dass sich die Zellaggregate wieder voneinander geldst hatten. Ein 100 pul Aliquot
wurde auf eine Support-Mediumplatte mit Novobiocin (0,1 pg/ml) ausplattiert und die Platte
fiir etwa 10 bis 14 Tage bei 42°C inkubiert. AnschlieBend wurde die Transformation

ausgewertet und die Transformanden charakterisiert.
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3.15 Polymerasekettenreaktion
a) Standard-Polymerasekettenreaktion

10 x Tag-Polymerasepuffer:

500 mM KCl 0,75 ¢

100 mM Tris 0,24 ¢

1 % Triton X-100 (w/v) 02¢g

pH 9,0

ad 20 ml H,O bid.

Desoxynukleotidgemisch:

1,0 mM dATP 10 pl einer 100 mM-Stammldsung

1,0 mM dTTP 10 pl einer 100 mM-Stammldsung

1,5 mM dGTP 15 pl einer 100 mM-Stammldsung

1,5 mM dCTP 15 pl einer 100 mM-Stammldsung

ad 1000 pl H,O bid.

Mit Hilfe von PCR-Reaktionen konnen spezifisch DNA-Bereiche amplifiziert werden. Die
Vervielfiltigung erfolgt dabei mit Hilfe einer thermostabilen DNA-Polymerase aus Thermus
aquaticus (Tag-DNA-Polymerase) in einem zyklisch ablaufenden Temperaturprogramm. Ein
Zyklus besteht dabei aus drei Phasen: der Denaturierung der DNA-Vorlage, der
Hybridisierung der beiden einzelstringigen Oligonukleotide (Annealing) mit der DNA-
Vorlage und der Verldngerung der Oligonukleotide durch Desoxynukleotide (Extension). Die
Zusammensetzung und das Temperaturprofil musste fiir jeden einzelnen zu amplifizierenden
DNA-Bereich optimiert werden. Eine Standard PCR-Ansatz setzte sich dabei wie folgt

zusammen:

DNA-Vorlage 0,02 bis 1 pg
Oligonukleotid 1 100 pMol
Oligonukleotid 2 100 pMol

Desoxynukleotidgemisch 16 pl

10 x Tag-Polymerasepuffer 10 pl

MgCl, [10 mM] 15 ul

Taq-DNA-Polymerase 2 ul einer 1:10 Verdiinnung
ad 100 pl H,O bid.
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Bei der Tag-DNA-Polymerase handelte es sich um ein Eigenisolat, deren Aktivitit nicht
bestimmt wurde. Wurden DNA-Amplifikate fiir die Klonierung verwendet, so wurde anstelle
der Tag-DNA-Polymerase die Pfu-DNA-Polymerase aus Pyrococcus furiosus verwendet. Der
Vorteil der Pfu-DNA-Polymerase liegt in der 3’—5’-Exonuklease-Aktivitit, die der Tag-
DNA-Polymerase fehlt. Verwendung der Pfu-DNA-Polymerase fiihrt zu einer 10-mal héheren
Genauigkeit der DNA-Synthese.

Das Temperaturprofil einer Standard PCR sah folgendermaf3en aus:

Denaturierung 95°C 10 sec
Annealing 55°C 30 sec
Extension 72°C 1 min
30 Zyklen

Die Léange der Denaturierungsschrittes und die Temperatur wurde dabei je nach DNA-
Vorlage variiert. Wahrend bei Plasmid-DNA 10 sec bei 95°C ausreichend waren, wurde bei
Einsatz chromosomaler DNA die Liange auf 30 bis 45 sec erhoht und die Temperatur auf
96°C gesteigert.

Die Temperatur des Annealing-Schrittes ist von den verwendeten Oligonukleotiden abhiangig.
Dabei kam es auf das Oligonukleotid mit der geringeren Hybridisierungstemperatur an. Diese

ermittelt man im einfachsten Fall {iber die so genannte ,,2+4“-Regel:

Hybridisierungstemperatur = 4°C fiir jedes G bzw. C + 2°C fiir jedes A bzw. T

Diese Regel gilt allerdings nur fiir Oligonukleotide mit ungeféhr 20 Basen.

Die Linge des Extensions-Schrittes ist von der Syntheserate der verwendeten DNA-
Polymerase abhidngig und betrdgt fiir die eingesetzte 7Tag-DNA-Polymerase etwa
1000 Basen/Minute.

b) Polymerasekettenreaktion mit ,,ganzen Zellen*
Zur schnellen Uberpriifung von E. coli-Transformanden auf die eingebrachte Plasmid-DNA

bzw. zur Uberpriifung von H. salinarum-Transformanden auf die korrekte Integration von
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Plasmid-DNA in das Genom, wurde in eine Polymerasekettenreaktion anstelle einer reinen
Plasmidpréparation ein geringes Volumen des transgenen Organismus eingesetzt.
Von einer E. coli- bzw. H. salinarum-Kultur wurden 10 pl in ein 0,2 pl-Reaktionsgefall

vorgelegt, die Zellen sedimentiert und die folgenden Losungen zugegeben:

Oligonukleotid 1 20 pMol

Oligonukleotid 2 20 pMol

Desoxynukleotidgemisch 3 pnl

10 x Tag-Polymerasepuffer 2 pl

MgCl, [10 mM] 1,2 pl

Taq-DNA-Polymerase 0,5 pl einer 1:10 Verdiinnung
ad 20 pl H,O bid.

Fiir die Durchfiihrung der Polymerasekettenreaktion wurde ein Temperaturprofil vergleichbar

mit dem einer Standard PCR verwendet.

¢) Herstellung DIG-markierter Sonden

Zum Nachweis von MRNA wurde eine Hybridisierung durchgefiihrt. Als Sonde diente ein
Digoxigenin-11-dUTP markiertes PCR-Produkt, das komplementir zur Sequenz des
nachzuweisenden Gens war. Die Sonde wurde mittels Standard-PCR hergestellt. wobei das

Basenanalogon Digoxigenin-11-dUTP eingebaut wurde.

Desoxynukleotidgemisch:

1,0 mM dATP 10 pl einer 100 mM-Stammldsung
0,125 mM dTTP 1,25 pl einer 100 mM-Stammldsung
1,5 mM dGTP 15 pl einer 100 mM-Stammldsung
1,5 mM dCTP 15 pl einer 100 mM-Stammldsung

ad 1000 pl H,O bid.

DIG-11-dUTP:
2 ul pro 100 ul Reaktion
Konzentration der Stammldsung: 1mM

Endkonzentration: 20 uM
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3.16 Sequenzierreaktion

Die Sequenzierung von Plasmiden wurde nach der Kettenabbruchmethode nach Sanger

(Sanger et al., 1977) durchgefiihrt. Der Reaktionsansatz beinhaltete die folgenden Substanzen:

Reaktionsansatz:
DNA-Vorlage 100 — 500 ng
Oligonukleotid 10 pMol
Reaktionsmix 4 ul

ad 10 pl H,O bid.

Der Reaktionsmix (BigDye Terminator RR Mix) wurde gebrauchsfertig geliefert und enthielt
DNA-Polymerasepuffer, Desoxynukleotide, basenspezifisch Fluoreszenzfarbstoff markierte
Didesoxynukleotide, sowie eine thermostabile DNA Polymerase. Die Sequenzierreaktion
wurde in einem Thermocycler durchgefiihrt. Dabei wurde das folgende Temperaturprofil

verwendet:

Denaturierung 96°C 10 sec
Annealing 50°C 5 sec
Extension 60°C 4 min
25 Zyklen

Da die an die Didesoxynukleotide gekoppelten Fluoreszenzfarbstoffe hitzelabil sind, wurde
der Extensionsschritt bei 60°C anstelle von 72°C in der iiblichen Polymerasekettenreaktion
durchgefiihrt. Nach dem Durchlauf von 25 Zyklen wurden zum Reaktionsansatz
10 ul H,O bid. gegeben. Die im Reaktionsansatz enthaltene DNA wurde in Anwesenheit von
Ethanol mit Kaliumazetat aus der Losung prazipitiert und getrocknet. Die getrocknete DNA
wurde der Firma SRD (Oberursel) iibergeben. Dort wurde die DNA wieder in Formamid
gelost, erhitzt und auf einem gelelektrophoretisch aufgetrennt. Die Detektion und Auswertung

der Signale der markierten DNA-Fragmente erfolgte mit einem ABI Prism sequencer 377.
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3.17 Transfer von Nukleinsiuren
a) Transfer von RNA auf Membranen

20 x SSC-Puffer:
3 M Na(Cl
300 mM ¢ri-Natriumcitrat
pH 7,0

5 x ASSC-Puffer:
0,75 M NaCl
75 mM tri-Natriumcitrat
10 mM NaOH
pH 11,5

Methylenblauldsung:
0,04 % Methylenblau (w/v)
0,5 M NaAcetat - 2H,O
pH 5,0

1753 g
88,2 ¢g

ad 1000 ml H,O demin.

$38¢

22,06 g

04¢g

ad 1000 ml H,O demin.

0,04 g

6,8 ¢g

ad 100 ml H,O demin.

Der Transfer von RNA erfolgte mittels Kapillartransfer (Low and Rausch, 1994; Ming et al.

1994). Der Autbau des Northern Blots von unten nach oben war:

e 20 Blatt GB 004 Chromatographiepapier

e 3 Blatt GB 002 Chromatographiepapier, in Transferpuffer equilibriert

e | Nylonmembran (Qiabrane, ungeladen; Qiagen), in H;O demin. vorgequollen und in

Transferpuffer equilibriert.

e Agarosegel mit zu transferierender RNA

e 3 Blatt GB 002 Chromatographiepapier, in Transferpuffer equilibriert

Zwischen den Lagen auftretenden Luftblasen wurden mit einem Reagenzglas vorsichtig

heraus gewalzt. Die einzelnen Lagen hatten eine Grofe von jeweils 8 x 12 cm. Als
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Transferpuffer diente 20 x SSC Puffer. Um den Pufferfluss nicht zu stoppen wurde der oben
beschriebene Aufbau mit einem 12 x 30 cm langen Stiick GB 002 Chromatographiepapier mit
zwei Pufferreservoirs verbunden. Um die Verdunstung zu minimieren wurde anschlieBend der
Blot mit einer GelgieBkammer (8 x 12 cm) abgedeckt. Der Transfer erfolgte liber Nacht.
Alternativ zu dieser Transfermethode wurde mit 5 x ASSC-Puffer fiir 2 h transferiert. Der
Aufbau blieb dabei unverindert (s.o0.).

Nach erfolgtem Transfer wurde die Lage der Probentaschen mit einem Bleistift markiert. Die
Nylonmembran wurde fiir eine Minute in Methylenblaulosung geschwenkt.
Methylenblaulosung interkaliert reversibel mit der RNA. Die Membran wurde mehrfach mit
H,O demin. gewaschen und zwischen zwei Folien gelegt. Die Verteilung der rRNA und des
Standards im Agarosegel wurden auf die Folie libertragen. AnschlieBend wurde die RNA
durch UV-Quervernetzung im Stratalinker bei 120 mJoules mit der Nylonmembran
quervernetzt. Bis zur weiteren Verwendung wurde die Membran zwischen zwei Blittern

GB 002 Chromatographiepapier gelagert.

b) Transfer von DNA auf Membranen

Der DNA-Transfer erfolgte durch einen Kapillartransfer nach Southern (1975). Vor dem
Transfer wurde die DNA im Gel durch eine Sdure- und Alkalibehandlung in kleinere
Fragmente zerlegt und denaturiert. Dazu wurde das Gel auf dem Schiittler nacheinander in

den folgenden Losungen inkubiert:

e 30 min 0,25 M HCI

e 45 min 0,5M NaOH; 1,5 M NaCl

e 60 min 0,5 M Tris/HCI pH 8; 1,5 M NaCl
e 10min5x ASSC pH 11,5

AnschlieBend wurde die DNA auf die eine geladene Nylonmembran transferiert. Der Aufbau
bestand dabei wie fiir den RNA-Transfer beschrieben, jedoch wurde anstelle der ungeladenen
eine geladene Nylonmembran verwendet und als Transferpuffer diente 5 x SSC; pH 11,5. Die
Transferzeit betrug 2,5 h. Nach erfolgtem Transfer wurde die Lage der Probentaschen mit
einem Bleistift markiert. Die Nylonmembran wurde fiir eine Minute in Methylenblaulsung
geschwenkt. Methylenblaulosung interkaliert reversibel mit der DNA. Die Membran wurde
mehrfach mit H,O demin. gewaschen und zwischen zwei Folien gelegt. Die Verteilung der

des Standards im Agarosegel wurde auf die Folie iibertragen. Anschliefend wurde die DNA
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durch UV-Quervernetzung im Stratalinker bei 120 mJoules mit der geladenen Nylonmembran
quervernetzt. Bis zur weiteren Verwendung wurde die Membran zwischen zwei Blittern

GB 002 Chromatographiepapier gelagert.

3.18 Hybridisierung und Chemolumineszenznachweis

100 x Denhardt's Losung:

2 % Rinderserumalbumin (w/v) 10g
2 % Ficoll 400 (w/v) 10g
2 % Polyvinylpyrrolidon (w/v) 10g
ad 500 ml H,O bid.
Die Losung wurde durch einen Faltenfilter filtriert und anschlieBend bei -20°C
gelagert.
Hybridisierungslosung:
50 % Formamid (v/v) 225,0 ml
5x SSC 112,5 ml 20 x SSC
3 x Denhardt's Losung 13,5 ml 100 x Denhardt's Losung
0,5 % SDS (v/v) 11,1 ml einer 20 %igen Lsg. (w/v)
0,2 % Natriumlaurylsarcosinat (v/v) 3,0 ml einer 30 %igen Lsg. (w/v)
5 % Dextransulfat (v/v) 75,0 ml einer 30 %igen Lsg. (W/v)

Die  Hybridisierungslosung  wurde  autoklaviert und  anschlieBend  bei
Zimmertemperatur  gelagert. Fiir die Southern Blot Analyse wurde die

Formamidkonzentration von 10 bis 50 % (v/v) variiert.

Blockinglosung:
100 mM Maleinsdure 11,6 g
150 mM NacCl 8,77 g
pH 7,5

ad 500 ml H,O demin.
1 % Blocking Reagenz (w/v) (Roche, Mannheim) wurden zugesetzt, die Losung

autoklaviert und anschlieend bei 4°C gelagert.
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Waschpuffer:
100 mM Maleinsdure 11,6 g
150 mM NacCl 8,77 g
pH 7,5

ad 500 ml H,O demin.
Der Puffer wurde autoklaviert und bei Zimmertemperatur gelagert. Vor der

Verwendung wurde frisch 0,3 % Tween 20 (w/v) zugegeben.

Nachweispuffer:
100 mM Tris 12,11 g
100 mM NaCl 584 ¢
50 mM MgCl,- 6H,O 2,9 ¢
pH 9,5

Der Puffer wurde autoklaviert und bei Zimmertemperatur gelagert.

Die Nylonmembran wurde zur Vorhybridisierung 1h in Hybridisierungslosung im
Hybridisierungsofen bei 45°C inkubiert. Die Sonde wurde zur Denaturierung fiir 5 min auf
100°C erhitzt und anschlieBend auf Eis gestellt. Die zur Vorhybridisierung verwendete
Hybridisierungslosung wurde aus dem Hybridisierungsrohrchen in ein Reagenzglas gegeben
und mit der Sonde versetzt. Die Losung wurde kurz gevortext und zuriick in das
Hybridisierungsrohrchen gegeben. Die Hybridisierung erfolgte 16 h bei 45°C. Die
Hybridisierungslosung mit der Sonde wurde nach der Hybridisierung in ein Vorratsgefal3
iberfithrt und wurde anschliefend zwei- bis dreimal wieder verwendet. Der Nachweis der
Digoxigenin markierten Sonde erfolgte mit dem DIG Luminescence Detection Kit unter

Verwendung von CDP* nach den Angaben des Herstellers.
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4. Proteinbiochemische Methoden

4.1 Heterologe Expression von sphlys in E. coli und Reinigung des
rekombinanten Fusionsproteins

Puffer B:
8 M Harnstoff 480,5 g
0,1 M NaH,PO,4 138 ¢
10 mM Tris 12¢g
pH 8

ad 1000 ml H,O demin.

Puffer C:
8 M Harnstoff 480,5 g
0,1 M NaH,PO4 13,8 ¢g
10 mM Tris 12¢g
pH 6,3

ad 1000 ml H,O demin.

Waschpuffer:
100 mM Imidazol 1,36 g
ad 200 ml Puffer C

Elutionspuffer:
100 mM NaEDTA 372 g

ad 100 ml Puffer C

Durch die Klonierung des sphl Gens in den Expressionsvektor pQE30 (Qiagen, Hilden),
wurde der offene Leserahmen des sph/ Gens am 5’-Ende um sechs Histidincodons erweitert
und unter die Kontrolle des IPTG induzierbaren T5-Phagenpromotors gestellt. Nach
Transformation von FE.coli mit dem Vektorkonstrukt konnte durch Zugabe des
Laktoseanalogons IPTG die Synthese des rekombinanten Fusionsproteins Sphlye induziert
werden. Das Protein Sphlye trdgt am N-Terminus sechs Histidinreste, die eine Reinigung

mittels Nickel-Chelat-Affinitdtschromatographie ermoglichten.
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Fiir eine einfache und schnelle Reinigung rekombinanten Fusionsproteins in kleinem Mafstab
wurden in einem Reagenzglas 5 ml Medium mit einer einzelnen Kolonie eines transgenen
E. coli-Stammes beimpft und iiber Nacht bei 37°C auf dem Schiittler inkubiert. Mit 1 ml
dieser Vorkultur wurden am folgenden Tag 3 ml vorgewdrmten Mediums beimpft. Zur
Kontrolle wurde zusétzlich weitere 3 ml Medium beimpft. Beide Kulturen wurden inkubiert,
bis ihre bei 600 nm bestimmte Optische Dichte 0,5 — 0,7 erreicht hatte. AnschlieBend wurde
bei einer der Kulturen die Induktion der Expression des im Expressionsvektor kodierten
sphlps Gens durch Zugabe von IPTG (Endkonzentration: 4 mM) herbeigefiihrt. Beide
Kulturen wurden weitere 4-5 h bei 37°C inkubiert. Aus jedem Reagenzglas wurden jeweils
2 ml entnommen und in 2 ml-Reaktionsgefdfle liberfiihrt. Die Zellen wurden durch 3 min
Zentrifugation bei 3.000 Upm sedimentiert. Die Uberstinde wurden verworfen und die
Zellsedimente in jeweils 400 ul Puffer B suspendiert. Durch vorsichtiges Schiitteln wurde die
Lyse der Zellen bewirkt. Die Lysate wurden 10 min bei 13.000 Upm zentrifugieren, um die
Zellwandbruchstiicke abzutrennen. Die das 18sliche enthaltenden Uberstéinde wurden in sterile
Reaktionsgefdfle iiberfiihrt. Von jedem Ansatz wurden 10 pul abgenommen und (I6sliches
E. coli-Zellprotein). Zu jedem Uberstand wurden 20pul einer 50 %igen NCS-Matrix gegeben
und die Ansidtze 30 min bei Zimmertemperatur unter stindigem Schiitteln inkubiert. Um die
Matrix zu sedimentieren wurden die Ansdtze anschlieBend fiir 10 sec bei 13.000 Upm
zentrifugiert. Die Uberstinde wurden zur spiteren Analyse iiberfiihrt (ungebundenes 18sliches
E. coli-Zellprotein). Die sedimentierten Matrizen wurden dreimal mit jeweils 1 ml
Waschpuffer gewaschen. Vom ersten Waschschritt wurden die Uberstande in sterile
ReaktionsgefiBe iiberfiihrt (Uberstand des 1. Waschschrittes) und zur spiteren Analyse
aufbewahrt. AnschlieBend wurden 100 ul Elutionspuffer zugeben und die Ansédtze 2 min bei
20°C inkubiert, um das Protein von den Matrizen zu 16sen. Die Ansédtze wurden 10 sec bei
13.000 Upm zentrifugiert um die Matrix zu sedimentieren. 100 pl des Uberstandes wurden in
ein frisches Gefdl3 iiberfithrt (Eluat 1). AnschlieBend wurde die Elution wiederholt (Eluat 2).
Von allen Proben (16sliches E. coli-Zellprotein, ungebundenes losliches E. coli-Zellprotein,
Uberstand des 1. Waschschrittes, Eluat 1 und Eluat2) der induzierten Kultur und der
uninduzierten Kontrollkultur wurden die Proteinkonzentration bestimmt und die
Proteinpriparationen auf einem Polyacrylamidgel analysiert.

Waren die Synthese und die anschlieBende Reinigung des Sphlye Proteins erfolgreich, so

wurde die Prozedur erneut im praparativen Maf3stab durchgefiihrt.
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4.2 Herstellen eines Rohextraktes aus H. salinarum

Aus einer H. salinarum-Kultur wurden 2 ml entnommen und die Zellen durch 40 sec
Zentrifugation bei 13.000 Upm in einer Tischzentrifuge sedimentiert. Das Zellsediment wurde
mit einem geeigneten Volumen H,O bid. versetzt und kréftig geschiittelt, so dass sogleich der
Zellaufschluss erfolgte. Zelltrimmer und Membranen wurden durch 1 min Zentrifugation bei
13.000 Upm von dem ldslichen Zellprotein abgetrennt und der Uberstand in ein steriles
Reaktionsgefal tiberfiihrt. Proteinlosungen wurden bis zur weiteren Verwendung bei -20°C

gelagert.

4.3 Konzentrationsbestimmung von Proteinlosungen

Fiir eine einfache und schnelle Bestimmung von Proteinkonzentrationen wurde das BCA
Protein Assay Reagent verwendet. Diese Methode basiert auf der Biuret-Reaktion von
Proteinen mit Cu®* zu Cu’ im alkalischen Milieu. Das gebildete Cu’ wird von bicinchonic
acid (BCA) in einem Komplex gebunden der eine starke Absorption bei 562 nm aufweist. Zur
Proteinbestimmung wurden jeweils 10 pl Proteinlosung mit 200 ul Nachweisreagenz versetzt
und fiir 30 min bei 37°C inkubiert. Als Standard dienten BSA-Losungen bekannter
Konzentration. Im Anschluss wurde die Absorption der Proben bei 550 nm im ELISA-Reader

bestimmt.

4.4 Prazipitation von Proteinen aus Losungen

a) nach Mevarech (Mevarech, pers. Mitteilung)

Fiir die Fillung halobakterieller Proteine nach Mevarech wurde zu einer Proteinlésung 10 %
(v/v) 3 M Trichlorazetat-Losung gegeben. Die Losungen wurden gemischt und fiir 30 min auf
Eis inkubiert. AnschlieBend wurde die Probe 15 min mit 13.000 Upm bei Zimmertemperatur
zentrifugiert. Der Uberstand wurde vollstindig abgenommen und der Niederschlag in einem

geeigneten Volumen 1 M Tris/HCI pH 7,2 gelost.

b) nach Wessel und Fliigge (1984)
Die denaturierende Proteinprizipitation nach Wessel und Fliigge beruht auf der Wirkung von

Chloroform. Zunéchst wird die Proteinlosung mit Methanol verdiinnt und anschlieBend die
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Proteine durch Zugabe von Chloroform préazipitiert. Die Zugabe von Wasser trennt die
Losung in zwei Phasen an deren Phasengrenze sich die prézipitierten Proteine sammeln.

Zunichst wurden in einem Reaktionsgefdl 100 pl Proteinlésung mit 400 ul Methanol versetzt
und gemischt. Der Ansatz wurde 10 sec bei 13.000 Upm bei Zimmertemperatur in einer
zentrifugiert und anschlieBend 100 ul Chloroform zugegeben. Nach kréftigem Durchmischen
wurde der Ansatz erneut 10 sec bei 13.000 Upm zentrifugiert. Es wurden 300 pul H,O bid.
zugegeben, der Ansatz kriftig durchmischt und 1 min bei 13.000 Upm zentrifugiert. Der
Uberstand wurde verworfen und das prizipitierte Protein durch Zugabe von 300 pl Methanol
und anschlieBende Zentrifugation fiir 2 min bei 13.000 Upm gewaschen. Der Uberstand
wurde vorsichtig abgenommen und das Proteinprazipitat kurz an der Luft getrocknet. Das

Protein wurde in einem geeigneten Volumen H,O bid. gelost.

4.5 Acrylamidgelelektrophorese

Die SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese wurde in modifizierter Form nach Laemmli
(1970) durchgefiihrt. Dabei werden Polypeptide aufgrund ihrer MolekiilgroBe aufgetrennt.
Durch die Beladung mit dem anionischen Detergenz Natriumdodecylsulfat (SDS) werden die
Eigenladungen der Proteine iiberdeckt, so dass Anionen mit konstanter Nettoladung pro
Masseneinheit entstehen. Bei der Elektrophorese in einem Polyacrylamidgel, das dann wie ein
Molekularsieb wirkt, sind die Mobilitdten der SDS-Polypeptid-Komplexe proportional zum
Logarithmus der Molekiilmassen der Polypeptide. Ausnahmen bilden hier Glycoproteine,
Membranproteine sowie im Fall von Halobakterien, Proteine mit stark negativer Nettoladung.
Die Zuckerreste der Glycoproteine bzw. die zahlreichen negativen Aminoséduren verursachen
eine geringere Beladung mit SDS, was zu einer niedrigeren Nettoladung des Molekiils fiihrt.
Folglich wandern solche Proteine langsamer durch das Gel und tduschen aufgrund dessen ein

hoheres Molekulargewicht vor.

Herstellung von Polyacrylamid-Gelen

Trenngelpuffer:
1,5 M Tris 364¢
0,4 % SDS (w/v) 0,8¢g
8 mM EDTA 0,6 g
pH 8,8

ad 200 ml H,O demin.
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Sammelgelpuffer:

0,5 M Tris 12,1 g

0,4 % SDS (w/v) 0,8¢g

8 mM EDTA 0,6 g

pH 6,8

ad 200 ml H,O demin.

APS-Losung: (taglich frisch ansetzen)

10 % (w/v) Ammoniumperoxodisulfat lg

ad 10 ml H,O demin.

In einer GelgieBvorrichtung wurden gleichzeitig mehrere Gele auf einmal gegossen. In allen
Versuchen wurden 0,75 mm dicke Gele mit 10 % und 12 % Polyacrylamid (v/v) verwendet.
Fiir die Anfertigung von 30 ml Trenngellosung wurden je nach benétigter Polyacrylamid

Endkonzentration folgende Ansétze hergestellt:

Acrylamid Endkonzentration 10 % (v/v) 12 % (v/v)
PROTOGEL® Acrylamidlésung 10 ml 12 ml
Trenngelpuffer 7,5 ml 7,5 ml
H,O demin. 12,5 ml 10,5 ml

Um die Polymerisation zu starten wurden die Losungen gemischt und die folgenden

Loésungen zugegeben:

50 ul TEMED
90 ul 10 % APS-Lésung

Die Losungen wurden durch vorsichtiges Umschwenken gemischt und die Trenngele mit
einer Pipette gegossen (ca. 4/5 der Laufstrecke) und mit H,O bid. tiberschichtet. Nach der
Polymerisation des Trenngels (mind. 30 min) wurde das H,O bid. abgegossen. Fiir 12 ml

Sammelgellosung wurden die folgenden Losungen zusammengegeben:
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Acrylamid Endkonzentration 5 % (v/v)
PROTOGEL® Acrylamidlésung 2,0 ml
Sammelgelpuffer 3,2 ml
H,O demin. 6,8 ml

Die Losung wurden gemischt und zur Polymerisation die folgenden Losungen zugegeben:

24 ul TEMED
40 pl APS-Losung

Die Sammelgele wurden mit einer Pipette gegossen und die Kdmme eingesetzt. Nach der
Polymerisation wurde die Apparatur auseinander genommen, die Gele in feuchte Papiertiicher

eingeschlagen und bei 4°C gelagert. Die Haltbarkeit der Gele ist auf ca. 3 Monate begrenzt.

Gelelektrophorese

Probenpuffer:
1,25 M Tris/HCI pH 6,8 2,5 ml
SDS lg
B-Mercaptoethanol 2,5 ml
87 % Glycerin (w/v) 5,8 ml
Bromphenolblau 5 mg

ad 25 ml H,O bid.

10 x Laufpuffer:
250 mM Tris 30,0 g
1,92 M Glyzin 144,0 g
1 % SDS (w/v) 10,0 g

ad 1000 ml H,O demin.
Der pH-Wert des Laufpuffers sollte 8,3 betragen. Ist dies nicht der Fall, so ist das
Glyzin alt und der Puffer kann nicht verwendet werden. Der pH-Wert darf keines Falls
nachtréglich mit Natriumhydroxid oder Salzséure eingestellt werden, da die Salzionen

die Elektrophorese empfindlich stéren wiirden.
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Die Proteinproben wurden mit 1 Volumen Probenpuffer versetzt. Um die Proteine vollstindig
zu denaturieren wurden sie fiir 5 min auf 65°C erhitzt und mit einer Hamilton-Spritze in die
Probentaschen des Gels gegeben (max. Taschenvolumen 40 pl). In eine freie Tasche wurde
ein Molekulargewichtsstandard pipettiert. Es kamen zwei Molekulargewichtstandards zum
Einsatz. Fiir Coomassie gefirbte SDS-PAGEs wurde der ungefirbte Standard Mark 12
verwendet. Die Eichproteine hatten Molekulargewichte von 6 kDa bis 200 kDa. Die
Grofenbestimmung in der Western Blot Analyse erfolgte durch den vorgefirbten
Molekulargewichtstandard SeeBlue. Die Eichproteine hatten Molekulargewichte von 4 kDa
bis 250 kDa. Die Elektrophorese erfolgt bei 100 Volt unter stindiger Wasserkiihlung. wurde

beendet, wenn die blaue Farbbande des Probenpuffers den unteren Gelrand erreicht hatte.

Proteinfirbung mit Coomassie Blau

Férbelosung:

0,25 % Coomassie Blue R-250 1,25 ¢g

50 % techn. Methanol (v/v) 250 ml

10 % Essigsaure (v/v) 50 ml

ad 500 ml H,O demin.

Entfarbeldsung:

5 % techn. Methanol (v/v) 50 ml

10 % Essigsdure (v/v) 100 ml

ad 1000 ml H,O demin.

Das Polyacrylamidgel wurde aus der Halterung entfernt und das Sammelgel vorsichtig vom
Trenngel abgetrennt und verworfen. Das Trenngel wurde 30 min in Coomassie-Férbelosung
geschwenkt. Nicht gebundener Farbstoff wurde durch anschlieBende Inkubation in Entférber-
Losung entfernt. Die Entfarbung erfolgte iiber Nacht. Die Verteilung der Proteine und des
Standards im SDS-PAGE wurden dokumentiert. Anhand der Molekulargewichtstandards

konnten dann die Molekulargewichte der Proteine bestimmt werden.
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Trocknung der SDS-Polyacrylamidgele

Glyzerin haltige Entfarbelosung:
10 % Glyzerin (v/v)
5 % techn. Methanol (v/v)
10 % Essigséure (v/v)
ad 1000 ml H,O demin.

11,5 ml einer 87 %igen Lsg. (w/v)
50 ml
100 ml

Um die Gele zu archivieren wurden sie getrocknet. Damit die Gele nicht wihrend des

Trockenvorganges rissen wurden sie zundchst fiir 60 min in Glyzerin haltiger Entfarbelosung

inkubiert. AnschlieBend wurden die Gele zwischen zwei Blitter Zellophanpapier gelegt und

in einem Geldryer flir 120 min bei 80°C und Stufe 1 getrocknet.

4.6 Western Transfer

Anoden-Puffer 1:
300 mM Tris
20 % Methanol (v/v)
pH 10,4

Anoden-Puffer 2:
25 mM Tris
20 % Methanol (v/v)
pH 10,4

Kathodenpuffer:
25 mM Tris
40 mM Aminocarponsdure
20 % Methanol (v/v)

36,33 g
200 ml

ad 1000 ml H,O demin.

3,03 g

200 ml

ad 1000 ml H,O demin.

3,03 ¢

525¢g

200 ml
ad 1000 ml H,O demin.
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Ponceau S-Farbelosung
2 % Ponceaurot (w/v) 20¢g
3 % Trichloressigsdure (w/v) 30g
ad 100 ml H,O demin.

Nach der Auftrennung von Proteinlosungen durch Polyacrylamid-Gelelektrophorese kdnnen
Proteine mittels Western Transfer auf eine immobilisierende Membran transferiert werden.
Der Proteintransfer erfolgte von 0,75 mm dicken SDS-Polyacrylamidgelen mit Hilfe der
Transferapparatur in einem Semidry-Verfahren mit einem diskontinuierlichen Puffersystem.
Es wurden 12 Blatt GB 002 Chromatographiepapier, sowie eine Nitrocellulosemembran auf

die GroBe des Gels zugeschnitten. Der Aufbau des Western Blots von unten nach oben war:

e Graphitanode, mit H,O demin. befeuchtet

e 4 Blatt GB 002 Chromatographiepapier, in Anodenpuffer 1 equilibriert
e 2 Blatt GB 002 Chromatographiepapier, in Anodenpuffer 2 equilibriert
e 1 Nitrocellulosemembran, in H,O demin. vorgequollen

e SDS-Polyacrylamidgel mit zu transferierenden Proteinen

e 6 Blatt GB 002 Chromatographiepapier, in Kathodenpuffer equilibriert
e Graphitkathode, mit H,O demin. befeuchtet

Zwischen den Lagen auftretenden Luftblasen wurden mit einem Reagenzglas vorsichtig
heraus gewalzt. Der Blotautbau wurde mit 1 kg Gewicht gleichmafig beschwert. Der Transfer
erfolgte fiir 2 h bei einer Stromstirke von 0,9 mA/cm® Membranfliche. Damit die Gele
wiahrend des Transfers nicht quellen und die Bindefdhigkeit der Nitrocelluluosemembran
erhoht wird, enthielten die Transferpuffer jeweils 20 % Methanol (v/v). Nach dem Transfer
wurde der Blot 1 min bei Zimmertemperatur in Ponceau S-Firbelosung gefarbt. Mit H,O
demin. wurde anschlieBend die iiberschiissige Farbe weggewaschen. Die Ponceaurotfarbung
wurde gewihlt, da sie empfindlicher als es eine Coomassiefarbung des Gels ist und die
Trichloressigsdure in der Farbelosung wurde eingesetzt um die Proteine gleichzeitig auf der
Membran zu fixieren. Bei der spiteren Absittigung der Proteinbindungsstellen auf der
Membran ging die Farbung wieder verloren. Die Verteilung der Proteine des
Molekulargewichtsstandards ~ wurden mit einem  Bleistift —markiert und die
Nitrocellulosemembran bis zur immunologischen Detektion zwischen zwei Blatt GB 002

Chromatographiepapier aufbewahrt.
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4.7 Immunologische Detektion von Proteinen

10 x PBS-Puffer:

NacCl 72,0 g
Na,HPO; - 2 H,O 142 ¢
NaH,PO, - H,O 28¢g
pH 7.4

ad 1000 ml H,O demin.

Waschpuffer:
0,1 % Tween 20 (W/v) lg
10 x PBS 100 ml

ad 1000 ml H,O demin.

Blocking-Losung:
1 % Magermilchpulver (w/v) lg
ad 100 ml Waschpuffer

Die Losung wird immer frisch angesetzt und filtriert.

Die Nitrocellulosemembran wurde zur Abséttigung unspezifischer Bindungsstellen fiir 20 min
in 100 ml Blocking-Lésung inkubiert und anschlieBend dreimal fiir jeweils 7 Minuten in
50 ml Waschpuffer gewaschen. Der anti-Sphl-Antikérper (Erstantikdrper) wurde im
Verhiltnis 1:2.500 in 10 ml Blocking-Losung verdiinnt und die Membran {iber Nacht bei
Zimmertemperatur mit der Antikorperlosung inkubiert. Ungebundener Erstantikorper wurde
durch drei Waschschritte von jeweils 7 Minuten mit 50 ml Waschpuffer entfernt. Es folgte
eine zweistiindige Inkubation mit dem sekunddren, Meerrettich-Peroxidase konjugierten
Antikorper, der ebenfalls in Blocking-Losung verdiinnt wurde (1 :80.000). Nach drei
weiteren siebenminiitigen Waschschritten in PBS-Tween wurde die Nachweisreaktion
durchgefiihrt. Fiir die Nachweisreaktion wurden im Verhédltnis 1:1 beide ECL-
Nachweisreagenzien gemischt (0,125 ml/cm® Membranfliche) und die Membran unter
vorsichtigem Schiitteln 1 min inkubiert. Die Membran wurde aus dem Nachweisreagenz
entnommen und die {iiberschiissige Fliissigkeit durch 15 sec Abtropfen entfernt. Nach
Einschweiflen in eine Klarsichtfolie wurde die Membran 5 sec bis 20 min auf einem

Rontgenfilm exponiert.

112




V. Experimenteller Teil

4.8 Farbung von Proteinen auf Nitrocellulosemembranen

Amidoschwarz-Losung:

0,1 % Amidoschwarz (w/v) 0,02g
45 % Methanol (v/v) 9 ml
10 % Essigsaure (v/v) 2 ml
ad 20 ml H,O demin.

Entfarbe-Losung:

20 % Methanol (v/v) 10 ml
10 % Essigsdure (v/v) 5 ml
ad 50 ml H,O demin.

Die Amidoschwarz-Farbung von Proteinen auf Nitrocellulosemembranen nach Root und
Reisler (1989) wurde angewendet um nach einem erfolgten Chemolumineszenznachweis die
an der Nitrocellulosemembran gebundenen Proteine anzufirben. Die Membran wurde nach
dem Chemolumineszenznachweis aus der Folie entnommen und 5 min bei Zimmertemperatur
in 20 ml Amidoschwarz-Losung auf dem Schiittler inkubiert. AnschlieBend wurde die
Amidoschwarz-Losung zuriick in ein Vorratsgefdl gegossen und die Nitrocellulosemembran
wurde fir 15 min in 50 ml Entfirbe-Losung inkubiert. Die Membran wurde anschlieend
zwischen zwei Blatt GB 002 Chromatographiepapier getrocknet. Die Verteilung der Proteine

und des Molekulargewichtsstandards auf der Nitrocellulosemembran wurde dokumentiert.
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5. Zellbiologische Methoden

5.1 Agarose beschichtete Objekttriger

Um lebende H. salinarum Zellen fiir die Phasenkontrast- und Fluoreszenzmikroskopie auf
dem Objekttrager zu fixieren, wurden Objekttrager mit einer diinnen Schicht Agarose
beschichtet (Glaser et al., 1997). Trigt man eine geringe Menge einer H. salinarum
Fliissigkultur auf den Objekttrager auf und deckt die die Suspension anschlieend mit einem
Deckgldschen ab, so saugt sich die Agarose mit der Kulturfliissigkeit voll und quillt auf, so
dass die Zellen sanft an das Deckglidschen gedriickt werden. Die Zellen liegen dann alle in
einer Ebene und lassen sich besser photographisch dokumentieren.

Zunichst wurden 4 % Agarose (w/v) in H,O bid. eingewogen und in der Mikrowelle so lange
erhitzt, bis sich die Agarose vollstindig gelost hatte. Je 2 ml der noch heilen Losung wurden
vorsichtig auf einen Objekttrager aufgebracht, so dass die ganze Oberfliche gleichmiBig
bedeckt war. Der Objekttrager wurde fiir 12 h bei Zimmertemperatur getrocknet, bis das
Wasser vollstindig aus der Agaroseschicht verdunstet war. Der Objekttrager wurde

anschlielend in der Mikroskopie eingesetzt.

5.2 Fixierung von  H. salinarum  Zellen, DNA-Firbung mit
Fluoreszenzfarbstoffen und Fluoreszenzmikroskopie

Fixierungspuffer:

4 % Formaldehyd (v/v) 10,8 ml einer 37 %igen Losung (w/v)

0,1 M Na-Cacodylat 2,14 g

4,2 M NaCl 25,54 ¢

220 mM MgCl, - 6H,O 447 ¢g

40 mM MgSO, - 7H,0 0,99 ¢

pH 7

ad 100 ml H,O bid.

Waschpuffer:

10 mM Tris 0,12 ¢

20 mM MgCl, - 6H,O 041 ¢g

20 mM MgSO4 - 7H,0 0,49 g

pH 7,5

ad 100 ml H,O bid.
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Um die intrazelluldre Lokalisation des Nukleoides zu bestimmen wurden Zellen aus
H. salinarum-Kulturen im Wesentlichen wie bei Poplawski et al. (2000) beschrieben fixiert.
Die H. salinarum-Zellen wurden in Support-Medium bis zur gewiinschten Zelldichte
kultiviert. Es wurden 500 pl Kultur aus dem Kolben entnommen und die Zellen durch 5 min
Zentrifugation mit 6.000 Upm bei Zimmertemperatur sedimentiert. Die Zellen wurden in
500 pl Fixierungspuffer aufgenommen und 10 min bei 42°C fixiert. AnschlieBend wurden die
Zellen erneut sedimentiert, in Waschpuffer resuspendiert und fiir weitere 10 min bei 42°C
inkubiert. Zu den in Waschlosung vorliegenden Zelle wurden 15 pg/ml Hoechst 33342
Stammlosung gegeben. Die Farbung der DNA erfolgte fiir 20 min bei 42°C. Nach der DNA-
Farbung wurden die fixierten Zellen auf Agarose beschichtete Objekttrager aufgebracht. Die
Fluoreszenz  gefarbten = Zellen @ wurden im  Phasenkontrast  betrachtet  und
fluoreszenzmikroskopisch untersucht. Mikroskopische Bilder wurden mit einem CCD
Kamerasystem erstellt und die erhaltenen Bilder mit dem Graphikprogramm Corel Photo-

Paint Select Edition iibereinander gelegt.

5.3 Synchronisationsprozedur

Zu Beginn jeden Experiments wurden aus H. salinarum DSM 670 Dauerkulturen
Vereinzelungsausstriche auf Support-Medium Platten erstellt und so lange bei 42°C inkubiert,
bis auf der Platte sichtbare Kolonien vorhanden waren. Eine einzelne Kolonie wurde mit
einem sterilen Zahnstocher in 30 ml Support-Medium iiberfiihrt und in einem 100 ml
Erlenmeyerkolben bei 42°C und 250 Upm auf dem Schiittler inkubiert. Die H. salinarum
Kulturen wurden durch fortlaufende Verdiinnungsschritte fiir mindestens 30 Generationen in
der exponentiellen Phase inkubiert. Das Aphidicolin wurde in einer Konzentration von
30 mM in DMSO gelost. Aliquots der Losung wurden bei -80°C gelagert. Aphidicolin wurde
in einer Endkonzentration von 30 uM zu einer exponentiell wachsenden H. salinarum-Kultur
mit einer Zelldichte von 10® Zellen ml" gegeben. Die Zellen wurden kultiviert, bis die
mittlere Zellldinge ungefdhr 5 um erreicht hatte (ca. 4 h), so dass etwas weniger als das
Doppelte der Zelllinge einer unbehandelten H. salinarum-Kultur erreicht wurde. Der
Inhibitor wurde durch Zentrifugation (4.500 g, 6 min) aus dem Medium entfernt. Das
Aphidicolin haltige Medium wurde verworfen und die Zellen in einem gleichen Volumen
vorgewiarmten Mediums resuspendiert. Um das iiberschiissige Aphidicolin zu entfernen
wurden die Zellen 10 min bei 42°C und 250 Upm auf dem Schiittler inkubiert. Die Zellen

wurden erneut gewaschen (s.0.) und durchliefen anschliefend den Zellzyklus.
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6. Elektronenmikroskopische Methoden

6.1 Hochdruckgefrierung

Fiir die Elektronenmikroskopie wurden Zellen entweder in verschlossenen Zellulosekapillaren
kultiviert oder kurz vor Beginn der Hochdruckgefrierung in solche {iberfiihrt. Die
Zellulosekapillaren wurden in eine Petrischale mit 1-Hexadecen und in der Losung in ca. 2-
3 mm lange Stiicke geschnitten. Jeweils drei bis vier Kapillarstiickchen wurden zwischen
zwei kleine Aluminiumschalen von jeweils 3 mm Innendurchmesser gelegt. Dieses
»dandwich® wurde in eine Halterung eingespannt und die Hochdruckgefrierung (Miiller and
Moor, 1984; Studer et al., 1989) der in den Kapillaren enthaltenen Proben nach Hohenberg et
al., 1994 durchgefiihrt.

6.2 Gefriersubstitution

Substitutionslosung:

0,5 % Uranylacetat (w/v) 0,15¢g

2 % Glutardialdehyd (v/v) 1,2 ml einer 50 %igen Lsg. (w/v)

1 % Formaldehyd (v/v) 1,5 ml einer 20 %igen Lsg. (W/v)

ad 30 ml 99,8 % Ethanol p.a.

Epon 812:

46 % AGAR 100 Resin (Epon) (v/v) S5ml

21 % DDSA (1.Hirter) (v/v) 2,3 ml

30 % MNA (2.Harter) (v/v) 3,2 ml

2,7 % BDMA (Beschleuniger) (v/v) 0,3 ml

Biologische Priparate fiir das Elektronenmikroskop miissen diinn sein, um sie mit den stark
wechselwirkenden Elektronen durchstrahlen zu konnen. Die Kapillaren wurden deshalb in ein
spezielles Harz eingebettet. Dazu wurde das in den Proben enthaltene Wasser zunéchst gegen
Ethanol und anschlieBend gegen das Kunstharz Epon (Kushida, 1967) ausgetauscht. Die
Gefriersubstitution erfolgte in der Substitutionslosung mit dem folgenden Temperaturprofil

(Humbel and Miiller, 1986):
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9h  bei -90°C
8h ber -60°C
45h bei -30°C
I,5h bei -20°C

Alle folgenden Schritte wurden bei Zimmertemperatur durchgefiihrt. Da Epon zwar in
Aceton, jedoch nicht in Ethanol 16slich ist, wurden die Kapillaren 2-mal fiir 3 min in einer
Glaspetrischale in absolutem Aceton gewaschen und in Epon eingebettet (Luft, 1961). Dazu
wurde das Aceton in drei Schritten gegen das Kunstharz ausgetauscht. Die Kapillaren wurden
in einer Porzellanschale 6 h in Epon/Aceton (1 Teil Epon + 2 Teile Aceton) inkubiert. Uber
Nacht erfolgte eine Inkubation der Kapillaren in Epon/Aceton (2 Teile Epon + 1 Teile
Aceton). In die Vertiefungen einer Gummimatte wurde jeweils eine Kapillare und ein
beschriftetes Schildchen gelegt und beides mit absolutem Epon iiberschichtet. Die Kapillaren
wurden so fliir 2 h inkubiert. Die Polymerisationsreaktion wurde fir 48 h bei 60°C

durchgefiihrt.

6.3 Erstellen von Schnittpriaparaten

Die polymerisierten Harzblockchen wurden aus der Gummimatte herausgedriickt. Mit einer
Rasierklinge wurden zunichst die Kanten des Harzblockchens getrimmt. Das Blockchen
wurde in den Halter eines Ultramikrotoms eingespannt und mit einem Glasmesser das
Kunstharz bis 0,1 mm an die eingebettete Kapillare heran entfernt. Die ersten Diinnschnitte
der Kapillare erfolgten ebenfalls mit einem Glasmesser. Fiir das Erstellen von
Ultradiinnschnitten mit < 100 nm Dicke wurde das Glasmesser des Ultramikrotoms gegen ein

Diamantmesser ausgetauscht.

6.4 Elektronenmikroskopie

Als Objekttrager wurden runde Netzchen (Grids) aus Kupfer verwendet. Die Netzchen
wurden mit einem diinnen Kohlefilmen belegt. Dazu wurde ein Graphitstdbchen auf
elektrischem Wege erhitzt und der verdampfende Kohlenstoff bis zu einer Schichtdicke von
ca. 10nm auf eine saubere Glimmeroberfliche aufgedampft. Durch Eintauchen der

beschichteten Glimmeroberfldche in H;O bid. wurde der Kohlefilm abgeldst. Der auf der
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Wasseroberfliche schwimmende Kohlefilm wurde auf die Grids iibertragen. Die so
beschichteten Objekttrager waren hydrophob und mussten daher vor dem Aufbringen der
Proben benetzbar gemacht werden. Dies erfolgte in einer partiell evakuierten Kammer mit
zweil Elektroden, zwischen denen eine Spannung angelegt wurde die das Restgas ionisierte
und auf diese Weise eine Glimmerentladung verursachte. Dadurch wurden Ladungen auf den
Kohlefilm gebracht, der voriibergehend einen hydrophilen Charakter annahm und so die
Ultradiinnschnitte von eingebetteten und geschnittenen Proben aufnehmen konnte. Die
Schnitte wurden kurze Zeit adsorbiert und iiberschiissige Fliissigkeit mit einem Filterpapier
entfernt. Um die Zellen in der Elektronenmikroskopie erkennen zu konnen wurden die Proben
mit negativ kontrastiert. Die Negativkontrastierung mit Schwermetallsalzen ist eine einfache
und schnelle Methode der Kontrastierung. Sie erlaubt die Darstellung von Proteinen und
Proteinaggregaten mit einer Auflosung von 1,0 bis 1,5 nm. Das entspricht Proteindomédnen
von 5-15 Aminosduren. Die Proben wurden fiir 5 min mit 2 % Uranylacetat (v/v) kontrastiert.
AnschlieBend wurden Objekttragernetzchen in einen Objekthalter eingespannt und iiber eine
Schleuse in das Elektronenmikroskop eingefiihrt. Transmissionselektronenmikroskopische
Bilder wurden in einem Philips CM 12 Elektronenmikroskop bei 100 oder 120 kV und in

Verbindung mit einer Weitwinkelkamera und einem Tietz Computer erstellt.

6.5 Immunogoldmarkierung mit Silberverstirkung

10 x PBS-Puffer:

1,4 M NaCl 81,1 g
27 mM KCl 2g
15 mM KH;PO4 2g
&1 mM NaH,PO, I11,5¢

ad 1000 ml H,O demin.
Der Puffer wird autoklaviert und bei 4°C gelagert.

PBS-Glyzin-Puffer:

50 mM Glyzin 375 ¢
ad 1000 ml PBS-Puffer
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Blocking-Losung:
0,1 % CWFG (v/v) 5ul
5 % BSA (w/v) 0,25¢
ad 5 ml PBS-Puffer

Inkubationspuffer:
0,1 % acetyliertes BSA (v/v) 100 pl einer 10 %igen Lsg. (w/v)
ad 10 ml PBS-Puffer

Fixierungslosung: (tiglich frisch ansetzen)
1 % Glutardialdehyd (v/v) 0,05 ml
ad 5 ml Inkubationspuffer

Kontrastierungslosung:
2 % Uranylacetat (v/v) 0,1 ml
ad 5 ml H,O bid.

Um Proteine in Schnittpriaparaten fiir die Elektronenmikroskopie nachzuweisen wurden die
Proteine mit spezifischen Gold gekoppelten Antikdrpern markiert. Die Durchfiihrung erfolgte
nach Tommassen (1985). Alle Reaktionsschritte wurden bei Zimmertemperatur durchgefiihrt.
Die Inkubationslosungen wurden in Tropfen von jeweils ca. 100 pl auf einen Streifen
Parafilm M pipettiert und die Nickelgrids vorsichtig mit einer Pinzette auf die Losungen
gelegt. Die Schnitte wurden auf den Nickelgrids zunéchst fiir 17 min in PBS-Glyzin-Puffer
inkubiert. AnschlieBend erfolgte die Blockierung fiir 30 min. Die Schnitte wurden 3-mal fiir
3 min in Inkubationspuffer gewaschen. Mit Hilfe eines Filterpapierstreifens wurde die
Pufferlosung vorsichtig vom Grid gesogen. Der Erstantikorper wurde 1:1000 in
Inkubationspuffer verdiinnt und die Schnitte darin fiir 105 min inkubiert. Die Schnitte wurden
6-mal fiir 3 min in Inkubationspuffer gewaschen. Mit Hilfe eines Filterpapierstreifens wurde
die Pufferlosung vorsichtig vom Grid gesogen. Der Ultrasmall-Gold beladene
Zweitantikorper wurde in 1 : 20 Verdiinnung auf die Schnitte gegeben und 50 min inkubiert.
Die Schnitte wurden 6-mal fiir 3 min in Inkubationspuffer gewaschen. Anschliefend wurden
die Schnittpriparate 3-mal fiir 3 min in PBS-Puffer gewaschen. Die Proben wurden fiir 5 min

in Fixierungslosung fixiert und anschlieBend fiir 5 min in PBS-Puffer inkubiert. Die
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Schnittpridparate wurden 2-mal fiir 5 min in H>O bid. gewaschen. Die Silberverstirkung
erfolgte fir 12 min, dazu wurden die Proben mit einer Schachtel abgedeckt. Die Schnitte
wurden 6-mal fiir 2 min in H,O bid. gewaschen. Abschlieend wurden die Proben 12 min mit
Kontrastierungslosung inkubiert und 3-mal fiir 2 min in H,O bid. gewaschen. Das Grid mit
den Schnittpriparaten wurde auf ein Filterpapier gelegt und getrocknet. Die Immunogold

markierten Schnittpridparate wurden im Elektronenmikroskop untersucht.
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7.1

Material

Chemikalien, Reagenzien und Losungen:

11-DIG-dUTP

1-Hexadecen

Agarose Ultra Pure DNA Grade
Amidoschwarz 10B
Ammoniumperoxodisulfat
Ampicillin-Natrium-Salz
Antikorper, sekundér
Aphidicolin

Bacto®-Agar

Bacto”“-Hefeextrakt
Bact0®—Trypt0n

BCA Protein Assay Reagent
BigDye Terminator RR Mix
Bromphenolblau

BSA Fraktion V

CDP*

Coomassie Blue R-250

DAPI (4°, 6-Diamidino-2-Phenylindol)
Desoyxribonukleotide

DIG Luminescence Detection Kit
ECL Western Blot Detection Kit
Gene Ruler, DNA-Molekulargewichtsmarker
Gliicksklee® Magermilchpulver
Guanidiniumthiocyanat

Hoechst 33342
Hydroxyharnstoff

IPTG

Mark 12

Methylenblau

Mimosin

Roche, Mannheim

Merck, Darmstadt

Biorad, Miinchen

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Roche, Mannheim
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Serva, Heidelberg

BD, Heidelberg

BD, Heidelberg

BD, Heidelberg

Pierce, Rockford, IL, USA
Applied Biosystems, Weiterstadt
Merck, Darmstadt

Roche, Mannheim

Serva, Heidelberg

Serva, Heidelberg

Roth, Karlsruhe

Roche, Mannheim

Roche, Mannheim

Amersham Bioscience, Freiburg
MBI Fermentas, St.Leon-Rot
Nestlé, Frankfurt am Main
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Molecular Probes, Leiden, NL
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Serva, Heidelberg

Invitrogen, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
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Morpholinopropansulfonsdure
Nocodazol

Novobiocin

Orange G

PicoGreen™

Ponceaurot

PROTOGEL®™ Acrylamidlsung
Puromycin

RNA- Molekulargewichtsmarker
Roti®-Phenol, TE-gesittigt
SeeBlue, Molekulargewichtsmarker
B-Mercaptoethanol

TEMED

Tween 20

Valinomycin

X-Gal

Xylencyanol

AE, DNA-Molekulargewichtsmarker

Roth, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Molecular Probes, Leiden, NL
Merck, Darmstadt

National Diagnostic, Atlanta, USA
Roth, Karlsruhe

USB, Cleveland, USA

Roth, Karlsruhe

Invitrogen, Karlsruhe

Merck, Darmstadt

Serva, Heidelberg

Merck, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Roth, Karlsruhe

Merck, Darmstadt

MBI Fermentas, St.Leon-Rot

Alle weiteren Chemikalien (Reinheitsgrad, zur Analyse) wurden von Sigma-Aldrich,

Taufkirchen; Merck, Darmstadt oder Roth, Karsruhe bezogen.

7.2

Enzyme:

Alkalische Schrimps Phosphatase
Pfu-Polymerase

RNase A

T4-DNA-Ligase

USB Corp., Bad Homburg
Stratagene, Leiden, NL
Sigma-Aldrich, Taufkirchen

Roche, Mannheim

Die in dieser Arbeit verwendeten Restriktionsendonukleasen wurden bei MBI Fermentas,

St.Leon-Rot erworben.

7.3

Plasmide:

pPCR-Script, pBluescript II-Vektor

Stratagene, Leiden, NL
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7.4

7.5

pQE-30
pSDR'/6-Sphl
pSK+, pBluescript II-Vektor

Membranen, Filter und Kits:

Chelating Fast Flow Sepharose
Chromatographiepapier GB 002
Chromatographiepapier GB 004
Dialysemembran White VSWP
Jetstar Maxi-Kit
Nirocellulosemembran Hybond NX
Nitrocellulosemembran Protran BA 85
Qiabrane, ungeladene Nylonmembran
Qiaquick Gel Extraktion Kit
Sterilfilter; 0,22 um Porengrof3e
Sterilfilter; 0,45 pm PorengrofRe

Gerate:

2117 Multiphor II Electrophoresis Unit
2301 Macrodrive 1 Power Supply
CCD Kamerasystem Zeiss Axiocam
CM 12 Elektronenmikroskop
ELISA-Reader

Flachbettschiittler

Gatan TV 673 Weitwinkelkamera
Geldryer

Gene Pulser

Hybridisierungsofen Compact Line OV4
Klett-Photometer 800-3

Sorvall RC 5C plus, Zentrifuge
Spectrophotometer U-1100

Qiagen, Hilden
Ruepp et al., 1998
Stratagene, Leiden, NL

Amersham Bioscience, Freiburg
Schleicher & Schiill, Dassel
Schleicher & Schiill, Dassel
Millipore, Eschborn

Genomed, Bad Oeynhausen
Amersham Bioscience, Freiburg
Schleicher & Schiill, Dassel
Qiagen, Hilden

Qiagen, Hilden

Millipore, Eschborn

Millipore, Eschborn

LKB Bromma

LKB Bromma

Carl Zeiss, Jena

Philips, Hamburg

Molecular Devices, [smaning

New Brunswick, Niirtingen

Gatan, Miinchen

Biorad, Miinchen

Biorad, Miinchen

Biometra, Gottingen

Mantostat Corp., USA

Kendro, Hanau

Hitachi Ltd., Tokio, Japan
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Stratalinker 1800 Stratagene, Leiden, NL
Thermocycler GeneAmp PCR System 2400 Applied Biosystems, Weiterstadt
Tietz Computer Tietz, Miinchen

Tischzentrifuge Labofuge pico Heraeus Instruments, Hanau
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