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. Zusammenfassung

. ZUSAMMENFASSUNG

Im Rahmen dieser Arbeit wurden ausgewahlte 5’- und 3’-untranslatierte Regionen
(UTRs) von mRNAs aus H. volcanii bestimmt. Dieses Datenset wurde verwendet
um (1) haloarchaeale UTRs zu charakterisieren, (2) Konsensuselemente fur die
Transkrikptionsinitiation und -termination zu verifizieren und (3) den Einfluss
haloarchaealer UTRs auf die Initiation und Regulation der Translation zu
untersuchen.

Es konnte gezeigt werden, dass alle untersuchten Transkripte nichtprozessierte
3’-UTRs mit einer durchschnittlichen Lange von 45 Nukleotiden besitzen. Dartber
hinaus konnte ein putatives Transkriptionsterminationssignal bestehend aus
einem pentaU-Motiv mit vorausgehender Haarnadelstruktur identifiziert werden.
Die Analysen der Regionen stromaufwarts der experimentell bestimmten
Transkriptionsstarts fuhrten zur ldentifizierung dreier konservierter Promotor
Elemente: Der TATA-Box, dem BRE-Element und einem neuen Element an
Position -10/-11. Uberraschenderweise bestand die TATA-Box nur aus vier
konservierten Nukleotiden.

Die Untersuchung der UTRs ergab, dass die grof3te Anteil der haloarchaealen
Transkripte keine 5-UTR besitzt. Falls eine 5-UTR vorhanden ist, besitzen
unerwarteterweise nur 15% der 5-UTRs aus H. volcanii eine Shine-Dalgarno-
Sequenz (SD-Sequenz). Es konnte jedoch gezeigt werden, dass verschiedene
native und artifizielle 5’-UTRs ohne SD-Sequenz sehr effizient in vivo translatiert
werden. AufRerdem hat die Sekundarstruktur der 5-UTR und die Position
struktureller Elemente offenbar einen entscheidenden Einfluss auf die
Translatierbarkeit von Transkripten. Die Insertion von Strukturelementen nahe
des Startkodons fuhrte zu einer vollkommenen Repression der Translation,
wahrend die proximale Insertion des Motivs an das 5-Ende der 5-UTR keinen
Einfluss auf die Translationsseffizienz hatte. Zusammenfassend kann sowohl der
eukaryotische Scanning-Mechanismus als auch die bakterielle Initiation der
Translation Uber die SD-Sequenz fur haloarchaeale Transkripte mit 5’-UTR ohne
SD-Sequenz ausgeschlossen werden. Die im Rahmen dieser Arbeit

durchgefiihrten  Untersuchungen  bilden die Grundlage fur weitere




. Zusammenfassung

Untersuchungen zur Identifizierung eines entsprechenden dritten Mechanismus
zur Initiation der Translation in H. volcanii.

Eine aktuelle Studie zur globalen Analyse der Translationsregulation zeigte, dass
der Anteil translational regulierter Gene in H. volcanii genauso hoch ist wie bei
Eukaryoten (Lange et al., 2007). Um die Rolle haloarchaealer UTRs bei der
Regulation der Translation zu charakterisieren, wurden die UTRs zweier
ausgewahlter translationsregulierter Gene untersucht. Es stellte sich heraus, dass
nur die Anwesenheit beider UTRs, 5’- und 3’-UTR, zu einer Wachstumsphasen-
abhéngigen Regulation der Translation fuhrt. Dabei hat die 3'-UTR allein keinen
Einfluss auf die Translationseffizienz, wahrend die 5-UTR die
Translationseffizienz in beiden Wachstumsphasen reduziert. Es zeigte sich
auBerdem, dass die 3-UTR fur die ,Richtung® der Regulation auf
Translationsebene  verantwortlich ist und putative  Strukturelemente
moglicherweise in den Regulationsmechanismus involviert sind.
Zusammengefasst ergibt sich folgendes Modell der Translationsregulation in H.
volcanii: Strukturierte 5’-UTRs fuhren zu einer Herabsetzung der konstitutiven
Translationseffizienz. Dies kann differentiell durch regulatorische Faktoren
kompensiert werden, welche spezifische Elemente der 3'-UTR binden.

Sowohl natirliche als auch artifizielle Aptamere und allosterische Ribozyme
stellen effektive Werkzeuge zur exogen kontrollierten Genexpression dar. Daher
wurde die Anwendbarkeit eines Tetracyclin-induzierbaren Aptamers und eines
konstitutiven Hammerhead-Ribozyms in H. volcanii untersucht. Es stellte sich
allerdings heraus, dass das Aptamer bereits ohne Tetracyclin starke
inhibitorische  Sekundarstrukturen  ausbildet. Als  Alternative  wurden
Reportergenfusionen mit einem selbstspaltenden Hammerhead-Ribozym
konstruiert. Die selbstspaltende Aktivitdt des Hammerhead-Ribozyms in H.
volcanii konnte erfolgreich in vivo demonstriert werden, was die Grundlage zur
Entwicklung konditionaler Expressionssysteme basierend auf dem Hammerhead-

Ribozym in H. volcanii bildet.
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[I. EINLEITUNG

1. Archaea

1.1 Die dritte Domane des Lebens: Die Archaea

Alle Lebewesen dieser Erde lassen sich in eine der drei Domé&nen Bacteria,
Archaea oder Eucarya einordnen. Nachdem die Archaea zunéchst nach der
klassischen Taxonomie den Bakterien zugeordnet wurden, bilden diese heute
aufgrund der von Woese durchgefihrten 16S und 18S rRNA-Analysen
phylogenetisch eine eigenstandige dritte Doméane des Lebens (Abbildungl;
Woese & Fox, 1977).

Thermotoga Bacteria

Aquifex

Uncultured archaea Korarchaeota
‘

;. Nanocarchasum Nanoarchaeota
Pyre

Aeropyrum

cuium Crenarchaeota

Sulfolobus

Euryarchaeota

Archaea

Abbildung 1: Phylogenetischer
Stammbaum
Phylogenetischer Stammbaum nach
Sequenzanalysen der 16S und 18S
Eukarya rRNA. Gestrichelte Linien stellen
unsichere Positionen der Phyla im
rRNA Stammbaum dar (Allers &
Mevarech, 2005; Woese & Fox,
1977).

Der rRNA Stammbaum zeigt, dass die Domane der Archaea aus verschiedenen
Phyla besteht. Die Euryarchaeota mit ihren methanogenen, halophilen,
thermophilen und psychrophilen Mitgliedern stellen die diverseste Gruppe dar.
Einige Mitglieder der Crenarchaeota sind hyperthermophil oder psychrophil.
Nanoarchaeum equitans ist der einzig bekannte Vertreter der Nanoarchaea und

Korarchaeota sind nur durch DNA Sequenzanalysen aus der Umwelt bekannt,
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kultivierte Isolate gibt es bisher nicht (Barns et al., 1996; Reysenbach et al.,
2000).

Die monophyletischen Archaea zeichnen sich durch Eigenschaften aus, die sie
mit den beiden anderen Domanen des Lebens teilen. Dennoch besitzen sie auch
einige fur die Doméane der Archaea charakteristische Eigenschaften wie z.B. ihre
Zellmembranen und Zellwéande (De Rosa et al., 1986; Kandler & Konig, 1998; van
de Vossenberg et al., 1998), als auch bestimmte Proteine, die an verschiedenen
zellularen Prozessen beteiligt sind (Amend & Shock, 2001; Makarova & Koonin,
2003; Roesser & Muller, 2001; Schafer et al., 1999). In einer Reihe von
informationsverarbeitenden Prozessen wie Replikation, Transkription und
Translation sind die beteiligten archaealen Proteine den eukaryotischen
Homologen bedeutend &hnlicher als den bakteriellen (Bell & Jackson, 2001;
Dennis, 1997; Grabowski & Kelman, 2003; Huet et al., 1983; Matsunaga et al.,
2001). Genomische Organisation und zentraler Metabolismus der Archaea zeigen
allerdings eher bakteriellen Charakter (Rivera et al., 1998).

Archaea sind weiter verbreitet als urspriinglich angenommen und machen mehr
als 20% der gesamten Biomasse aus (DeLong & Pace, 2001). Zahlreiche
Archaea sind aulRerdem an die Besiedlung extremer Habitate wie Salzseen,
heiRe Quellen und die Tiefsee spezialisiert.

1.2 Haloarchaea als archaeale Modellorganismen

Haloarchaea sind an Hochsalzbedingungen wie hypersaline Salzseen oder das
Tote Meer, in denen Salzkonzentrationen im molaren Bereich bis zur Sattigung
vorliegen, angepasst. Extrem halophile und halotolerante Vertreter existieren in
allen Domanen des Lebens. Hier sind die Eukaryoten fast ausschliel3lich durch
verschiedene Arten der Grinalge Dunaniella vertreten (Elevi Bardavid et al.,
2008). Halophile Bakterien findet man unter den y-Proteobakterien, den
Cyanobakterien und einigen gram-positiven Bakterien. Mit wenigen Ausnahmen
sind Bakterien eher halotolerant (Madigan & Oren, 1999). Neben der Familie der
Halobacteriaceae die ausschlie3lich aus halophilen Vertretern besteht, gibt es
auch unter den methanogenen Archaea einige halophile Mitglieder.

Als Uberlebensstrategie akkumulieren extrem halophile Archaea bis zu 4 M KCI
und 1 M NacCl in der Zelle (Christian & Waltho, 1962). Proteine extrem halophiler
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Organismen benotigen diese hohen Salzkonzentrationen zur Stabilisierung und
fur ihre Aktivitat. Die Haloadaptation von Proteinen resultiert aus dem verstarkten
Einbau saurer Aminosaurereste an der Oberflache, die wiederum hydratisierte
lonen binden. Bei Salzkonzentrationen unter 0,5-1 M kommt es meistens zur
Entfaltung dieser Proteine (Wright et al., 2002).

Der halophile Modellorganismus Haloferax volcanii eignet sich hervorragend zur
Studie der archaealen Biologie. Die komplette Genomsequenz ist bekannt
(Genome Bioinformatics Group of ucC Santa Cruz unter
http://archaea.ucsc.edu/cgi-bin/hgGateway?db=haloVolcl und H. volcanii
Genome Website unter http://zdna2.umbi.umd.edu/~haloweb/hvo.html), was in
silico Analysen charakteristischer Eigenschaften ermdglicht. Fir diesen
Organismus sind auf3erdem Transkriptom, Translatom und Proteom Analysen
etabliert (Karadzic & Maupin-Furlow, 2005; Lange et al., 2007; Zaigler et al.,
2003). AulRerdem stehen eine Reihe genetischer Methoden zur chromosomalen
Deletion bzw. Mutation von Genen zur Verfigung (Bitan-Banin et al., 2003), und
Shuttle Plasmide sind vorhanden (Danner & Soppa, 1996). Zahlreiche
biochemische, zellbiologische, genetische und strukturbiologische Methoden
wurden zur Anwendung entsprechend der hohen physiologischen
Salzkonzentrationen des haloarchaealen Cytoplasmas optimiert.

2. Archaeale Transkription

Zillig und Kollegen konnten 1980 zeigen, dass das informationsverarbeitende
System der Archaea ahnlich zu dem der Eukaryoten ist (Huet et al., 1983). So
besitzen Archaea sowohl eine RNA-Polymerase, die homolog zur eukaryotischen
RNA-Polymerase |l ist, als auch basale Promotorelemente, die eher
eukaryotischen Polymerase Il Promotoren ahneln, und sich von den bakteriellen
Promotoren unterscheiden (Bell & Jackson, 2001; Reiter et al., 1988a). Fur die
Promotorerkennung und die Rekrutierung der archaealen Polymerase sind die
basalen Transkriptionsfaktoren TBP (TATA box binding protein) und TFB
(Transcription factor B) verantwortlich (Bell & Jackson, 2001). Dennoch ist die

archaeale Transkriptionsmaschinerie sehr viel simpler als das eukaryotische
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System, und stellt daher ein geeignetes Modellsystem fir Transkriptionsanalysen
dar.

Uberraschenderweise zeigten Genomanalysen, dass Archaea auch eine Reihe
an Homologen zu bakteriellen Transkriptionsregulatoren besitzen (Aravind &
Koonin, 1999). Tatsachlich konnten bereits in Archaeoglobus fulgidus und
Methanococcus maripaludes Repressoren in vivo studiert werden, die an
Operatoren nahe des Promotors binden und direkt mit der Initiation der
Transkription interferieren (Bell et al., 1999a; Cohen-Kupiec et al., 1997). Viele
Archaea besitzen multiple TBP- und TFB-Isoformen, die moglicherweise
Funktionen bei der Transkriptionsregulation einnehmen kodnnen. So st
beispielsweise die Expression eines tfb-Gens als Antwort auf einen Hitze Schock
in H. volcanii induziert (Thompson et al., 1999). Die Aktivierung der Gasvesikel
Synthese in H. salinarum erfolgt durch Bindung des Regulators GvpE
stromaufwaérts der TATA-Box, was vermutlich zu einer direkten Interaktion mit der
basalen Transkriptionsmaschinerie fuhrt (Hofacker et al., 2004). GvpE ahnelt
allerdings wiederum einem basischen Leucin Zipper Protein, einem Motiv, das
haufig bei eukaryotischen Regulatoren vorkommt.

Wahrend der Mechanismus der Initiation der Transkription gut beschrieben ist
(Bartlett, 2005; Bell et al., 2001; Geiduschek & Ouhammouch, 2005; Soppa,
2001), ist Uber die Termination der Transkription in Archaea nur wenig bekannt.
Bisherige Ergebnisse implizieren, dass oligo-U oder oligo-Pyrimidin Motive in die
Termination der Transkription involviert sind (Reiter et al., 1988b; Santangelo &
Reeve, 2006; Spitalny & Thomm, 2008; Wich et al., 1986). Allerdings scheint die
Termination der Transkription in Archaea komplizierter zu sein, als bisher
angenommen wurde und ein schlissiger Mechanismus konnte bis jetzt nicht

gefunden werden (Santangelo & Reeve, 2006).

3.Translation

3.1 Die Proteinbiosynthese in Archaea
Unter Translation versteht man die Synthese von Proteinen anhand ihrer mRNA

Sequenz. Die Proteinbiosynthese gliedert sich in drei Abschnitte: Die Initiation der
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Translation ist der erste und geschwindigkeitsbestimmende Schritt der
Translation. Die Initiation der Translation umfasst die Anlagerung der ribosomalen
Untereinheiten und das Binden der Methionin-beladenen Initiator-tRNA am
translationalen Startkodon. Die Elongation besteht aus der geordneten
VerknUpfung von Aminoséauren, bis eines von drei translationalen Stopkodons
(UAG, UAA oder UGA) erreicht wird. Hier wird der dritte Schritt der Translation,
die Termination, eingeleitet. Fur alle Schritte der Translation werden diverse
Hilfsfaktoren bendotigt.

Die Translation in Archaea besitzt, wie die Transkription, eher eukaryotischen
Charakter, einige Merkmale sind allerdings eindeutig prokaryotischer Natur
(Tabelle 1; Dennis & Omer, 2005). In Archaea existieren mehrere
Translationsinitiationsfaktoren (alFs) mit Homologien zu eukaryotischen

Initiationsfaktoren (elFs), wahrend in Bakterien nur drei benétigt werden.

Tabelle 1: Vergleich der Translation zwischen Archa  ea, Bakterien und Eukaryoten

Bacteria Eucarya Archaea
Ribosom 70S 80S 70S
Initiationsfaktoren 3 Initiationsfaktoren >10 Initiationsfaktoren >10 Initiationsfaktoren
Start-Aminosaure bei der Formyl-Methionin Methionin Methionin
Translation
mMRNA monocistronisch/ monocistronisch polycistronisch/
polycistronisch monocistronisch
RNA-Erkennungselement SD-Sequenz CAP-Struktur (Scanning); IRES ?
Organisation Transkription/Translation Transkription/Translation Transkription/TransIation )
Transkription/Translation gekoppelt getrennt gekoppelt in T. kodakarensis

Die Initiation der Translation in Archaea und Eukaryoten erfolgt tiber Methionin-
beladene tRNAs, wahrend Bakterien N-formyl-Methionin verwenden. Anders als
bei Eukaryoten existieren in Archaea und Bakterien polycistronische mRNAs, und
fir einige Archaea konnte die Initiation der Translation Uber eine purinreiche
Shine-Dalgarno-Sequenz (SD-Sequenz) in der 5-UTR nachgewiesen werden.
Ein weiteres bakterielles Merkmal ist die Kopplung von Transkription und
Translation. Durch elektronenmikroskopische Aufnahmen konnte fur das

hyperthermophile Archaeon Thermococcus kodakaraensis eine mit der
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Transkription gekoppelte Translation nachgewiesen werden (French et al., 2007).
Es ist noch unklar, inwiefern dieser Mechanismus auf andere Vertreter der
Archaea Ubertragbar ist.

3.2 Die Initiation der Translation in Archaea

Bisher konnten in Eu- und Prokaryoten zwei verschiedene Mechanismen der
Initiation der Translation identifiziert werden. Die bakterielle Initiation der
Translation basiert auf einer Interaktion der purinreichen Shine-Dalgarno (SD)
Sequenz, die einige Nukleotide stromaufwérts der kodierenden Region lokalisiert
ist, mit dem 3’-Ende der 16S rRNA (Kozak, 1983; Kozak, 1999; Shine &
Dalgarno, 1974). Der Abstand der SD-Sequenz zum Startkodon kann bei E. coli
zwischen 9-13 Nukleotide variieren (Chen et al, 1994). Die ribosomale
Erkennung des Translationsstartes wird bei Bakterien durch die monomeren
akzessorischen Faktoren IF1, IF2 und IF3 unterstutzt (Gualerzi & Pon, 1990).

In Eukaryoten wiederum existiert ein komplexer Scanning-Mechanismus, der am
5-Ende der RNA startet. Hier unterliegt die mRNA/Ribosomerkennung keiner
direkten Interaktion zwischen rRNA und mRNA und benétigt die Unterstiitzung
von mehr als zehn akzessorischen Faktoren (Tabelle 2). Das eukaryotische
Modell der Translationsinitiation beschreibt die Bindung der 40S ribosomalen
Untereinheit an das 5-Ende der mRNA, die mit einer CAP-Struktur versehen ist.
Nach der Bindung scannt die 40S ribosomale Untereinheit die mRNA in 3'-
Richtung, bis das korrekte Initiationskodon erreicht ist (Kozak, 1989b; Kozak,
1999; Kozak, 2002). Der Anteil der UTRs mit stromaufwaérts lokalisierten AUGs
betragt abhangig vom Organismus 15% bis 50% (Mignone et al., 2002), wobei
nicht immer das erste AUG Kodon als tatsachliches Startkodon fungiert. Es
konnte gezeigt werden, dass die flankierenden Regionen des Startkodons eine
Konsensussequenz aufweisen. Es ist anzunehmen, dass die flankierende Region
des AUG Kodons, eine Rolle bei der Effizienz zur Erkennung dieses Kodons
spielt (Mignone et al., 2002). Eine zweite Option ist das Leaky Scanning, das die
Kodierung mehrerer Proteine durch eine mRNA ermdglicht (Racine et al., 2007).
Nur mit Hilfe interner Ribosom Bindestellen (IRES) ist eine CAP-unabhéangige
Translation moglich (Hellen & Sarnow, 2001; Jackson, 2005). Bisher wurden

mindestens 85 zellulare (Ratte, Mensch, Drosophila, Maus, Hefe, Pflanze, Maus)
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und 39 virale (u. a. Dicistroviridae, Picornaviridae) IRESes identifiziert (Baird et
al., 2006). Man nimmt an, dass 10% des menschlichen Transkriptoms IRES-
Elemente besitzt (Graber et al., 2006). IRESes sind oft in den 5-UTRs von
MRNAs lokalisiert und erlauben die direkte Bindung des Ribosoms an das
korrekte Startkodon ohne Scanning vom 5’-Ende. IRESes werden in der Regel
bei mRNAs gefunden, die unter Stress-induzierten Bedingungen exprimiert
werden (z.B. Apoptose oder Hitzeschock; Graber & Holcik, 2007; Vazquez-
Pianzola et al., 2007). Unter diesen Bedingungen ist die CAP-abhangige
Translation héaufig reprimiert.

Sowohl in Bakterien, als auch in eukaryotischen Mitochondrien konnten mRNAs
ohne 5’-UTR identifiziert werden (Jones et al., 2008; Weiner et al., 2000). Man
nimmt an, dass die Initiation dieser mRNAs durch die direkte Bindung
undissoziierter Ribosomen und der Initiator-tRNA erfolgt (Andreev et al., 2006;
Moll et al., 2004).

Nach der Sequenzierung des ersten kompletten archaealen Genoms konnten
verschiedene Gene identifiziert werden, die Homologe zu eukaryotischen
Translationsinitiationsfaktoren kodieren (Bell & Jackson, 1998; Dennis, 1997).
Mittlerweile konnten in archaealen Genomen mehr als 21 putative
Initiationsfaktoren gefunden werden (Tabelle 2). Das dem bakteriellen IF1
ahnliche Protein, elF1A stimuliert die Bindung der met-tRNAi an die P-Stelle des
Ribosoms (Chaudhuri et al., 1997), und unterstitzt mit elF1 das Scanning des
Ribosoms und die Erkennung des korrekten Startkodons (Pestova et al., 1998).
Sowohl fir IF1 und IF2 (Boileau et al., 1983), als auch fur die eukaryotischen
Homologe elF1A und elF5B (Choi et al., 2000; Marintchev et al., 2003) konnte
eine direkte Interaktion nachgewiesen werden. Es wird angenommen, dass
dieser universelle IF1/IF-2 Komplex die ribosomale A-Stelle des Ribosoms
besetzt, um die korrekte Bindung der Initiator-tRNA an der P-Stelle zu stimulieren
und die Anlagerung der grof3en ribosomalen Untereinheit zu unterstitzen (Roll-
Mecak et al., 2001). In vitro Experimente zeigten, dass rekombinantes alF1A aus
Sulfolobus solfataricus die Aktivitat von alF2 zur Bindung der met-tRNAi an die
P-Stelle des Ribosoms verstarkt, was eine Interaktion beider Proteine impliziert
(Londei, 2005).
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Tabelle 2: Initiationsfaktoren der Translation in d en drei Doméanen des Lebens
(Lomakin et al., 2006; Londei, 2005; Sonenberg & Hinnebusch, 2007)

Bacteria Eucarya Archaea
IF1 elF1A alF1A
g Stimuliert IF2 Unterstiitzt Scanning Funktion unbekannt
S
] IF2 elF5B alF2
g L‘E Bindet f-met tRNAI Unterstitzt Assoziation der Untereinheiten  Unterstutzt tRNAi/Ribosom Bindung
oo
=2 % YCiH (nur in einigen Phyla) elF1/SuUll aSull
5 S Fidelity Faktor Fidelity Faktor Funktion unbekannt
[}
2 EFp elF5A alF5A
g Stimuliert die erste Peptidbindung  Stimuliert die erste Peptidbindung Funktion unbekannt
IF3 elF1 alF1
Fidelity Faktor Fidelity Faktor Fidelity Faktor

elF4F (Trimer)
Bindet Cap, entwindet RNA

elF4E
Bindet Cap

elF4G
Scaffold Protein

elF4A
DEAD Box Helikase

elF3 (Octamer)
Interagiert mit elF4F und dem Ribosom

Doménen spezifische Faktoren

elF2 (Trimer) a/elF2 (Trimer)

Bindet met-tRNAI Bindet met-tRNAi

elF2B (Pentamer) nur Untereinheiten a, B, 5,
Guanin Nukleotid Austausch Faktor Funktion unbekannt

elF5

GTPase von elF2

elF6 alF6
Verhindert Assoziation der ribosomalen Funktion unbekannt
Untereinheiten

Bei Eukaryoten spielt der Initiationsfaktor SUI eine wichtige Rolle fur die
Erkennung des korrekten Initiationskodons. Fur Archaea konnte flr aSUI bisher
nur eine Bindung der kleinen ribosomalen Untereinheit wahrend Initiations- und
Elongationsphase nachgewiesen werden (Londei, 2005). Der universelle Faktor
IF5A stimuliert in Bakterien und Eukaryoten die Bildung der ersten Peptidbindung.
Das ay-Dimer von a/elF2 ist notwendig und ausreichend zur Bindung der met-
tRNAI wahrend des Initiationsprozesses und daher kann angenommen werden,
dass dieses den Initiator tRNA Bindungsfaktor in Archaea darstellt (Londei,
2005). Die Funktion der archaealen Homologe zu elF2B und alF6 ist bisher

ungeklart.
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Die ersten Sequenzbestimmungen archaealer Transkripte ergaben, dass nicht
alle archaealen mRNAs mit einer 5’-UTR ausgestattet sind (Betlach et al., 1984;
Blanck & Oesterhelt, 1987; Dunn et al.,, 1981). Erst als im Rahmen einer
bioinformatischen Studie 144 Gene des Archaeons Sulfolobus solfataricus
untersucht wurden, kam die Theorie auf, dass in Archaea mindestens zwei
verschiedene Translationsmechanismen parallel existieren. Die Ergebnisse
dieser Studie implizierten, dass distale Gene in Operons eine SD-Sequenz
besitzen, wahrend monocistronische und proximale Gene in Operons keine 5’-
UTR besitzen und daher ein alternativer Mechanismus zur Initiation der
Translation existieren muss (Tolstrup et al., 2000). Eine experimentelle
Bestimmung der 5-Enden von 10 Transkripten aus Pyrobaculum aerophilum
unterstitzte diese Annahme. Keines der Transkripte besall eine 5’-UTR und eine
begleitende Genomanalyse zeigte, dass die meisten, aber nicht alle
monocistronischen und proximalen Gene in Operons keine 5-UTR besitzen und
der Anteil von mRNAs ohne 5-UTR in haloarchaealen Genomen bei 30% liegt
(Slupska et al., 2001; Torarinsson et al., 2005). Bioinformatische Analysen 18
archaealer Genome fuhrten zu der Annahme, dass P. aerophilum keine
Ausnahme darstellt. Fir neun der untersuchten Spezies (Archaeoglobus fulgidus,
Thermoplasma acidophilum, Thermoplasma volcanium, S. solfataricus,
Sulfolobus tokodaii, Sulfolobus acidocaldarius, Pyrobaculum aerophilum,
Nanoarchaeum equitans, Halobacterium sp. NRC-1) fihrte die Analyse zu der
Vorhersage, dass diese auch einen hohen Anteil (31%-74%) an Transkripten
ohne 5-UTR zu besitzen (Torarinsson et al., 2005). In zwei Studien konnte
experimentell bewiesen werden, dass Transkripte trotz fehlender 5-UTR effizient
translatiert werden konnen. Mit Hilfe eines in vitro Translationssystems konnte fur
S. solfataricus gezeigt werden, dass durch eine Mutation der SD-Sequenz die
Translation vollstdndig inhibiert wurde. Die Deletion der nativen 5’-UTR hingegen
stellte die Translationseffizienz zum groéf3ten Teil wieder her (Condo et al., 1999).
Mit einem in vivo System fur H. volcanii konnte gezeigt werden, dass die Mutation
der nativen SD-Sequenz die Translationseffizienz signifikant reduzierte, eine
Deletion der 5’-UTR hingegen die Proteinkonzentration mehr als 10-fach steigerte
(Sartorius-Neef & Pfeifer, 2004). Man nimmt an, dass die Initiation der

Translation bei Transkripten ohne 5-UTR einen sehr alten und konservierten
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Mechanismus darstellt, da mMRNAs ohne 5-UTR unabhangig von ihrer Herkunft
mit bakteriellen, archaealen und eukaryotischen Systemen translatiert werden
kénnen (Grill et al., 2000). In E. coli konnte gezeigt werden, dass die Translation
von mMRNAs ohne 5-UTR durch einen Komplex aus 70S ribosomaler
Untereinheit, met-tRNAi und IF2-GTP durch Kodon/Antikodon Wechselwirkung
initiiert wird (Moll et al., 2004).

Die Tatsache, dass sich die Interaktionen der ribosomalen 30S Untereinheit und
des Transkripts fur Transkripte mit 5-UTR und SD-Sequenz von Transkripten
ohne 5-UTR unterscheiden, verstarkt die Annahme, dass in Archaea mindestens
zwei Mechanismen zur Initiation der Translation parallel existieren (Benelli et al.,
2003).

3.3 Regulation der Translation

Ein grolRer Bedarf besteht in der Untersuchung der regulierten Translation auf
Ebene der System-Biologie, um Netzwerke der Translationskontrolle und
sogenannte ,RNA Operons” aufzudecken. Vor Kurzem konnte gezeigt werden,
dass die Expression spezifischer ,RNA Operons” koordiniert auf Ebene der
Translation reguliert wird (Keene, 2007). In Hefe erfolgt eine koordinierte
Kontrolle der Genexpression funktionell verwandter mRNAs durch die Familie der
Puf-Proteine. Diese RNA bindenden Proteine kontrollieren dabei die
Lokalisierung, Translation und Stabilitdit von mRNAs (Gerber et al., 2004).

Die Regulation der Translation ist ein kritischer homdostatischer Mechanismus,
der der Zelle eine rapide Anpassung an ihre intra- und extrazellulare Umwelt
erlaubt. Fehler bei der globalen oder mRNA-spezifischen Translation konnten mit
Krankheiten in Verbindung gebracht werden (Bilanges & Stokoe, 2007;
Sonenberg & Hinnebusch, 2007). So verursacht z.B. eine Mutation von FMRP,
einem Protein, dass die Translation eines bestimmten RNA-Sets reguliert, das
Fragile X Syndrom (Zalfa et al., 2006). Meistens erfolgt die Regulation der
Translation auf Ebene der Initiation, da dies der geschwindigkeitsbestimmende
Schritt der Proteinbiosynthese ist. Globale Analysen translationsregulierter Gene
wurden bisher nur mit drei eukaryotischen Spezies durchgefihrt: Saccharomyces
cerevisiae, Arabidopsis thaliana und humanen Zelllinien (Kawaguchi et al., 2004;
Kawaguchi & Bailey-Serres, 2005; Mikulits et al., 2000; Nicolai et al., 2006). In
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allen Studien konnten translationsregulierte Gene identifiziert werden, deren
Anteile von 1% bis 25% variierten. Nur wenig ist bisher Gber die Regulation der
Translation in Archaea bekannt. Eine aktuelle globale Analyse der translationalen
Regulation der haloarchaealen Modellorganismen H. volcanii und Halobacterium
salinarum ergab, dass 20% der Gene aus H. salinarum und 6% der Gene aus H.
volcanii wachstumsphasen-abhéangig differentiell translatiert werden (Lange et al.,
2007).

Globale Requlation der Translation durch Translationsinitiationsfaktoren

Die globale Regulation der Translation wird haufig durch Phosphorylierung oder
Proteolyse genereller translationaler Initiationsfaktoren kontrolliert. Ein bekanntes
Beispiel ist die Phosphorylierung des eukaryotischen Initiationsfaktors elF2. Die
Phosphorylierung des Initiationsfaktors an Ser51 der a-Untereinheit konvertiert
elF-GDP in einen kompetetiven Inhibitor zu elF2B, dem Nukleotid-
Austauschfaktor (Tabelle 2). Dies verhindert die Bildung des terndren Komplexes
aus elF2-GTP-tRNAI zur Initiation der Translation (Sonenberg & Hinnebusch,
2007). In vitro Studien demonstrierten dass alF2 aus dem Archaeon Pyrococcus
horikoshoo phosphoryliert werden kdnnte (Tahara et al., 2004). Daher ist zu
vermuten, dass auch in Archaea eine globale Regulation der Translation durch

alF2 existiert.

RNA bindende Proteine als Reqgulatoren der Translation

Die mRNA-spezifische Regulation der Translation kann durch Proteine kontrolliert
werden, die spezifische Sequenzelemente in den 5- oder 3-UTRs des
Zieltranskripts  erkennen. Diese Sequenzmotive kénnen von kurzen
Primarsequenzen bis hin zu spezifischen Sekundarstrukturen reichen.

Der eukaryotische Regulator IRP (Iron Regulatory Protein) erkennt unter
niedrigen Eisen-Bedingungen spezifische Sekundarstrukturen (IREs, Iron
response elements) in den 3’- oder 5’-UTRs von mRNAs, die fur Gene der Eisen
Homd@ostase kodieren (Wallander et al., 2006). Durch die Bindung von IRP an
das 5-IRE der ferritin-mRNA wird die Rekrutierung des 43S Initiationskomplexes
und somit die Initiation der Translation sterisch verhindert (Muckenthaler et al.,
1998).

13



Il. Einleitung

Die Regulation der Translation durch 3’-UTR bindende Proteine ist weit verbreitet
und spielt eine grol3e Rolle bei der Differenzierung und anderen Prozessen. In
Xenopus oocytes wird die Repression der Translation durch Maskin reguliert.
Dieses Protein bindet simultan an das Cytoplasmatic Polyadenylation-Element
binding Protein (CPEB), welches an die 3'-UTR gebunden ist, und an elF4E am
CAP. Man nimmt an, dass dies zu einer inaktiven zirkularen mRNA fihrt, die nicht
fahig zur Rekrutierung des 43S Prainitiations Komplexes ist (Abbildung 2;
Stebbins-Boaz et al., 1999).

m’GpppG ~A~A~AUG

Aktivierung der Translation

l Abbildung 2: Modell fiir die CAP-abhéangige
Repression der Translation
Die Translation von mMRNAs mit einem
7GpppG \rAUG Cytoplasmatic Polyadenylation-Element (CPE)
@ Nod wird durch die Ablésung von elF4G durch

Maskin und dessen Interaktion mit dem CPE-
bindenden (CPEB) Protein und elF4E
reprimiert (verdndet nach Sonenberg &
Hinnebusch, 2007).

or
Maski

CPEB
AAAAAAA "\ CPE

Repression der Translation

Das CsrA Protein gehort zu einer Klasse RNA bindender Proteine, die ubiquitar
in der bakteriellen Domé&ne vorkommen. Es konnte gezeigt werden, dass CsrA
die Translation verschiedener mRNAs, wie z.B. der hfg-mRNA, blockiert, indem
es an die 5’-UTR bindet und mit der Ribosom-Bindestelle (RBS) Uberlappt (Baker
et al., 2007). Fur das Archaeon Pyrococcus furiosus wird angenommen, dass die
Thymidilatsynthase die eigene Translation reguliert (Kanai et al., 2006).

Sekundarstrukturen als regulatorische Motive in untranslatierten mRNA Regionen

Neben der Funktion als Zielsequenzen fur regulatorische Proteine, kbnnen stark
ausgepragte Sekundarstrukturen innerhalb der 5-UTR die Translation
beeinflussen, indem das Scanning der Initiation blockiert wird. Die Repression der

Translation strukturierter 5’-UTRs kann durch eine Konzentrationserhbhung des
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Translationsinitiationsfaktors elF4E kompensiert werden (Pickering & Willis,
2005).

RNA-Thermometer sind Temperatur-kontrollierte  mRNA-Sensoren, die das
thermische Signal direkt messen und in Genexpression umsetzen. Kofaktoren
werden fir diesen Prozess nicht bendtigt. Dabei verhindern sekundéare RNA-
Strukturen bei niedrigen Temperaturen den Zugang zur Ribosom-Bindestelle
(RBS) und reprimieren so die Translation. Ein Temperaturanstieg fuhrt zum
Aufschmelzen der Struktur, wodurch die RBS freigelegt und die Translation
ermdglicht wird (Chowdhury et al., 2006).

Regulatorische nichtkodierende RNAs

In den letzten Jahren stellte sich heraus, dass die posttranskriptionale Regulation
durch nichtkodierende RNAs (ncRNAS) in allen drei Doméanen des Lebens eine
entscheidende Rolle spielt. In Bakterien regulieren kleine ncRNAs in der Regel
durch Basenpaarung mit der SD-Sequenz und/oder Interaktionen mit dem
Startkodon die Translation (Gottesman, 2005). Hfq, ein ubiquitares Protein, stellt
einen pleiotrophen Regulator des prokaryotischen Metabolismus dar. Es kann
kleine ncRNAs binden und unterstitzt so die Regulation der Translation
spezifischer Zieltranskripte (Zhang et al., 2002).

Die bekanntesten Vertreter eukaryotischer regulatorischer RNAs sind u.a.
microRNAs (miRNAs). Im Allgemeinen werden miRNAs durch den RISC Komplex
gebunden, hybridisieren an die 3-UTR der Ziel-mRNAs und reprimieren die
Translation (Chu & Rana, 2007). Neuste Studien zeigen, dass auch miRNAs
existieren, die die Translation fordern (Vasudevan et al., 2007).

In Archaea konnten in den vergangenen Jahren durch bioinformatische und
genetische Analysen kleine (100-200 Nukleotide) ncRNAs identifiziert werden
(Narberhaus & Vogel, 2007; Tang et al., 2005). Die Analysen beschrankten sich
hierbei jedoch hauptsachlich auf C/D Box sRNAs. lhre Funktion in Archaea ist
allerdings unbekannt. Bisher konnten keine bona fide antisense RNAS in
archaealen Genomen identifiziert werden, die Uber komplette Basenenpaarungen
an ihre Zieltranskripte binden kdénnen (Wagner et al., 2002). Bioinformatische
Analysen ergaben fur Methanosarcina mazei mehr als 600 putative sRNAs

(Narberhaus & Vogel, 2007) und in Archaeoglobus fulgidus konnten ncRNAs
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identifiziert werden, die mit putativen Translationsinitiationsregionen Uberlappen

und daher potentielle Regulatoren der Translation darstellen (Tang et al., 2002).

Riboswitches

Einige naturlich vorkommende Riboswitches existieren in Eukaryoten (Sudarsan
et al., 2003), die Mehrzahl allerdings wurde in Bakterien gefunden. In Bacillus
subtillis beispielsweise unterliegen mehr als 2,1% der Gene dem regulatorischen
Einfluss Liganden-induzierbarer RNAs (Winkler, 2005). RNA Riboswitches
spielen eine wichtige Rolle bei der Regulation der Genexpression. Diese RNA-
Schalter sind haufig in den 5-UTRs von mRNAs lokalisiert. Sie besitzen eine
Aptamer-Doméane, die fur die Ligenden-Bindung zustandig ist, und eine
Expressionsplattform, die die Bindung des Liganden und Genexpression koppelt.
Riboswitches kdonnen die Genexpression auf Ebene der Transkription und der
Translation regulieren (Winkler & Breaker, 2005). Man nimmt aul3erdem an, dass
Riboswitches eine wichtige Rolle bei der Prozessierung von RNAs spielen
(Cheah et al., 2007). Riboswitches kénnen die Translation tUber die Degradation
der mRNA oder Uber eine Blockade der SD-Sequenz regulieren (Winkler &
Breaker, 2005). Der Thiamin Pyrophosphat (TPP) Riboswitch beispielsweise
reguliert die Translation. Die Bindung von TPP induziert eine Sekundarstruktur,
die eine Verdeckung der SD-Sequenz zur Folge hat und somit die Translation

reprimiert (Sudarsan et al., 2003).

Inititaionsunabhdngige Regulationsmechanismen

Die Regulation der Translation ist nicht nur auf die Initiation limitiert. Auf Ebene
der Elongation erfolgt eine Regulation der Translation h&ufig durch frameshifting.
Als frameshifting wird die Verschiebung der Ribosomen zu einem alternativen
Uberlappenden ORF bezeichnet. Dieser Prozess verlauft reguliert und konnte fr
Archaea nachgewiesen werden (Cobucci-Ponzano et al., 2006). Ein weiterer
Mechanismus ist das Pausieren von Ribosomen an spezifischen Positionen
wahrend der Elongation, was eine herabgesetzte Translationseffizienz zur Folge
hat (Chartrand et al., 2002).
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4. Die untranslatierten Regionen von mRNAs: Struktu r, Funktion,

Evolution

Bisher wurde angenommen, dass die mRNAs proteinkodierender Gene aller
Organismen aus einer 5-UTR, einem offenen Leserahmen und einer 3'-UTR
bestehen. Die durchschnittliche 5’-UTR Lénge ist mit 100-200 Nukleotiden relativ
konstant fur alle aufgefliihrten Taxa (Abbildung 3). Es ist bekannt, dass 3’-UTRs
durchschnittlich langer sind als 5-UTRs, und innerhalb der aufgefihrten Taxa
erheblich variieren kénnen (Abbildung 3). Daher wird angenommen, dass die 3'-
UTRs eine bedeutende Rolle bei der Transkript-spezifischen Regulation der

Translation spielen.

600 W 5-UTR
M 3-UTR

4004
) J
0

Fungus Pflanze Inverte- Verte- Nager ~ Mensch
braten braten
(kaltblatig)

Komplexitat ————>

Abbildung 3: Lénge der 5'- und 3'-
UTRs von mRNAs verschiedener
eukaryotischer Gruppen
Durchschnittliche Léangen von 5'-
und 3-UTRs verschiedener
Klassen und Spezies (verandert
nach Mazumder et al., 2003).

Durchschnittliche UTR Lange [nt]

Es konnte auRerdem gezeigt werden, dass die Lange der 3-UTRs im Laufe der
Evolution mit zunehmender Komplexitat des Organismus zunimmt (Abbildung 3;
Mignone et al., 2002). Neben der Regulation der Translation kénnen UTRs
zahlreiche weitere Funktionen einnehmen. Es konnte gezeigt werden, dass sie
die Transkriptstabilitat, Polyadenylierung von Transkripten, Genexpression und
intrazellulare RNA-Lokalisierung beeinflussen konnen (Chabanon et al., 2004; de
Moor et al., 2005; Mazumder et al., 2003; Mignone et al., 2002; Pesole et al.,
2000).

Strukturelle Eigenschaften der 5-UTR konnen die Effizienz der Translation
beeinflussen. mMRNAs, die fur Proteine kodieren, die in Entwicklungsprozesse

involviert sind (z.B. Wachstumsfaktoren, Transkriptionsfaktoren oder proto-
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Oncogene) konnen 5-UTRs besitzen, die langer als der Durchschnitt sind
(Mignone et al.,, 2002). Diese konnen fur stromaufwarts gelegene offene
Leserahmen, alternative AUG-Startkodons, Sekundarstrukturen oder andere
spezifische Motive kodieren, die die Effizienz der Translation beeinflussen. Cis-
agierende Elemente in den 5-UTRs konnen die Lokalisierung einer mRNA
festlegen (Chan et al., 1999; Macdonald et al., 1993), und Mutationen in den 5'-
UTRs konnten mit Krankheiten in Verbindung gebracht werden (Chappell et al.,
2000; Hudder & Werner, 2000; Signori et al., 2001).

Die Stabilitat von mRNAs wird haufig Gber cis-agierende Elemente, wie AU-reiche
Regionen, die innnerhalb der 3-UTRs lokalisiert sind, reguliert (Peng et al.,
1996). Eukaryotische 3-UTRs konnen fur die Lokalisierung von mRNAs
verantwortlich sein (Ainger et al., 1997; Bashirullah et al., 2001; St Johnston et
al., 1991), und Mutationen in 3’-UTRs konnten mit Krankheiten assoziiert werden
(Conne et al., 2000).

Uber die biologische Funktion von UTRs in Archaea ist nur wenig bekannt. Die
einzige bisher charakterisierte Funktion ist der Selenocysteineinbau am

Stopkodon in einigen methanogenen Archaea (Rother et al., 2001).

5. Atrtifizielle Aptamere und Ribozyme: I|hre Anwendu ng zur
konditionalen Genexpression

Vor der Entdeckung nativer Riboswitches konnte bereits in vitro gezeigt werden,
dass RNA zur Bindung verschiedener kleiner Molekule fahig ist (Ellington &
Szostak, 1990). Aptamere sind RNA-Elemente, die diverse Liganden wie
Nukleotide, Aminosauren, Koenzyme, Aminoglykoside und S-Adenosylmethionin
mit hoher Affinitat und Selektivitat binden kénnen (Burke & Gold, 1997; Hermann
& Patel, 2000). In der freien Form liegt die Ligand-bindende Region oft véllig
unstrukturiert vor und die Bindung des Liganden geht mit der Ausbildung und
Stabilisierung  starker  Sekundarstrukturen  einher. Dies stellt die
Grundvoraussetzung zur Kopplung von Liganden-Bindung und genetischer
Kontrolle dar. So kann die Fahigkeit der Aptamere, ihre Sekundarstruktur in der

Anwesenheit eines Liganden zu verandern, fur konditionale Genexpressions-
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Systeme genutzt werden. Erste Ansatze zur konditionalen Genexpression in vitro
und in vivo lieferten die Insertion artifizieller Aptamere in die 5-UTR von
Reportergenen (Werstuck & Green, 1998). Ein gut charakterisiertes Beispiel ist
das Tetracyclin-Aptamer, welches eine bis zu 40fache Regulation hervorrufen
kann (Weigand & Suess, 2007), und in vitro Tetracyclin mit einer Affinitat von 0,8
nM bindet (Muller et al., 2006). Strukturelle und enzymatische Analysen in
Kombination mit Mutagenese-Experimenten konnten ein Modell der Tetracyclin-

induzierten Regulation der Translation generieren (Abbildung 4).
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Abbildung 4: Artifizielles Tetracyclin Aptamer zur konditionalen Genexpression

(A) Sekundarstruktur des Tetracyclin Aptamers (Hanson et al., 2005; Muller et al., 2006). Stamm
(P), Bulge (B) und Loop (L) (B) Kontrolle der Translationsinitiation durch die Insertion eines
Aptamers in die 5’-UTR einer eukaryotischen mRNA. Die Applikation des Liganden stabilisiert die
Ausbildung einer starken Sekundarstruktur, die entweder mit der Bindung der ribosomalen
Untereinheit an die CAP-Struktur oder dem Scanning interferiert (Suess & Weigand, 2008).

Auch in Abwesenheit des Induktors Tetracyclin bilden die Stdmme P1 und P2 das
Gerust des Aptamers. Die Ausbuchtung B1-2 und die Schleife L3 stellen die
eigentliche Bindestelle fur Tetracyclin dar. Dabei formt der obere Teil der
Ausbuchtung B1-2 eine Art Deckel, der das Tetracyclin in der Bindetasche halt.
Multiple Interaktionen des Tetracyclin zu B1-2 und L3 verursachen die
intermolekulare Bindung innerhalb des Aptamers, ahnlich zu einem Pseudoknot.
Dieser Komplex kann dann die Anlagerung des Ribosoms und somit die Initiation
der Translation verhindern (Abbildung 4A; Hanson et al., 2005; Muller et al.,
2006). Am CAP-lokalisierte Aptamere verhindern die Bindung des 43S ternéren
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Komplexes, wahrend die Integration des Aptamers nahe des Startkodons das
Scanning der kleinen ribosomalen Untereinheit blockieren (Abbildung 4B; Hanson
et al., 2003).

Selbstspaltende Ribozyme stellen ein weiteres Werkzeug zur konditionalen
Genexpression dar. Dabei regulieren Ribozyme die Genexpression indem sie
entweder die Degradation einer mRNA stimulieren oder durch Spaltung
funktionelle RNA Elemente wie z.B. die RBS freisetzen (Ogawa & Maeda, 2008;
Wieland & Hartig, 2008; Yen et al.,, 2004). Zur konditionalen Genexpression ist
die Entwicklung allosterischer Ribozyme notwendig. Dazu werden Aptamere mit
nativen oder synthetischen Ribozymen fusioniert (Suess & Weigand, 2008).
Allosterische Ribozyme, die unter physiologischen Bedingungen aktiv sind,
konnten bereits identifiziert werden (Ogawa & Maeda, 2008; Soukup et al., 2000).
Durch die Aptamer-Fusion ist beispielsweise die Theophillin-abhangige
Regulation der Translation durch ein Hammerhead-Ribozym maoglich. In inaktiver
Form, ohne gebundenen Liganden, ist die SD-Sequenz durch das Ribozym
verdeckt. Die Bindung des Liganden induziert die autokatalytische Spaltung des
Hammerhead-Ribozyms. Dies hat die Freilegung der SD-Sequenz zur Folge,
und ermoglicht so die Initiation der Translation.

Das minimale funktionale Hammerhead-Ribozym besteht aus drei Helices,
enthalt einen konservierten Kern aus 11 Nukleotiden und alle Motive, die fur die
Transesterfizierung zur autokatalytischen Spaltung des Ribozyms notwendig sind
(Hammann & Lilley, 2002). Allerdings scheinen minimale Hammerhead-Ribozyme
fur eine effiziente in vivo Funktion und exogene Kontrolle der Genexpression
nicht geeignet zu sein (Uhlenbeck, 2003). Es ist anzunehmen, dass die Effizienz
der Spaltung unter relativ niedrigen, physiologischen Mg?*-Konzentrationen nicht
ausreichend zur kontrollierten Genexpression ist. Strukturelle Elemente
aulRerhalb des minimalen Hammerhead-Ribozyms kdnnen durch Stabilisierung
der tertidren Struktur die Spalt-Aktivitat stark erhohen (Khvorova et al., 2003).
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6. Zielsetzung der Arbeit

Die relativen Anteile von archaealen Transkripten mit und ohne 5-UTR in
verschiedenen Archaea wurden bereits in silico vorhergesagt (Torarinsson et al.,
2005). Diese Vorhersagen wurden allerdings fir nur wenige 5-UTRs
experimentell verifiziert.

Noch weitaus weniger 3’-UTRs wurden bisher experimentell bestimmt. Sowohl
der Anteil der Transkripte, die eine 3-UTR besitzen, als auch die
Langenverteilung der 3-UTRs sind daher noch weitestgehend unbekannt.
Vorhersagen Uber 3'-UTRs sind in silico nur schwierig zu treffen, da die archaeale
Terminator-Struktur nicht bekannt ist. Zusatzlich ist eine posttranskriptionale
Modifizierung der 3’-UTRs nicht auszuschliel3en.

Im Rahmen dieser Arbeit sollten die 5- und 3'-UTRs von Transkripten des
halophilen Archaeons H. volcanii bestimmt werden. Diese UTR-Datenbank aus
5- und 3'-UTRs sollte anschlieRend zur Charakterisierung haloarchaealer UTRs
eingesetzt werden, um neue und zusatzliche Informationen Uber die
Mechanismen der haloarchaealen Transkriptionsinitiation und -termination, als
auch der Translationsinitiation zu gewinnen.

Uber die Mechanismen der Translationsinitiation und -regulation in Archaea ist
bisher nur wenig bekannt. Ein haloarchaeales Reportergen-System sollte zur
Charakterisierung der in vivo Funktion ausgewdahlter 5- und 3-UTRs
herangezogen und die biologische Rolle von UTRs in Haloarchaea im Rahmen
der Translationsinitiation und der Translationsregulation untersucht werden.

Die Regulation der Genexpression ist auf Ebene von Transkription und
Translation mdglich. Artifizielle Aptamere stellen Systeme zur konditionalen
Genexpression dar. Die AG Suf3 (Institut fir Molekulare Biowissenschaften,
Universitat Frankfurt) hat erfolgreich artifizielle Aptamere entwickelt, die
Tetracyclin-abhéngig die Translation reprimieren (Hanson et al., 2003; Hanson et
al., 2005; Muller et al., 2006; Suess et al., 2003; Weigand & Suess, 2007). Eine
Alternative zur konditionalen Genexpression stellen allosterische Ribozyme,
sogenannte Aptazyme, dar. Die Aptazyme kombinieren Aptamerdoménen mit
Ribozymen (Ogawa & Maeda, 2008; Soukup et al., 2000; Suess & Weigand,
2008). In Kooperation mit der AG Suf sollte die Funktion und die Anwendbarkeit
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artifizieller Aptamere und Ribozyme in H. volcanii zur konditionalen
Genexpression getestet werden. Da Archaea nicht sensitiv fir Tetracyclin sind,
stellen sie die idealen Wirtsorganismen fur dieses System dar.
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[ll. MATERIAL UND METHODEN

1. Material

1.1 Laborausstattung

Gerat

Brutschrank B6060

Brutschrank

Centrifuge 5417

Centrifuge 5810R

Gene Amp PCR-System 2400

Gene Amp PCR-System 9700
GenePulser® Elektroporation System
Heizblock

High Resolution System E.A.S.Y 440K
Hybridisierungsofen Compact Line OV4
Innova 4300 Inkubator shaker
Klett-Colorimeter 800-3

Mastercycler® gradient

Mikroskop Axioskop Standard 25
Nanodrop Spectrophotometer ND-1000
Neubauer Zédhlkammer (0,2 mm Tiefe)
Pipette 2,5u1 MicroOne®

Pipette 20 pl Gilson

Pipette 200 pl Gilson

Pipette 1000 pl Gilson

Pipettierhilfe, Pipetus®

pH-Meter CG 825

RealTime-PCR Cycler Rotor Gene 3.5
SANOclav

Sonifier 250

Sorvall Zentrifuge RC 5C Plus

Hersteller

Heraeus Instruments, Hanau
Buchofer, Reutlingen
Eppendorf, Hamburg
Eppendorf, Hamburg

Applied Biosystems, Weiterstadt
Applied Biosystems, Weiterstadt
Biorad, Minchen

Liebisch, Bielefeld

Herolab, Wiesloch

Biometra, Gottingen

New Brunswicks, Nurtingen
Manostrat Corporation, NY, USA
Eppendorf, Hamburg

Carl Zeiss, Oberkochen
Nanodrop Tech., Rockland, USA
Hirschmann, Eberstadt

Starlab, Ahrensberg

Gilson, Middleton, USA

Gilson, Middleton, USA

Gilson, Middleton, USA
Hirschmann, Eberstadt

Schott, Mainz

Corbett Research, Mortlake, AU
Adolf Wolf, Bad Uberkingen
Branson, Danbury, USA

Du Pont, Wilmington, USA
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Specord S600 Spectrophotometer
SPECTRAmax® 340PC

Quartz Kivetten 6040, 10 mm
Vortex Genie 2°

Waage TE12450CE

Waage PM 4800 Delta Range®

1.2 Verbrauchsmaterial
Verbrauchsmaterial

Cryo R6hrchen (2 ml)
Elektroporationskivetten (1 mm)
Reaktionsgefal? (0,2 mi/1,5 ml/ 2 ml)
Erlenmeyerkolben

Falcon Tubes (15 ml/ 50 ml)
Mikrotiterplatten 96-well (Flachboden)
Pipettenspitzen (20, 200 und 1000 ul)
Petrischalen

RealTime PCR-Gefal3 (0,1 ml)
Spritze (10 ml)

Sterilfilter (0,45 um Celluloseacetat)
Strip Tubes (0,1 ml)
Szintillationsgeféalie

1.3 Chemikalien, Reagenzien und Losungen

Chemikalien

B-Mercaptoethanol

Agarose Typ VII, low melting point
Bacto®-Agar

Bacto®-Hefeextrakt
Bacto®-Trypton

Bromphenolblau

Calciumchlorid

Chloroform

Analytic Jena, Jena

Mo. Devices, Sunnyvale, USA
MAGYV, Rabenau-Londorf
Scientific Industries, USA
Sartorius, Goéttingen

Mettler, Giel3en

Hersteller

Roth, Karlsruhe

Biorad, Minchen

Sarstedt, Nimbrecht

Schott Duran, Mainz

Sarstedt, Numbrecht

Sarstedt, Numbrecht

Sarstedt, Nimbrecht

Greiner bio-one, Solingen
Corbett Research, Mortlake, AU
Braun, Melsungen

Whatmann, Dassel

Corbett Research, Mortlake, AU

Zinsser Analytic, Frankfurt

Hersteller

Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Applichem, Darmstadt

BD, Heidelberg

BD, Heidelberg

BD, Heidelberg

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Fluka, Neu UIm
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Desoxyribonukleotide
Dihydrofolat
Dikaliumhydrogenphosphat
Dimethylformamid
Dinatriumhydrogenphosphat
DMPC

EDTA

Ethanol 96% p.a.
Ethidiumbromid
Formaldehyd 37%
Formamid 99% p.a.
Glukose

Glycerin 87 %
Kaliumazetat

Kaliumchlorid
Kaliumdihydrogenphosphat
Magnesiumchlorid
Magnesiumsulfat

MOPS

Natriumazetat
Natriumchlorid
Natriumhydroxid

PEG 600

Phenol

Tri-Natriumcitrat

Tris

Tween 20

1.4 Enzyme

Enzym

MBI Fermentas, St. Leon-Roth
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Merck, Darmstadt

Roth, Karlsruhe

Merck, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Fluka, Neu-Ulm

Merck, Darmstadt

Roth, Karlsruhe

Merck, Darmstadt

Roth, Karlsruhe

Fluka, Neu-Ulm

Roth, Karlsruhe

Merck, Darmstadt

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Merck, Darmstadt

Hersteller

M-MLV Reverse Transkriptase (RNAseH point mutanty Promega, Mannheim

Pfu-Polymerase

Superscript Reverse Transkriptase

Promega, Mannheim

Promega, Mannheim
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T4-DNA Ligase
T4-RNA Ligase
Tag PCR Mastermix

Tag-Polymerase

Restriktionsendonukleasen
RNASse Inhibitor RNasin
RQ1 RNAse free DNase

1.5 Plasmide

MBI Fermentas, St. Leon-Roth
New England Biolab, Frankfurt
Qiagen, Hilden

Promega, Mannheim

MBI Fermentas, St. Leon-Roth
Promega, Mannheim

Promega, Mannheim

Tabelle 3: Generierte und verwendete Plasmide und i

hre Funktion

Referenz/Quelle

Plasmid Beschreibung
pSD1/M2-18  Shuttle Vektor mit Replikationsurspringen (Danner & Soppa, 1996)
fur E. coli und H. volcanii; dhfr-Gen unter
Kontrolle des fdx-Promotors;
Selektionsgene Nov® und Amp~®
pMB1 pSD1/M2-18 Derivat; Eliminierung der Diese Arbeit
nativen 3'-UTR der dhfr und zuséatzlicher (Brenneis et al., 2007)
Nukleotide stromaufwarts des
Startkodons
pMB3 pMB1 Derivat mit 5'-UTR des hir-Gens Diese Arbeit
(Brenneis et al., 2007)
pMB4 pMB1 Derivat mit 3'-UTR des hir-Gens Diese Arbeit
(Brenneis et al., 2007)
pMB5 pMB1 Derivat mit 5'- und 3'-UTR des hlr- Diese Arbeit
Gens
pMB6 pMB1 Derivat mit 5'-UTR des hp-Gens Diese Arbeit
(Brenneis et al., 2007)
pMB7 pMB1 Derivat mit 3'-UTR des hp-Gens Diese Arbeit
(Brenneis et al., 2007)
pMB8 pMB1 Derivat mit 5'- und 3'-UTR des hp- Diese Arbeit
Gens
pMB14- pMB1 Derivate mit artifizieller 5-UTR Diese Arbeit
pMB17 (Brenneis et al., 2007)
pMB18 pMB1 Derivat mit stabilisierter 5'-UTR des Diese Arbeit

hp-Gens
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pMB19 pMB1 Derivat mit destabilisierter 5'-UTR Diese Arbeit
des hp-Gens

pMB20 pMB1 Derivat mit mutierter 3'-UTR des Diese Arbeit
hir-Gens

pMB21 pMB1 Derivat mit mutierter 3'-UTR des Diese Arbeit
hp-Gens

pMB22 pMB1 Derivat mit 5'-UTR des hir-Gens Diese Arbeit
und 3'-UTR des hp-Gens

pMB23 pMB1 Derivat mit 5'-UTR des hp-Gens Diese Arbeit
und 3'-UTR des hir-Gens

pMB24 pMB1 Derivat mit stabilisierter 5-UTR des Diese Arbeit
hp-Gens und nativer 3-UTR des hp-Gens

pMB25 pMB1 Derivat mit destabilisierter 5'-UTR Diese Arbeit
des hp-Gens und nativer 3'-UTR des hp-
Gens

pMB1* pMB1 Derivat; dhfr mit verlangertem N- Diese Arbeit, AG SR}
Terminus

pMB1-1 pMB1* Derivat mit aktivem Hammerhead- Diese Arbeit, AG SR
Ribozym am Startkodon

pMB1-2 pMB1* Derivat mit inaktivem Diese Arbeit, AG SR}
Hammerhead-Ribozym am Startkodon

pMB1-6 pMB1 Derivat mit Tetracyclin Aptamer Diese Arbeit, AG SR
stromaufwarts des Startkodons

pMB14-4 pMB1 Derivat mit artifizieller 5'-UTR,; Diese Arbeit, AG Sul3
Tetracyclin Aptamer direkt stromaufwarts
des Startkodons inseriert

pMB14-5 pMBL1 Derivat mit artifizieller 5'-UTR; Diese Arbeit, AG SR
Tetracyclin Aptamer am 5'-Ende der 5'-
UTR inseriert

pNP10 neuromedin K rezeptor Gen (Patenge & Soppa, 1999)

pWHEG01- Shuttle Vektor fur E. coliund S. (Suess et al., 2003)

AN32SH cerevisiae; kodiert fir Tetracyclin Aptamer

pWHEG601- Shuttle Vektor fur E. coliund S. AG SR

Actin+HH- cerevisiae; kodiert fur aktive

aktiv Hammerhead-Variante
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pWHEG01- Shuttle Vektor fur E. coliund S. AG SR
Actin+HH- cerevisiae; kodiert fir inaktive

inaktiv Hammerhead-Variante

pSKil Phagemid Vektor mit MCS und Stratagene

flankierenden T3 und T7 Promotoren;
Phagen f1(+)/(-) Replikationsurspriinge;
pUC Replikationsursprung fur E. coli; lacZ
zur Blau-/WeiRR-Selektion; Amp"®

1.6 Oligonukleotide
Alle Oligonukleotide (Tabelle 4-6) wurden von der Firma Biomers, Ulm

bezogen.

Tabelle 4: Oligonukleotide zur Bestimmung der untra nslatierten Regionen von mRNAs

Die reverse Transkription fand mit Hilfe der genspezifischen RT Oligonukleotide statt, die
darauffolgende PCR unter Verwendung der genspezifischen PCR1/PCR2 Oligonukleotid-Paare
und die zweite verschachtelte PCR-Reaktion mit den genspezifischen Oligonukleotiden
NES1/NES2. Die Gene sind analog zu Tabelle 7 des Ergebnisteils nummeriert. (A) RT
Oligonukleotide (B) PCR und (C) Nested Oligonukleotid-Paare.

A
Gen Nr. RT5 =3

1 GGTCAGCAGGTTCATGTCCGTCTC
2 ATAACCGAGAGCGCCTCCTCACC
3 AGGTCGTCGTCGGAGAATCG

4 GTCTCGGTCGTCGATTCGGTCTC
5 GTGAGCGTGGACGGTGCTCTTC
6 AGTCGTCTTCGTCGTCGGGTTC
7 GGCGTCGAGGGAACTGAACAC

8 ACGAGCGGTCGCTCGATG

9 GCCGTGCTGCTCGTCGTAG

10 TACTGCCGTCTTCGGTCGTCTGC
11 ATGCTCGGCCACGGGAGTTC

12 GAGCGTCCACGGGAAGTTGC

13 CCGTCCCGATGAACAGGAGGAG
14 CGAAGAACCGTCGCGAGAGG

15 GGACCGCCAACATCTTCCATGTG
16 AGCCGCCAGTGTCGTTGAAGAAG
17 TCGCCTCGTCGTCGGTCGTC
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Gen Nr.

PCR15 -3

PCR2 5 -3

© 00 N O o A W DN P

L T e e O I =
N~ o oA W N P O

GCGAGTTCCTGCGGGAGTACGTC
GACGCCGTGAACACGAGGGATAC
CCGGCGTCTCCCACGGGTTC
GCGCCAAGCAGTTCTATCCCGAG
TGAGCGGTCCCGCCTACGTCATC
ACGCCGACTTCGACTCGTGGGTG
CGGCCTCAGCGTCGTCATGAGC
CGGACGACGGTCACGACCACAG
CGCTCCTCGCCGACGAGGAACTG
GGCGACACGCAGGACTTCTC
CCGCCGAGTGGGAACTCGAC
CACTCCTACGAGCTGGGCTGGTG
ACGAGGTGTCGGTGCGGGAGTTC
CGGGCTCCAGCTCGCTGAACTC
CTCGAAGAGGGTCAGGAAGTG
GACGACGACGTGTTCTTCC
GGTTAGTCGTCGAGCCGGTCCAG

GATGGTCTCGGGCTCGACGAACG
TGCGGTTTCGACCTCGCAGTAGC
ACGAAGTGCGGCGCGTAGAC
GAACCGCCCTCTCCGGTACAGCC
TCGCCTCGACCAGTTCGCCCATC
GTGCCGCTCGCACCGGTCAC
GCGCACGTCTCGGTCGTGAACCC
GTCCTCGGCGTCCGCCCAGAAG
ATTCGGTCTCGGCCTCGCCCTCG
TGCCCGGAACTATCGAAGCAGCC
CGGCCGATGACGCGGTTCTC
TTCGCCGTCACGCCCATCGTCTC
GGACGCGGTAGAACAGAATCCAGC
CACGTTCGCACGCCGGAGCTTC
AACACGTCGTCGTCCGCGTCGTCAG
CGCCATTGCCTTTGAAACCAACG
GCCGAACCGCGAGGAGGTACGTC

Gen Nr.

NES1 5 -3

NES2 5’ -3’

© 00 N o 0o b~ W N PP

[EnY
o

ACGTCCGCGATCACGGCATTCTG
GCCGGACGACAGCATTCTCGACC
GTTCGCCCACCTCGGCTACG
CCGAAATCCCGGAAGACGAACAG
TTCGAACAGGGCGTCGCGGAAC
CGTCCTCGCGCTCTGTTCGG
CGGCTGGAGCGTCTGGTTCGTC
ACCACGACCACACGGACGAACAC
ACCGCTACCGCGAACTCC
ATGCCGACGGGCGACGACTACG

GAGATGTCGTCGCGCTCTCGCAG
GCTACTTCCCGCTCGTCGTCCAC
CGTCGATGCCGCGGGCTTTC
CCGCGCCGCCGTACTTCACGTAG
TGTGGTCGACGAGCGCCAAGGAG
CCGGTCACGAGAGCGACGGTTCC
TCGTGAACCCGCGTCGTCCGAG
CGTCAAGCGTTCGGTCGTCAGTG
GACTGTCGGGCTTCGGGTCC
ATCGAAGCAGCCGGCCAGTCCAG
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11
12
13
14
15
16
17

AACTCGACGCCGAGACCGACCAC
CCTCGGCGTGACGCTGGACATGG
GTACGCCTTCGGCGCGGGACTCG
CGAGAAGCAACTGCTCGCCATCG
GGGTCAGGAAGTGGAGTTCGACATC
ACCTCGAAGAGGGTCAGGAAATC
GGAACGGAAGATGCTCAAAGG

GCGGCGACAGAGACGAGTTCCATC
CTCCGCCGACAGCTCTCGCATCGTG
CCGACGACGGCGAGAACGACCAC
CGGTGCTTCGGCCGCAGAGTTC
CGTCCGCGTCGTCAGTAGAGATG
CGACCTCACGCTGATAAGTCTTC
GTACGTCCCGACGACGCCGATTCC

Tabelle 5: Oligonukleotide zur Klonierung

Oligonukleotid

Sequenz 5' —3'

Beschreibung

MZ-psd-MCS_f

CT

CGTTCGGAAGCCGAACT

Amplifikation des fdx-Promotors aus
pSD1/M2-18

MB-Prom_r

GTTG

ACTGCAGAGTTCGGCTTC

Amplifikation des fdx-Promotors aus
pSD1/M2-18

MB-Prom-DHFR_r

GTTG

GACAGAGACGAGTTCCAT
ACTGCAGAGTTCGGCTTC

Amplifikation des fdx-Promotors aus
pSD1/M2-18 zur Fusion mit der dhfr

MB-dhfr_f

ATGGAACTCGTCTCTGTC

GCCG

Amplifikation der dhfr aus pSD1/M2-
18

DHFR-3’

CTATCTGGACGACGCCG

ACCGG

Amplifikation der dhfr aus pSD1/M2-
18

MB-dhfr-Term_r

GACCGG

GGGGTACCAAAAAAAAAA
ACTATCTGGACGACGCC

Amplifikation der dhfr aus pSD1/M2-
18, Anfligen der
Restriktionsschnittstelle Kpnl und
des Terminators

MB-Prom-5’hoxA_r

CTGTCTCGCTATCTACTG
CAGAGTTCGGCTTCGTTG

Amplifikation des fdx-Promotors aus
pSD1/M2-18, Anfugen der 5-UTR
des hir-Gens

MB-dhfr-5'HoxA_f

G

AGATAGCGAGACAGATG
GAACTCGTCTCTGTCGCC

Amplifikation der dhfr aus pSD1/M2-
18, Anfuigen der 5'-UTR des hir-
Gens

MB-dhfr3’-hoxa3’_r

GACCGG

GGGGTACCTGAGGGGCT
CCGCGGGAACAGACGAG
TGCTATCTGGACGACGCC

Amplifikation der dhfr aus pSD1/M2-
18, Anfligen der
Restriktionsschnittstelle Kpnl und
der 3-UTR des hir-Gens

MB-est5’-Prom_r

GC

ATCGACCCGCGTCGTCG
TGGTCACTGCAGAGTTCG

Amplifikation des fdx-Promotors aus
pSD1/M2-18, Anflgen der 5-UTR
des hp-Gens

MB-dhfr-5'estA_f

CCG

GACGACGCGGGTCGATA
TGGAACTCGTCTCTGTCG

Amplifikation der dhfr aus pSD1/M2-
18, Anfligen der 5'-UTR des hp-
Gens
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MB-est3'_f

CGGCGTCGTCCAGATAG
TTCGCAACATATCTTCG

Amplifikation der 3'-UTR des hp-
Gens und der uUberlappenden dhfr
Region

MB-est3’_r

GGGGTACCGCCGCAACG
CTGGCGCGGTC

Amplifikation der 3'-UTR des hp-
Gens, Anfligen der
Restriktionsschnittstelle Kpnl

MB-dhfr-est5'stab_f

GACCCGCCGACGCGGGT
CGATATGGAACTCGTCTC
TGTCGCCG

Amplifikation der dhfr aus pSD1/M2-
18, Anfligen der stabilisierten 5'-
UTR des hp-Gens

MB-Prom-est5’stab_r

ATCGACCCGCGTCGGCG
GGTCACTGCAGAGTTCG
GCTTCGTTG

Amplifikation des fdx-Promotors aus
pSD1/M2-18, Anfugen der
stabilisierten 5'-UTR des hp-Gens

MB-dhfr-est5'destab_f

GACCACGACGACGAACC
AGGATATGGAACTCGTCT
CTGTCGCCG

Amplifikation der dhfr aus pSD1/M2-
18, Anfligen der destabilisierten 5'-
UTR des hp-Gens

MB-Prom-est5'destab_r

ATCCTGGTTCGTCGTCGT
GGTCACTGCAGAGTTCG
GCTTCGTTG

Amplifikation des fdx-Promotors
aus pSD1/M2-18, Anfiigen der

destabilisierten 5'-UTR des hp-

Gens

MB-Prom-hoxA3'mut_r

GGTACCTGAGGGGCTCC
GCGTTCTTATTGGAGTG

Amplifikation der dhfr aus pSD1/M2-
18, Anfligen der
Restriktionsschnittstelle Kpnl und
der mutierten 3'-UTR des hir-Gens

MB-Prom-est3'mut_r

GGTACCGCCGCAACGCT
GGCGCGGTCGGGTAATT
AGGAA

Amplifikation der mutierten 3'-UTR
des hp-Gens, Anfligen der
Restriktionsschnittstelle Kpnl

MB-Prom-5'UTR1 r

ATCTTGCCTGAAATGTGG
TAACTGCAGAGTTCGGCT
TCGTTG

Amplifikation des fdx-Promotors aus
pSD1/M2-18, Anfugen der
artifiziellen 5'-UTR1

MB-dhfr-5'UTR1_f

TACCACATTTCAGGCAAG
ATATGGAACTCGTCTCTG
TCGCCG

Amplifikation der dhfr aus pSD1/M2-
18, Anfligen der artifiziellen 5-UTR1

MB-Prom-5’UTR2_r

TGAAGTCCAGTTGTGAGT
CGACTGCAGAGTTCGGC
TTCGTTG

Amplifikation des fdx-Promotors aus
pSD1/M2-18, Anfugen der
artifiziellen 5-UTR2

MB-dhfr-5'UTR2_f

CGACTCACAACTGGACTT
CAATGGAACTCGTCTCTG
TCGCCG

Amplifikation der dhfr aus pSD1/M2-
18, Anfuigen der artifiziellen 5-UTR2

MB-Prom-5’UTR3_r

TGGTATCGAGAGGCCGTT
GTACTGCAGAGTTCGGCT
TCGTTG

Amplifikation des fdx-Promotors aus
pSD1/M2-18, Anfugen der
artifiziellen 5'-UTR3

MB-dhfr-5'UTR3_f

ACAACGGCCTCTCGATAC
CAATGGAACTCGTCTCTG
TCGCCG

Amplifikation der dhfr aus pSD1/M2-
18, Anfligen der artifiziellen 5-UTR3

MB-Prom-5'UTR4 _r

GCCAAGTTCTCTGCTGCA
GCACTGCAGAGTTCGGC
TTCGTTG

Amplifikation des fdx-Promotors aus
pSD1/M2-18, Anfugen der
artifiziellen 5'-UTR4

MB-dhfr-5'UTR4_f

GCTGCAGCAGAGAACTT
GGCATGGAACTCGTCTCT
GTCGCCG

Amplifikation der dhfr aus pSD1/M2-
18, Anfligen der artifiziellen 5-UTR4

31



I1l. Material und Methoden

Tabelle 6: Oligonukleotide fir RealTime-PCR Analyse n

Oligonukleotid Sequenz 5' —3' Beschreibung

RibL-3f CCGACGCGAGTACATCACGGGTATC Amplifikation des ribL10 als
Housekeeping Gen
(ribosomales Protein)

RibL-3r GATGACGTGGTGCGGGAACTTGC Amplifikation des ribL10 als
Housekeeping Gen
(ribosomales Protein)

hpy-2f TATCCGGCAGAACGCAGGTGAG Amplifikation des hpyA als
Housekeeping Gen (Histon)

hpy-2r ATATCGGCCAGGGCGATTCGAG Amplifikation des hpyA als
Housekeeping Gen (Histon)

DHFR RT3_f GGCCGGACGACGTTCGAGTCGATG Amplifikation der dhfr

DHFR RT3_r GATGGCGGCACCACCGATGACGTAGG Amplifikation der dhfr

1.7 Kit-Systeme

Kit-System Hersteller

BCA Protein Assay Kit Pierce, Rockfort, USA

Big Dye Terminator RR Mix Applied Biosystems, Weiterstadt
DyNAmMo SYBR Green gPCR Master Mix Finnzymes Oy, Espoo, FL

PCR Purification Kit Promega, Mannheim
PureYield™ Plasmid Midiprep Systems Qiagen, Hilden

Rneasy Mini Kit Pierce, Rockfort, USA

1.8 GroRenstandards
GroRenstandard Hersteller
GeneRuler™ 100 bp DNA-Leiter plus Fermentas, St. Leon-Rot

1.9 Computerprogramme und Datenbanken

Identifizierung konservierter DNA und RNA Motive

Mit Hilfe des Programms RNA structure logos koénnen konservierte Motive

visualisiert werden, die einen fixen Abstand zu einem bestimmten Punkt haben
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(Gorodkin et al., 1997; Schneider & Stephens, 1990). Dazu werden Sequenzen
mit einer definierten Lange stromaufwarts und stromabwarts des Alignment
Punktes aus Datenbanken extrahiert. Die Logos wurden unter
http://www.cbs.dtu.dk/~gorodkin/appl/slogo.html generiert.

Das Programm MEME erlaubt die Identifizierung konservierter Sequenzmotive
(Bailey & Elkan, 1994). Dabei kdnnen die Motive variable Lokalisierungen in
den Sequenzen einnehmen, in allen oder nur einzelnen Sequenzen vorhanden
sein und mehr als einmal innerhalb einer Sequenz auftreten. Die Analyse

erfolgte unter http://meme.sdsc.edu./meme/meme.html.

Vorhersage sekundarer mRNA Strukturen

Mit Hilfe verschiedener Programme wurden putative RNA-Sekundéarstrukturen
vorhergesagt. Das Programm mfold 3.2 wurde unter
http://www.bioinfo.rpi.edu/applications/mfold/rna/form1.cgi verwendet (Mathews
et al., 1999; Zuker, 2003) und das Programm RNA-shapes wurde unter
http://bibiserv.techfak.uni-bielefeld.de/rnashapes  verwendet (Reeder &
Giegerich, 2005; Steffen et al., 2006). Dirk Metzeler (Bioinformatik, Universitat
Frankfurt) war so freundlich die RNAs unter Verwendung eines selbst
entwickelten Programms zu falten, welches Pseudoknots berlcksichtigt

(Metzeler, unveroffentlicht).

Datenbanken

Die Genomsequenz von H. volcanii wurde aus dem UCSC Genome Browser
der Genome Bioinformatics Group of UC Santa Cruz unter
http://archaea.ucsc.edu/cgi-bin/hgGateway?db=haloVolcl (Schneider et al.,
2006) und der H. volcanii Genome  Website (Umbi/Comb)

http://zdna2.umbi.umd.edu/~haloweb/hvo.html extrahiert.

Kodonpréferenz Plots

Zur Qualitatssicherung korrekt annotierter Gene aus H. volcanii wurden
Kodonpraferenz Plots unter http://genius.embnet.dkfz-
heidelberg.de/menu/w2h/w2hdkfz/ durchgefiihrt (Soppa, 1994).
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2. Organismen und Zellzucht

2.1 Organismen

E. coli XL1 blue MRF’

(Stratagene, Leiden; Bullock et al., 1987)

D(mcrA)183 D(mcrCB-hsdSMR-mrr)173 endAl supE44 thi-1 recAl gyrA96
relAl lac [F'proAB lacl9ZDM15 Tn10 (Tet™)]

H. volcanii WR340

(erhalten von M. Mevarech, Tel Aviv university; Charlebois et al., 1987)

Histidin-auxotrophe Mutante von H. volcanii WFD11, die durch Entfernen des
Plasmids pHV2 aus H. volcanii DS2 hervorging

2.2 Antibiotika

Antibiotikum Hersteller

Ampicillin Roth, Karlsruhe
Novobiocin Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Tetracyclin Sigma-Aldrich, Taufkirchen

2.3 Medien und Zellkultivierung

Die Sterilisation der Medien fur haloarchaeale und bakterielle Kulturen erfolgte
durch Autoklavieren (20 min, 121<C). Hitzeempfindliche Medienkomponenten
und Zusatze wurden gegebenenfalls sterilfiltriert und zum autoklavierten
Medium hinzugefluigt. Die Herstellung der Agarplatten erfolgte durch Zusatz von

12-14 g/l Bacto-Agar zum Kulturmedium vor dem Autoklavieren.

E. coli
Die Zellzucht von E. coli erfolgte aerob in SOB*- Medium bei 37C und 250
Upm. Festmedien wurden Uber Nacht im Brutschrank bei 37T inkubiert.

Selektivmedien wurden durch Zugabe von 100 pug/ml Ampicillin hergestellt.
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SOB*-Medium (Hanahan, 1983)

Komponente Endkonzentration Menge
Trypton 2% 2049
Hefeextrakt 0,5% 50
NacCl 10 mM 0,69
KCI 2,5mM 0,187¢g
1 M MgCl,/MgSO, 10 mM 10 ml

ad 1000 ml VE-H,O und autoklavieren

H. volcanii

Die Zellkultivierung von H. volcanii erfolgte aerob im 20 ml Volumen bei 250
Upm und 42T Alternativ erfolgte die Zellzucht im 10 ml Volumen in
Reagenzglasern bei 42T auf dem Roller. Die Kultivi erung auf festem Medium
fand im Brutschrank bei 42<C statt.

Zunachst wurden alle Losungen getrennt hergestellt, autoklaviert bzw.

sterilfiltriert, und anschlieRend zusammengegeben.

Support-Medium (Cline et al., 1989)

a) Salzlésung

Komponente Endkonzentration Menge
NaCl 29M 170,09
MgSO4x7H,0 150 mM 38,59
KCI 60 mM 459
CacCl 4 mM 0,69
1M Tris/HCI, pH 7,2 50 mM 50,0 ml

ad 800 ml VE-H,O und autoklavieren
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b) Nahrlésung

Komponente Endkonzentration Menge
Hefeextrakt 0,45% 45¢g
Trypton 0,28% 2,89

ad 200 ml VE- H,0O und autoklavieren

c) Spurenelementlésung

Komponente Endkonzentration Menge
ZnSOy4 x 7 H,0 3,5 uM 0,19
MnCl; x 4 H,0 1,5 uM 30 mg
H3BO3 50,0 uM 0,39
CoCl; x 6 H20 8,5 uM 0,29
CuCl; x 2 H,0 0,5 uM 10 mg
NiCl; x 6 H,O 1,0 uM 2mg
Na;MoO4 x H,0 1,0 uM 30 mg

pH mit HCI auf 3-4 einstellen, ad 100 ml VE- H,O0, sterilfiltrieren

d) FeSO,4-Stammldsung

Komponente Endkonzentration Menge
FeSO4 x 7 H,0O 8,0 uM 230 mg
pH mit HCI auf 3-4 einstellen, ad 100 ml VE- H,O0, sterilfiltrieren

Nach dem Abkihlen der Losungen wurden zu 800 ml Salzlésung 200 ml
N&ahrlosung, 1 ml Spurenelementlésung und 1 ml FeSO4-Lésung gegeben. Zur
Herstellung selektiver Medien wurden 0,35 pg/ml Novobiocin oder Tetracyclin in

den angegebenen Konzentrationen zugegeben.

2.4 Stammhaltung
E. coli
Zur Herstellung von Stammkulturen wurden 200 pl Bakterienkultur mit 800 pl

87%igem Glycerin versetzt und bei -80 T gelagert.
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H. volcanii

Basalsalz-Losung

Komponente Endkonzentration Menge
NaCl 29M 170,09
MgSO4x7H,0 150 mM 38,59
KCI 60 mM 459
CacCl 4 mM 0,69
1M Tris/HCI, pH 7,2 50 mM 50,0 ml

ad 1000 ml VE-H,0O und autoklavieren

Zur Herstellung von Stammkulturen wurden 10 ml einer stationdren Kultur nach
12 minttiger Zentrifugation bei 3200 x g (Eppendorf Zentrifuge) mit 20 ml
Basalsalz gewaschen, in 10 ml Support-Medium aufgenommen und in einem

Szintillationsgefald bei Raumtemperatur gelagert.

2.5 Bestimmung der Zelldichte

Die Bestimmung der Zellzahl von H. volcanii Kulturen erfolgte in einem Klett-
Photometer mit dem Filter #54 (Transmission von 520 nm bis 580 nm). Hierbei
erfolgte die Kultivierung in einem Klettkolben. Alternativ wurde die Zelldichte in

einer Zahlkammer nach Neubauer bestimmt.

3. Molekularbiologische Methoden

3.1 Isolierung von Plasmid-DNA aus  E. coli
Die Isolierung von Plasmid-DNA aus E. coli erfolgte durch alkalische Lyse nach
Birnboim und Doly (Birnboim & Doly, 1979).

a) Losung 1

Komponente Endkonzentration Menge
1M Tris/HCI; pH 8,0 50 mM 50,0 ml
EDTA 10 mM 3,79
RNaseA 100 mg/l 0,19

ad 1000 ml H20O bidest., vor RNaseA Zugabe autoklaviert, Lagerung bei 4C
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b) Loésung 2

Komponente Endkonzentration Menge
NaOH 200 mM 8,09
SDS 1% (wiv) 10,09
ad 1000 ml H20O bidest., Autoklavieren, Lagerung bei Raumtemperatur

c) Losung 3

Komponente Endkonzentration Menge
CH3COOK 3,2 M 314,049

ad 1000 ml H20O bidest., pH 5,5 (Essigsaure), Autoklavieren, Lagerung bei 4C

Zur Plasmidisolierung aus E. coli wurden 1,5 ml einer tber Nacht in SOB™-
Medium mit Ampicillin gezogenen E. coli Kultur 30 Sek bei 18000 x g
sedimentiert. Der Uberstand wurde dekantiert, das Sediment in 150 pl Losung 1
resuspendiert, zur Lyse mit 150 pl Lésung 2 versetzt und durch mehrfaches
Invertierten des Reaktionsgefalies gemischt. Durch Zugabe von 150 pl Lésung
3 wurde die Suspension neutralisiert. Anschliel3end wurde 10 Min bei 18000 x g
zentrifugiert, der Uberstand in ein frisches 2 ml ReaktionsgefaR® tberfiihrt und
zur Féllung der Plasmid-DNA mit 2,5 Volumen 96%igem Ethanol versetzt. Es
folgte eine 15 minutige Zentrifugation bei 18000 x g. Das Sediment wurde dann
mit 500 ul 70% Ethanol gewaschen, 5 Min bei 18000 x g zentrifugiert und in 50
ul H2O bidest. resuspendiert.

Alternativ erfolgte die Plasmidisolierung aus E. coli mit Hilfe des PureYield™

Plasmid Midiprep Systems der Firma Promega nach Angaben des Herstellers.

3.2 Isolierung von Gesamt-RNA aus  H. volcanii
Die Isolierung von RNA erfolgte modifiziert nach Chomczynski und Sacchi
(Chomczynski & Sacchi, 1987).

a) Aufschluf3lésung

Komponente Endkonzentration Menge
Guanidiniumthiocyanat 4,0 M 100,0 g
750 mM Natriumcitrat-Losung, pH 7,0 25 mM 7,0 ml
10% Natriumlauroylsarcosinat 0,5 % (viv) 10,6 ml
B-Mercaptoethanol 0,1 M 1,0 mi

ad 210 ml DMPC-H,0
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Zur Isolierung von Gesamt-RNA aus H. volcanii wurden 2 ml Kultur fir 40 Sek
bei 10000 x g geerntet und der Uberstand dekantiert. Das Sediment wurde in
400 pl AufschluBlésung resuspendiert und anschlieBend mit 50 ul 2 M
Natriumacetat, 400 pl Phenol und 100 pl Chloroform/lIsoamylalkohol vermischt.
Nach einer 30 mindtigen Inkubation bei -20C wurden die Phasen durch
Zentrifugation bei 10000 x g fur 15 Min vollstandig getrennt. Die wéassrige
Phase wurde mit dem 2,5 fachen Volumen 96% Ethanol vermischt, 30 Min bei -
20T inkubiert und 30 Min bei 10000 x g zentrifugie rt. Das Sediment wurde mit
700 pl 70% Ethanol gewaschen, fur 15 Min bei 10000 x g zentrifugiert und in
DMPC behandeltem H,O gelost.

Alternativ wurde die Gesamt-RNA aus H. volcanii mit Hilfe des Rneasy Mini-Kits
der Firma Qiagen isoliert. Dazu wurden 1x10° Zellen durch 1 miniitige
Zentrifugation bei 20000 x g geerntet und in 100 pl DMPC behandeltem H,O
aufgenommen. Die weitere Durchfihrung erfolgte nach Angaben des
Herstellers.

Die Kontrolle der Qualitat und der Quantitat der RNA erfolgte Uber UV

Spektroskopie und denaturierender Formaldehyd Gelelektrophorese.

3.3 Reinigung von Nukleinsauren
Reinigung von DNA

Zur Reinigung von DNA wurde die Nukleinsdure-Losung mit 1/10 Volumen
einer 3 M Kaliumacetat-Losung pH 5,5 und 2,5 Volumen 96% Ethanol versetzt,
gemischt und fur 20 Min bei —80T inkubiert. Die DN A wurde durch 30 minttige
Zentrifugation bei 20000 x g sedimentiert, der Uberstand dekantiert und das
Prazipitat mit 500 pl 70% Ethanol gewaschen. Nach 30 minutiger
Zentrifugation bei 20000 x g wurde das Prazipitat in einem geeigneten Volumen
H,O bidest. aufgenommen.

Alternativ erfolgte Aufreinigung mit dem PCR Purification Kit der Firma Seqglab

nach Angaben des Herstellers.

Extraktion von DNA aus Agarosegelen

Die Extraktion von DNA aus Agarosegelen erfolgte mit dem PCR Purification Kit

der Firma Seglab nach Angaben des Herstellers.
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Reinigung von RNA aus Lésungen

Die Reinigung von RNA L6sungen erfolgte mit dem RNeasy Mini Kit der Firma

Qiagen nach Angaben des Herstellers.

Extraktion von RNA aus Lésungen
Nach Auffullen des Probenvolumes auf 500 pl mit DMPC behandeltem H,O

wurden dem Ansatz 400 pl Phenol und 100 ul Chloroform/Isoamylalkohol
zugeflugt. Nach einer 5 minutigen Zentrifugation bei 18000 x g wurde die
wassrige Phase abgenommen und mit 1/10 Volumen 3 M Natriumazetat pH 4,8
versetzt. Nach der Zugabe des 2,5 fachen Volumen 96% Ethanol wurde der
Ansatz mindestens 60 Min bei -20C inkubiert. Nach 30 minutiger Zentrifugation
bei 18000 x g und 4T wurde das Sediment mit 500 pl 70% Ethanol
gewaschen. Nach erneuter 15 minutiger Zentrifugation bei 18000 x g und 4T
wurde das Sediment zunachst getrocknet und anschlieBend in einem

geeigneten Volumen DEMPC behandeltem H,O gel6st.

3.4 Photometrische Bestimmung von Nukleinsdure-Konz entrationen

Die Konzentration von Nukleinsaureldsungen wurde mit Hilfe eines
Spektralphotometers bestimmt. Dabei entspricht eine Extinktionzsonm von 1
einer doppelstrangigen DNA Konzentration von 50 ng/pl und einer RNA
Konzentration von 40 ng/pl (Sambrook et al.,, 1989). Das Verhdltnis der
Extinktionen 260/280 nm und 260/230 nm gibt den Reinheitsgrad der DNA bzw.
RNA L6sung an und sollte zwischen 1,8 und 2,2 liegen.

3.5 Gelelektrophoretische Auftrennung von Nukleinsa uren

Agarose Gelelektrophorese von DNA

Die Auftrennung von DNA erfolgte in 0,7% — 1,8% Agarosegelen mit 1x TBE-
Puffer als Laufpuffer bei einer Spannung von 2-8 V/cm. Dazu wurden die DNA-
Losungen mit 1/6 Volumen DNA Probenpuffer versetzt. Nach der Auftrennung
wurde die DNA mittels Ethidiumbromid angefarbt, unter UV-Licht visualisiert
und mit Hilfe einer Geldokumentationsanlage ausgewertet.
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a) 10x TBE-Puffer

Komponente Endkonzentration Menge
Tris 890 mM 107,8 g
Borsaure 890 mM 55,09
Na,EDTA 20 mM 7549

ad 1000 ml H,O bidest., Autoklavieren

b) 6x DNA Probenpuffer

Komponente Endkonzentration Menge
1 M Tris/HCI, pH 7,5 20 mM 0,8 ml
87% Glycerin (v/v) 50% (v/v) 23,0 ml
Bromphenolblau (ges. Lsg.) 0,25% (v/v) 0,8 ml
Xylencyanol (ges. Lsg.) 0,25% (v/v) 0,8 ml

ad 40 ml H,O bidest.

Agarose Gelektrophorese von RNA

a) MOPS-Puffer

Komponente Endkonzentration Menge
MOPS 500 mM 104,7 g
EDTA 10 mM 3,79

ad 1000 ml H20O bidest., pH 7 mit NaOH einstellen

b) RNA Probenpuffer

Komponente Endkonzentration Menge
10x MOPS-Puffer 1x 100,0 ml
Formamid 50% (v/v) 5,0ml
37% Formaldehyd (v/v) 6,8% (V/v) 1,8 mi
87% Glycerin (v/v) 15% (v/v) 1,3 mi
Bromphenol (ges. Lsg.) 0,1% (v/v) 10 pl
Xylencyanol (ges. Lsg.) 1% (v/v) 100 pl
Ethidiumbromid (0,1 mg/ml) 0,5 pug /ml 50 pl

ad 10 ml H20 bidest.

Alle Arbeiten mit RNA erfolgten mit DMPC behandelten Ldsungen. Dazu
werden die Losungen mit 0,1% (v/v) DMPC versetzt, uber Nacht inkubiert und
anschlieend autoklaviert.

Die Auftrennung von RNA erfolgte in 1%igen Agarosegelen. Dazu wurden 1,1

g Agarose in Wasser durch Erhitzen gelost und anschlieBend mit 7 ml 10x
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MOPS und 2,5 ml 37%igem Formaldehyd versetzt. Die RNA-Proben wurden in
dem 4-fachen Volumen Probenpuffer aufgenommen, 10 Min bei 65T
denaturiert und auf Eis abgekihlt. Die Auftrennung der RNA erfolgte bei 2-8
V/cm mit 1x MOPS-Puffer als Laufpuffer. Nach der Auftrennung wurde die RNA

unter UV-Licht visualisiert und dokumentiert.

3.6 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Die Anlagerungstemperatur der Oligonukleotide liegt in der Regel 5-10C unter
der Schmelztemperatur der Oligonukleotide (TyC = 4x(G+C)+2x(A+T)) und
die Elongationszeit richtet sich nach der Fragmentgr63e und der verwendeten
Polymerase (Terag = 1 kb/min; Tepw, = 0,5 kb/min). Fur Plasmide wurden 200 ng,
fur genomische DNA 250 ng und fir PCR-Fragmente 10-20 ng als Vorlage
eingesetzt. Die Oligonukleotide wurden mit 50 pmol/ul in TE-Puffer gelost. Als
Gebrauchslésung wurden die Stammldsungen mit einer Endkonzentration von

20 pmol/ul in H,O bidest. verdunnt.

Praparative und analytische Amplifikation von DNA

a) PCR-Ansatz

Komponente Menge
DNA-Vorlage X ul
20 pmol/ul Oligonukleotid 1 1,25 ul
20 pmol/ul Oligonukleotid 2 1,25 pl
dNTPS (1,0 mM dATP+dTTP; 1,5 mM dCTP+dGTP) 8 ul
10x Puffer 5ul
Tag- bzw. Pfu-Polymerase 1l

ad H,O bidest. 50 pl

Fur analytische Zwecke wurde die Tag-Polymerase verwendet. Fur den
praparativen Ansatz wurde die Pfu-Polymerase mit Proof-reading Aktivitat

verwendet.

b) Temperaturprofil

Schritt Dauer Temperatur  Zyklen
Initiale Denaturierung 7 min 96C 1
Denaturierung 30s 96T
Annealing 30s x C 30
Elongation XS 72T

Finale Elongation 7 min 72T 1
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Kolonie-PCR

Bei der Kolonie-PCR fur E. coli wird als Matrize keine aufgereinigte DNA,
sondern Zellen verwendet. Dazu wurde mit einem sterilen Zahnstocher etwas
Material einer Bakterien-Kolonie von einer Agarplatte abgenommen und die
Zellen in den Reaktionsansatz Uberfuhrt. Die Bedingungen der PCR wurden
analog zur praparativen Amplifikation von DNA gewahlt.

Bei der Kolonie-PCR fiur H. volcanii wurde mit einem sterilen Zahnstocher
etwas Material einer Bakterien-Kolonie von einer Agarplatte abgenommen und
die Zellen in 100 ul H,O bidest. Uberfihrt. Davon wurden 2 ul in den
Reaktionsanstz Uberfiihrt. Die Reaktion wurde mit dem Taq PCR Master Mix

der Firma Qiagen nach Angaben des Herstellers durchgefihrt.

Fusions-PCR

Durch Fusions-PCR kdnnen verschiedene DNA-Abschnitte mit tberlappenden
Regionen ohne Ligation zu einem DNA-Stick zusammengesetzt werden. Dazu
werden die zu fusionierenden Abschnitte in dguimolaren Konzentrationen (ca.
200 ng) zunachst ohne Oligonukleotide in die PCR-Reaktion eingesetzt. Die
Anlagerungstemperatur liegt 5-10C unter der Ty des Uuberlappenden
Bereiches. Die Dauer der Anlagerung betrdgt 1 Min. Nach 5 Zyklen wurden
Oligonukleotide zur weiteren Amplifikation hinzugegeben und 20 Zyklen das
Temperaturprofil analog zur préaparativen Amplifikation durchgefuhrt.  Far
diesen Ansatz wurde der PCR Mastermix der Firma Qiagen nach Angaben des

Herstellers verwendet.

3.7 Spaltung von DNA mit Restriktionsendonukleasen

Zur Spaltung von Plasmid DNA wurden 5-10 pg DNA mit 5-10 U Enzym
versetzt und die Bedingungen nach Angaben des Herstellers gewahilt.
Restriktionsreaktionen wurden durch Hitzeinaktivierung bei 70T fir 10 Min

beendet.

3.8 Ligation von DNA
Die Ligation erfolgte mit 100-250 ng Vektor und einem molaren Vektor/Insert

Verhéltnis von 1/3 in einem Gesamtvolumen von 10 ul nach Angaben des
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Herstellers.

3.9 Transformation von Mikroorganismen

Transformation von E. coli

Zur Vorbereitung der E. coli Zellen fiur die Elektroporation wurden 500 ml einer
SOB*-Hauptkultur mit 10 ml einer E. coli XL1 Blue MRF’ Vorkultur inokuliert.
Nach Inkubation bei 37T und 250 Upm wurden die Zellen bei einer ODgpp=0,5
durch 20 minutige Zentrifugation bei 4000 x g und 4T geerntet. Alle folgenden
Schritte wurden auf Eis durchgefuhrt. Die Bakterienzellen wurden nacheinander
mit 250 ml, 125 ml und 25 ml kaltem 10%igem Glycerin gewaschen. Nach der
letzten Zentrifugation wurden die Zellen in je 150 pl 10%igem Glycerin
resuspendiert, in 70 pl Portionen aliquotiert und in flissigem Stickstoff Schock-
gefroren. Die Lagerung der E. coli Zellen erfolgte bei —80C.

Zur Transformation von DNA in E. coli wurden zunéchst die Zellen auf Eis
aufgetaut. Zu den Zellen wurden 2 pl des Ligationsansatzes oder 5 ng Plasmid
gegeben und die Zellsuspension in vorgekihlte Elektroporationskivetten
Uberfuhrt.

Nach der Elektroporation (Einstellungen: 800 Q; 1500 V; 25 pFarad) wurde 1 ml
SOB*-Medium hinzugegeben. Zur Regeneration und Auspragung der
Antibiotikaresistenz wurde der Ansatz fur 60 Minuten bei 37T inkubiert.
Danach wurden 10 pl und 100 pl der Bakterienkultur auf ein selektives

Nahrmedium ausplattiert. Die Platten wurden tber Nacht bei 37 T inkubiert.

Transformation von H. volcanii

Fur die PEG vermittelte Transformation wurden 2 ml einer exponentiellen H.
volcanii Kultur durch 2 minttige Zentrifugation bei 6000 x g geerntet. Das
Zellsediment wurde in 180 pul SBL/EDTA (10/1 SBL/EDTA-LGsung)
resuspendiert und die Spharoblastenbilung mikroskopisch kontrolliert. Nach
Zugabe von 20 pl DNA-L6sung (2-5 pg Plasmid-DNA in 0,8 M NaCl) wurden die
ReaktionsgefalRe 20-mal vorsichtig invertiert und fir 5 Min bei Raumtemperatur
inkubiert. Die Suspension wurde mit 210 pul PEG-L6sung versetzt. Nach 20
mindtiger Inkubation bei Raumtemperatur wurde die Aggregatbildung der Zellen
mikroskopisch kontrolliert. Der Ansatz wurde mit 1800 ul SVL versetzt, 100 ul
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der Zellsuspension auf Selektivmedium ausgespatelt und bei 42T inkubiert.

a) Sphéaroblastenbildungslosung (SBL)

Komponente Endkonzentration

NaCl 800 mM
KCI 27 mM
1 M Tris/HCI pH 8,2 50 mM
Saccharose 15% (w/v)

ad 500 ml H,O bidest., sterilfiltrieren

b) Spharoblastenverdiinnungslésung (SVL)

Komponente Endkonzentration

NaCl 34M
MgSO,4 x 7 H,0 175 mM
KCI 34 mM
1 M Tris/HCI; pH 7,2 50 mM
CaCl, x 2 H,O 5mM
Saccharose 15% (w/v)

ad 500 ml H,O bidest., sterilfiltrieren

c) EDTA-LOsung

Komponente Endkonzentration
EDTA 500 mM
ad 100 ml SBL, pH 8,2 einstellen, steril filtrieren

d) PEG-L6sung

Komponente Endkonzentration
PEG 600 60% (v/v)
SBL 40% (viv)

3.10 DNA Sequenzierung nach Sanger

Menge
23449
109
25,0 ml
75,090

Menge
100,0 g
21649
1,39
25,0 ml
0,449
75,00

Menge
18,59

Menge
6,0 ml
4.0 ml

Die Sequenzierung von Plasmiden und PCR-Produkten wurde mit der

Kettenabbruchreaktion nach Sanger durchgefiihrt (Sanger et al., 1977). Zur

Sequenzierung von Plasmid DNA wurden 150 ng als Vorlage eingesetzt. Die

Menge der eingesetzten DNA bei PCR-Produkten hing von der Grol3e der

Fragmente ab und betrug 3-25 ng.Nach der Amplifikation wurde der PCR-
Ansatz zur Féallung der DNA mit 10 ul H,O bidest., 2 pl 3 M Natriumacetat-
Losung pH 4,6 sowie 250 ul 96% EtOH versetzt und 15 Minuten bei

Raumtemperatur inkubiert. Anschlie3end wurde fir 15 Minuten bei 18000 x g
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zentrifugiert. Der Uberstand mit Gberschussigen Oligonukleotiden, dNTPs und
fluoreszenzmarkierten ddNTPs wurde verworfen, die DNA mit 250 pl 70% EtOH
gewaschen und fir 5 Min bei 18000 x g zentrifugiert. Nach Abnehmen des
Uberstandes wurde die DNA getrocknet und die Sequenz Analyse durch die
Firma SRD, Frankfurt durchgefihrt.

a) Reaktionsansatz

Komponente Menge

DNA X ng
Big Dye Terminator RR Mix 1,0 pl
Reaktionspuffer 1,5l
Oligonukleotid 5 pmol

ad 10 pl H,O bidest.

b) Temperaturprofil

Schritt Dauer Temperatur  Zyklen
Denaturierung 10 Sek 96C
Anlagerung 5 Sek 50C 25
Elongation 4 Min 60C

3.11 DNase-Behandlung von RNA

Zur Entfernung von genomischer DNA wurde Gesamt RNA aus H. volcanii mit

RQ1 RNase freier DNase der Firma Promega behandelt.

Komponente Endkonzentration Menge
Gesamt RNA 6 ug X Ml
DNase 6U 6 ul
10x Puffer 1x 6 ul

ad 60 pl DMPC H,O

Es folgte eine einstindige Inkubation bei 37C. Die Reaktion wurde
anschlieBend durch die Zugabe von 6 pl Stopp Loésung und 10 mindtige
Inkubation bei 65T beendet. Zur Reinigung der RNA folgte eine Behandlung

nach dem Clean up Protokoll des RNeasy Mini Kits der Firma Qiagen.
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3.12 cDNA-Synthese

a) Reaktionsansatz

Komponente Menge
Zufallshexamere (1mg/ml) 0,6 ul
dNTPS (1,0 mM dATP+dTTP; 1,5 mM dCTP+dGTP) 8,0 ul
Reverse Transkriptase 3,0 ul
RNA X ul
5x Puffer 8,0 ul

ad 40 yul DMPC H,O

Zur Synthese der cDNA wurde die RNA zunéachst 10 Min bei 65T denaturiert.
Die Anlagerung der Zufallshexamere erfolgte fir 5 Min auf Eis. Nach Zugabe
von 2 pl Reverser Transkriptase wurden die Ansatze 60 Min bei 42<C inkubiert.
Nach erneuter Zugabe von 1 pl Reverser Transkriptase wurde wieder fir 60
Min bei 42T inkubiert. Die Reaktion wurde durch 5 minutiges Erhitzen der
Ansatze bei 80T inaktiviert.

3.13 RealTime-PCR Analyse
Zur Quantifizierung von Transkript-Mengen wurde DNA-freie cDNA als Matrize

fur die RealTime-PCR Analyse eingesetzt.

a) Reaktionsansatz

Komponente Endkonzentration/Menge

cDNA 1l
Oligonukleotid 1 0,8 uM
Oligonukleotid 2 0,8 uM
DyNAmMo SYBR Green qPCR Master Mix 12,5 ul

ad 25 ul H,O bidest.

b) Temperaturprofil

Schritt Dauer Temperatur  Zyklen
Initiale Denaturierung 10 Min 94<C
Denaturierung 30 Sek 94<C
Annealing 45 Sek 65 C 60
Elongation 60 Sek 72T

Finale Elongation 5 Min 72C
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Nach Beendigung der PCR-Reaktion wurden die Proben auf 99T erhitzt und
der Schmelzpunkt jeder Probe bestimmt.

Fur jede Probe wurde der Schnittpunkt mit dem Schwellenwert kalkuliert (C+-
Wert) und die Daten wurden mit Hilfe der AAC+-Methode ausgewertet (Livak &
Schmittgen, 2001). Die Ci-Werte des Kontrolltranskripts ribL10 bzw. hpyA
wurden zur Normalisierung der dhfr Transkript-Mengen genutzt. Die Transkript-
Mengen der endogenen dhfr wurden durch die Analyse eines Stammes ohne
Plasmidkodierte dhfr bestimmt (pNP10). Der Anteil der endogenen dhfr
Transkript-Mengen wurde von allen analysierten Proben subtrahiert. Die
Transkript-Menge des Stammes mit dem Kontrollplasmid pMB1, der fur eine
dhfr ohne 5- und 3-UTR kodiert, wurde gleich 1 gesetzt. Zur
Qualitatssicherung der Analyse wurden Kontrollen mit Wasser als Matrize
mitgefuihrt, und die synthetisierten Produkte anhand der Schmelzkurven
kontrolliert.

3.14 crRT-PCR Analyse zur Bestimmung untranslatiert er Regionen von
MRNAs

Zur Bestimmung der UTRs von mRNAs wurde zundchst Gesamt RNA aus H.
volcanii 10 Min bei 65T denaturiert und anschlie3end zirku larisiert. Dazu

wurde die Reaktion wie folgt zusammen gesetzt:

Komponente Endkonzentration Menge
Gesamt RNA 5-10 pg X Ml
T4 RNA Ligase 40 U 2,0 ul
RNase Inhibitor 10U 0,5 ul
10x Puffer 1x 2,5 ul

ad 25 yl DMPC H,O

Die Inkubation erfolgte fir 60 Min bei 37TC. Anschliel3end wurden die Proben
auf 500 ul aufgefillt und mit Phenol/Chloroform extrahiert. 5-10 g ligierte RNA
wurden anschlielend mit 0,5 pmol genspezifischer Oligonukleotide in cDNA
umgeschrieben. Die cDNA der 5’-3'-ligierten RNA wurde dann in Anwesenheit
der PCR1/PCR2 Oligonukleotide mittels PCR und dem Mastermix der Firma
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Qiagen amplifiziert. Die PCR-Produkte wurden gelelektrophoretisch aufgetrennt
und aus dem Gel extrahiert. In einer zweiten PCR-Reaktion wurden 10-20 ng
der extrahierten DNA mit den verschachtelten Oligonukleotiden NES1/NES2
und dem Mastermix der Firma Qiagen reamplifiziert. Die zweite PCR-Reaktion
verstarkt die Spezifitatt der PCR-Produkte und eliminierte falsch positve
Fragmente der ersten PCR-Reaktion. Die PCR-Produkte der 5’-3’-ligierten RNA
wurden anschlie3end durch Sequenzierung analysiert.

Zur Analyse multipler Terminationsstellen wurden die Nested PCR-Produkte mit
glatten Enden uber eine EcoRV Schnittstelle in den Vektor pSKIl integriert und

zehn Klone durch Sequenzierung analysiert.

4. Biochemische Methoden

4.1 DHFR-AKktivitatstest und Bestimmung der Translat  ionseffizienz

Aerobe H. volcanii Kulturen wurden in Komplexmedium mit 0,35 pg/mli
Novobiocin kultiviert. Zum Aufschluss der Zellen wurden 10 ml H. volcanii-
Kultur 20 Min bei 3200 x g und 4T sedimentiert, mit 5 ml Basalsalz gewaschen
und in 1 ml Basalsalz resuspendiert. Der Zellaufschluss erfolgte im
Ultraschallgerat durch 2 x 30 Sek Beschallung (output control: Stufe 5; duty
cycle: 50 %), wahrend die Zellsuspension auf Eis gehalten wurde. Die
Zelltrummer wurden durch 30 minutige Zentrifugation bei 4C und 18000 x g in
abgetrennt. Der Uberstand wurde fir die Proteinbestimmung und die
Aktivitatstests eingesetzt.

Im ml-Format erfolgte die Messung der Oxidation des NADPH bei 340 nm in
UV-Quartz-Kivetten in einem auf 25T temperierten P hotometer. Der Puffer
wurde ebenfalls auf 25T temperiert.

Die Messung im Mikrotiterplatten-Format erfolgte ebenfalls bei 340 nm in einem
auf 25T temperierten SPECTRAmMax 340PC 354 Photometer. Die Schichtdicke
wurde automatisch vom Photometer ermittelt und mit der Extinktionsdnderung

verrechnet.
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a) Phosphat/Citrat-Puffer

Komponente Endkonzentration Menge
Kaliumphosphat 25 mM

KsHPO, » 3 H,O 57 g
KH2PO,4 3449
Citrat 25 mM 489
KCI 3M 111,89

ad 1000 ml H,O bidest., pH 6,0 mit KOH einstellen

b) Reaktionsansatz im ml-Format

Komponente Endkonzentration Menge
Zelllysat 100 pl
0,5 mM DHF 50 uM 100 pl
1 mM NADPH 0,1 mM 100 pl
3 M KCI in Phosphat/Citrat-Puffer 21 M 700 pl
c) Reaktionsansatz im Mikrotiterplatten-Format

Komponente Endkonzentration Menge
Zelllysat 50,0 ul
1 mM DHF 50 uM 12,5 ul
1 mM NADPH 80 uM 20,0 pl
3 M KCI in Phosphat/Citrat-Puffer 2M 167,5 ul

Im ml-Format erfolgte die Messung der Oxidation des NADPH bei 340 nm in
UV-Quartz-Kivetten in einem auf 25T temperierten P hotometer. Der Puffer
wurde ebenfalls auf 25T temperiert.

Die Messung im Mikrotiterplatten-Format erfolgte ebenfalls bei 340 nm in einem
auf 25C temperierten SPECTRAmax 340PC384 Photomete r. Die Schichtdicke
wurde automatisch vom Photometer ermittelt und mit der Extinktionsdnderung
verrechnet.

Die NADPH-LAsung wurde vor jeder Messreihe frisch mit H,O bidest. angesetzt
und auf Eis gelagert. Die DHF-L6sung wurde aus einer 10 mM-Stammlésung
(Lagerung bei -20C) hergestellt, die Verdinnung er folgte in Phosphat/Citrat-
Puffer. Die Extinktionsabnahme war bei allen Messungen mindestens 3 Min
linear.

Die Enzymatische Aktivitat wurde mit Hilfe des Extinktionskoeffizienten von
6,22 Immol*cm™ kalkuliert. Nach der Proteinbestimmung konnte die
spezifische Enzymaktivitdt in nkat/mg Gesamt-Protein berechnet werden. Die

endogene DHFR-Aktivitat wurde durch die Analyse eines Stammes ohne
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Plasmidkodierte DHFR (pNP10) ermittelt. Zur Korrektur wurde die endogene
DHFR-Aktivitat von allen Proben subtrahiert.

Die Translationseffizienzen wurden durch Division der spezifischen
Enzymaktivitaiten durch die entsprechenden Transkript-Mengen. Drei
unabhangige Experimente wurden durchgefihrt und die Mittelwerte mit

Standardabweichung berechnet.

4.2 Proteinbestimmung (BCA-Assay)

Zur Bestimmung von Proteinkonzentrationen nach der BCA-Methode (Smith et
al., 1985) wurde das BCA Protein Assay Kit der Firma Pierce eingesetzt. Die
Methode beruht auf der Biuret-Reaktion von Proteinen mit Cu?* zu Cu* im
alkalischen Milieu. Das gebildete Cu® wird von BCA komplexiert. Die farbigen
Komplexe zeigen eine starke Absorption bei 562 nm.

Zur Proteinbestimmung wurden in einer Mikrotiterplatte jeweils 10 pl
Proteinlosung mit 200 pl Nachweisreagenz versetzt und fir 30 Min bei 37C
inkubiert.  Die  Konzentrationen der  Proteinlosungen  wurden in
Doppelbestimmung und geeigneten Verdinnungen bestimmt. Als Standard
dienten BSA-Losungen bekannter Konzentrationen (0-2 mg/ml). Nach Abkuhlen
der Proben auf Raumtemperatur wurde die Absorption bei 562 nm im

Photometer bestimmt.
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IV. ERGEBNISSE

1. Identifizierung der 5- und 3-UTRs haloarchaea ler Transkripte
mittels crRT-PCR

Fur Eukaryoten ist allgemein bekannt, das UTRs wichtige biologische Funktionen,
wie die Reguluation der Translation, kontrollieren kbnnen (Chabanon et al., 2004;
de Moor et al., 2005; Mazumder et al., 2003; Mignone et al., 2002; Pesole et al.,
2000; Wilkie et al.,, 2003). Fur Archaea dagegen ist die einzige bisher
charakterisierte Funktion der Selenocysteineinbau am Stopkodon in einigen
methanogenen Archaea (Rother et al., 2001). Allerdings enthalten die meisten
Archaea kein Selenocystein. Daher stellt der Selenocysteineinbau eine eher
spezifische Funktion dar. Es kann anngenommen werden, dass archaeale UTRs
durchaus Funktionen &ahnlich zu eukaryotischen UTRs besitzen kénnen. Zur
Charakterisierung der Funktionen haloarchaealer UTRs wurden zunachst die
UTRs ausgewahlter Transkripte aus H. volcanii bestimmit.

Zur Bestimmung der 5’- und 3’-UTRs von Transkripten aus H. volcanii wurde eine
kirzlich entwickelte Methode (Abbildung 5A) nach Kuhn und Binder angewendet
(Kuhn & Binder, 2002). Dazu wurde zellulare RNA isoliert und mittels T4-RNA-
Ligase zirkularisiert. Die RNA ausgewahlter Gene wurde mittels genspezifischer
Oligonukleotide in cDNA umgeschrieben. Durch zwei aufeinanderfolgende
verschachtelte PCR-Reaktionen konnte ein PCR-Fragment amplifiziert werden,
welches sowohl die bereits bekannten 5’- und 3’-Regionen des ORF enthalt, als
auch die unbekannten 5’- und 3’-UTRs des Transkripts. Sequenzierung des PCR-
Produkts und ein Abgleich mit der genomischen Sequenz erlaubte die
Identifizierung der 5’- und 3-’Enden der ausgewaéhlten RNA. Ein reprasentatives
Beispiel ist in Abbildung 5B gezeigt. In einigen Féllen variierte die Signalintensitét
der Sequenz Uber die gesamte Lange des PCR-Produkts und ein oder mehrere
Abstufungen der Signalintensitat konnten beobachtet werden (Abbildung 5C).
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Abbildung 5: Bestimmung der 5'- und 3’-Enden haloar ~ chaealer Transkripte

(A) Schematische Ubersicht der crRT-PCR. Die Ubersicht zeigt die verschiedenen Schritte des
crRT-PCR-Protokolls zur Bestimmungen der 5’- und 3’-Enden der haloarchaealen Transkripte. (B)
Sequenz eines PCR-Produkts mit einem spezifischen 3'-Ende (Nr. 12 in Tabelle 7). Das Start-
und das Stopkodon sind markiert und die Ligationsstelle von 5’- und 3’-UTR ist durch einen Pfeil
gekennzeichnet. (C) Sequenz eines PCR-Produkts mit multiplen 3'-Enden. (Nr. 7 in Tabelle 7).
Unterschiedliche Signalintensitaten sind durch Linien markiert und die Ligationsstelle von 5’- und
3-UTR ist durch einen Pfeil gekennzeichnet. (D) Sequenzen zweier Klone nach der Klonierung
des PCR-Produkts (Nr. 7 in Tabelle 7). Die Ergebnisse der Sequenzierungen zweier
unterschiedlicher E. coli Klone ist gezeigt. In beiden Beispielen sind das Start- und das Stopkodon
markiert und die Ligationsstelle von 5'- und 3-UTR ist durch einen Pfeil gekennzeichnet. (E)
Ergebnis der Sequenzierung von zehn E. coli Klonen. Die Sequenzen funf verschiedener 3'-
Enden und deren Haufigkeit sind dargestellt. Bei allen Klonen war das 5’-Ende identisch.
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Diese Beobachtung legte die Vermutung nahe, dass entweder das 3’- oder das
5-Ende des jeweiligen Transkripts oder beide nicht einheitlich vorlagen. Das
PCR-Produkt wurde in einen E. coli Vektor integriert und zehn Klone analysiert.
Es stellte sich heraus, dass in allen Féllen das 5-Ende identisch war, aber das 3'-
Ende des Transkripts variierte (Abbildung 5D-E). Die Variabilitat einiger 3'-Enden
konnte einerseits durch RNA-Degradation am 3’-Ende oder durch verschiedene
Transkriptionsstops verursacht worden sein.

Zirkularisierung von Transkripten mit T4-RNA-Ligase ist nur mdglich, wenn die 5’-
Enden monophosphoryliert vorliegen. Dies fihrte zunachst zu der Annahme,
dass nur prozessierte Transkripte mit Hilfe dieser Methode analysiert werden
kobnnen (Kuhn & Binder, 2002), aber es stellte sich heraus, dass auch die
Untersuchung von Primartranskripten maoglich ist. Celesnik et al. konnten zeigen,
dass ca. 20 % der Transkripte in E. coli monophosphoryliert vorliegen und die
erste Abbaustufe zur RNA-Degradation darstellen (Celesnik et al., 2007). In
einigen Fallen fuhrte die hier beschriebene Methode nicht zur Identifizierung von
3- und 5-Enden. In diesen Féllen koénnte die Behandlung mit einer
Pyrophosphatase helfen (Zhang & Liu, 2006).

Mittels crRT-PCR wurden 17 Transkripte aus H. volcanii analysiert (Tabelle 7).
Bei der Auswahl der Gene wurden moglichst viele funktionelle Kategorien wie
z.B. Katabolismus, Anabolismus, Genregulation und Translation abgedeckt. Ein
weiteres Kriterium war die Einordnung nach translationaler Regulation (Lange et
al., 2007). Gene mit der Nr. 1-4 (Tabelle 7) konnten in einer friheren Studie als
Wachstumsphasen-abhangig translationsreguliert identifiziert werden (Lange et
al., 2007). Gene mit der Nr. 5-17 zeigten in derselben Studie keine Regulation der
Translation. Das Ergebnis der 17 untersuchten Transkripte ist in Tabelle 7
dargestellt. Die EMBL Nukleotid-Datenbank (http://www.ebi.ac.uk/embl/) und die
NCBI Literatur-Datenbank (http://www.pubmed.de/data/nlm.link.html) wurden
nach bereits bestimmten 5- und 3’-Enden von Transkripten aus H. volcanii
durchsucht und alle publizierten Beispiele wurden in Tabelle 7 dargestellit.

Die Mehrzahl der haloarchaealen Transkripte besitzt keine 5’-UTR. Im Gegensatz

dazu besitzen alle RNAs eine 3'-UTR (siehe auch Kapitel 5).
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Tabelle 7: 5-UTRs und 3’-UTRs von Transkripten aus  H. volcanii

Gene mit der Nr. 1-4 konnten in einer friheren Studie als Wachstumsphasen-abhangig
translationsreguliert identifiziert werden (Lange et al., 2007). Gene mit der Nr. 5-17 zeigten in
derselben Studie keine Regulation der Translation.

NI Kennzeichenl ™ Funktion 5-UTR[nt]  3-UTR[nt]

Transkripte aus dieser Studie

1 FS 451E8 Ribonuklease HIl rnhB 0 95
2 FS 437B8 Transkriptionsregulator hoxA 14 30
3 FS 448H7 Konserviertes hypothetisches Protein 22 45
4 FS 452E1 Ferrichrom-binde Protein 0 22
5 FS 436G6 Rieske 2Fe-2S Protein 1 78
6 FS 433H6 Transkriptionsregulator arcR 1 73
7 FS 459C6 Glukose-1-Dehydrogenase 0 79
8 FS431G8 Cdc Zellteilungsprotein ftsH 1 76
9 FS 458C1 Transkriptionsfaktor B (unterschiedlich zu Nr.18) 5 53
10 FS 431F1 Bakterielles extrazellulares Solut-binde Protein 5 47
11 FS 451C1 Dihydrofolatreduktase folA 1 101
12 FS 436F5 Mandelatracemase 0 153
13 FS 434E1 Signal Peptid Peptidase 16 34
14 FS 441B9 Konserviertes hypothetisches Protein 1 122
15 FS 456E3 Kalteschock Transkriptionsregulator 3 49
16 FS 456E4 Konserviertes Protein 30 55
17 FS 456E5 Konserviertes hypothetisches Protein 14 33
Transkripte aus friheren Studien
18 (Thompson et al., 1999) Transkriptionsfaktor B (unterschiedlich zu Nr. 9) 79 n.b.
19 M97486 Superoxiddismutase 1 sod1 15 140
20 M97487 Superoxiddismutase 2 sod2 19 18
21 X58924 Ribosomales Protein L1e 63 41-55
22 X58924 Ribosomales Protein L11e 0-1 24-66
23 (Kuo et al., 1997) Hitzeschock Protein cctl 4-5 n.b.
24 (Kuo et al., 1997) Hitzeschock Protein cct2 5 n.b.

Das Kennzeichen der Transkripte aus dieser Studie ist die Bezeichnung von Genen einer Bibliothek (Zaigler
et al.,, 2003); das Kennzeichen von Transkripten friherer Studien ist entweder die Zugangs-Nr.
(www.ebi.ac.uk/embl/) oder die Referenz zur Publikation; n. b. nicht bestimmt.

2. ldentifizierung kleiner nichtkodierender RNASs in H. volcanii mittels
CcrRT-PCR

Mit Hilfe der crRT-PCR nach Kuhn und Binder (Kuhn & Binder, 2002) ist neben
der UTR-Bestimmung von mRNAs auch die Bestimmung der 3’- und 5-Enden
kleiner nichtkodierender RNAs (ncRNAs) aus H. volcanii mdoglich. Als
reprasentatives Beispiel ist die Analyse der ncRNA4s dargestellt (Abbildung 6).
Diese ncRNA aus H. volcanii wurde im Rahmen eines Kooperationsprojektes von

der AG Marchfelder, Universitat Ulm, identifiziert.
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Abbildung 6: Genomisch er Kontext der SRNA45 im Genom von  H. volcanii
tat "Tat twin-arginine translocation pathway signal sequence domain protein®“; sbtp
“Succinoglycan biosynthesis transport protein”

In Abbildung 7 dargestellt ist die Amplifikation der erzeugten cDNA. Die Analyse
der ncRNA erfolgte durch Sequenzierung. Wie in Abbildung 7A zu erkennen,
wurden zwei Fragmente bei der ersten PCR-Reaktion amplifiziert. Beide
Fragmente wurden separat aus dem Agarosegel extrahiert und ergaben nach
anschlieBender Reamplifikation dasselbe PCR-Fragment (Abbildung 7B).

Bp Abbildung 7: crRT-PCR der kleinen nicht
" kodierenden RNA 45 aus H. volcanii

(A) 1. PCR nach cDNA-Synthese (B) 2.

verschachtelte PCR; PCR-Produkt nach 10

500— Zyklen Amplifikation.

Fragment 1
Fragment 2

<€— Fragment 1
10

Nach Sequenzierung des PCR-Fragmentes der verschachtelten PCR der crRT-
PCR-Analyse konnte das PCR-Fragment sequenziert und nach Abgleich mit der
genomischen Sequenz somit die 5’- und 3’-Enden der ncRNA identifiziert werden.
Die mittels crRT-PCR ermittelte Sequenz unterschied sich in drei am 3’-Ende

zusétzlichen Nukleotiden von der in UIm ermittelten Sequenz (Abbildung 8).
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SRNA 5 (UIm) 5. GCGTACCTCAAGTCCCCGGCCGAGTGTTCCCGCTTCGGGAGCGATGACAG
SRNA ,; (crRT-PCR) 5. GCGTACCTCAAGTCCCCGGCCGAGTGTTCCCGCTTCGGGAGCGATGACAG

CACGGCGAACCCGGGTGCGCAATAGCTACTGGCCGGCTGACGCCGGCGTA
CACGGCGAACCCGGGTGCGCAATAGCTACTGGCCGGCTGACGCCGGCGTA

CTTCGGAACGTCTGCGCCCGAAAGACGGACCGCCCGGCACGAGGGTTTCC
CTTCGGAACGTCTGCGCCCGAAAGACGGACCGCCCGGCACGAGGGTTTCC

CGGTCGACGCGGCACGCCGCCTCGGGATGAGACCGGCCGTTAGTGTTCTG
CGGTCGACGCGGCACGCCGCCTCGGGATGAGACCGGCCGTTAGTGTTCTG

GGCGACAC -3
GGCGACACCTB'

Abbildung 8: Sequenz-Analyse der sSRNA ;5 aus H. volcanii
Dargestellt ist die von der AG Marchfelder ermittelte Sequenz (rot) und die durch crRT-PCR im
Rahmen dieser Arbeit ermittelte Sequenz (grin).

3. Promotorstruktur in  H. volcanii

Zur Charakterisierung basaler haloarchaealer Promotorelemente wurden
Sequenzabschnitte von -130 bis +20 Nukleotide relativ zum experimentell
bestimmten  Transkriptionsstart aus der partiellen Genom-Datenbank
(http://www.tigr.org) von H. volcanii extrahiert. Zur Identifizierung potenziell
funktionaler DNA Motive mit einem fixierten Abstand zum Transkriptionsstart
wurde ein Sequenz-Logo (Gorodkin et al., 1997; Schneider & Stephens, 1990) fur
alle Gene aus H. volcanii mit bekanntem 5’-Ende generiert (Abbildung 9).

Die TATA-Box ist das prominenteste Promotorelement, zentriert um Position -27/-
28 mit der Konsensussequenz ,TTWT". Stromaufwarts der TATA-Box ist das
»rranskriptionsfaktor B Recognition Element® (BRE) konserviert. Die
Konsensussequenz des BRE-Elementes ist im Vergleich zum ,AA" Motiv,
welches in friheren Studien entdeckt wurde, (Slupska et al., 2001; Soppa, 1999)
auf ,CnAA* erweitert. Die Promotoranalyse fuhrte zusatzlich zu der Entdeckung
eines ,WW* Elements an der Position -10/-11. Der konservierte Abstand zur
TATA-Box, zum BRE und dem Transkriptionsstart weist darauf hin, dass es sich

bei diesem neuen Element um ein bona fide Promotor-Element handelt. Es bleibt
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noch zu ermitteln, welches DNA-bindende Protein Interaktionen mit diesem

Element eingeht. Kandidaten sind TFB und die RNA-Polymerase.
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Abbildung 9: Identifizierung basaler Promot or-Elemente stromaufwarts von Genen
aus H. volcanii

Sequenzen von -130 bis +20 relativ zu allen experimentell bestimmten Transkriptionsstarts von
Genen aus H. volcanii (Tabelle 7) wurden zur Generierung eines Sequenz-Logos verglichen.
Das Sequenz-Logo wurde mit Hilfe des Programms ,RNA Structure Logo* (Gorodkin et al., 1997)
konstruiert. Die H6he der aufrecht abgebildeten Buchstaben entspricht dem Konservierungsgrad
der Nukleotide an dieser Position, gemessen in ,bits“. Umgekehrte Buchstaben reprasentieren
Nukleotide, deren Auftreten an dieser Position geringer ist, als bei willkirlichen Sequenzen
desselben GC-Gehalts, wobei die Hohe dem Grad der Unterrepréasentation entspricht.

4. Termination der Transkription in ~ H. volcanii

Zur Identifizierung von Sequenz-Motiven, die fur die Termination der
Transkription in H. volcanii von Bedeutung sein kénnten, wurden die letzten 80
Nukleotide der transkribierten DNA und 50 Nukleotide stromabwarts des
Transkriptionsstops fir alle Gene mit experimentell bestimmten 3’-Enden zu
einem Sequenz-Logo zusammen gesetzt (Abbildung 10A). Ein penta-U Motiv ist
am 3’-Ende der Transkripte hoch konserviert. Aul3er diesem Element konnten
weder stromaufwarts, noch stromabwarts des Transkriptionsstops konservierte
Motive identifiziert werden. Zur Identifizierung strukturell konservierter Elemente
wurden alle 3'-UTRs in silco unter Verwendung des ,mfold web servers 3.2“
(Zuker, 2003) gefaltet. 12 von 17 3’-UTRs zeigten eine Haarnadelstruktur, welche
dem penta-U Motiv vorausging oder einige der Us enthielt. (Tabelle 7: Transkripte
1-17; auler 6-9, 14). Aus Abbildung 10B wird anhand der minimalen freien

Energien (AG) ersichtlich, dass die Struktur der Haarnadeln nicht uniform ist,
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diese aber aus einer oder mehreren Ausbuchtungen bestehen, und
unterschiedlich viele Nukleotide im Stamm enthalten kdnnen. Drei typische
Beispiele sind in Abbildung 10C gezeigt.
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Abbildung 10: Termination der Transkription in H. volcanii

(A) Sequenzen von -80 bis +50 relativ zum experimentell bestimmten Transkriptionsstop aller in
Tabelle 7 dargestellten Gene aus H. volcanii wurden aus Datenbanken extrahiert. Ein Sequenz-
Logo wurde unter Verwendung des Programms ,RNA Structure Logos" (Gorodkin et al., 1997)
generiert. (B) Minimale freie Energien putativer Haarnadelstrukturen am 3’-Ende der Transkripte
aus Tabelle 7 nach Faltung mit Hilfe des Programms mfold (Zuker, 2003) (C) Drei typische
Beispiele von putativen Sekundarstrukturen am 3’-Ende von Transkripten aus H. volcanii. Die
Strukturen wurden mit Hilfe des Programms mfold vorhergesagt (Zuker, 2003). Von links nach
rechts sind die Transkripte Nr. 4, 15 und 16 aus Tabelle 7 gezeigt.
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Zusammen mit der Entdeckung der variablen 3’-Enden (Kapitel 1.1 der
Ergebnisse) lassen diese Beobachtungen den Schluss zu, dass die Termination
der Transkription in H. volcanii an einer oder mehreren Positionen stromabwarts
des penta-U Motivs, welches haufig Haarnadelstrukturen nachgestellt ist,

stattfinden kann.

5. Strukturelle Eigenschaften von UTR-Sequenzen

5.1 Transkripte mit und ohne 5’-UTR in  H. volcanii

Transkripte ohne 5-UTR besitzen keine oder nur wenige Nukleotide
stromaufwérts des translationalen Startkodons. Falls vorhanden, muss die 5'-
UTR lang genug sein, um eine Shine-Dalgarno-Sequenz enthalten zu kbnnen. Es
konnte gezeigt werden, dass mindestens 3-7 Nukleotide zwischen Startkodon
und dem 3-Ende der SD-Sequenz vorhanden sein missen (Sartorius-Neef &
Pfeifer, 2004; Shultzaberger et al., 2001), und dass eine SD-Sequenz aus
mindestens funf Nukleotiden besteht (Brenneis et al., 2007). Daher wurden in
dieser Arbeit erst Sequenzabschnitte mit mehr als 10 Nukleotiden als 5-UTR
betrachtet.

In H. volcanii besitzen 15 von 23 Transkripten keine 5’-UTR, also mehr als 2/3
aller analysierten Transkripte (Tabelle 7). Ist eine 5-UTR vorhanden, dann
betragt die durchschnittliche Lange 19 Nukleotide. Die 5-UTRs sind insgesamt
also kurzer als in Eukaryoten, wo sie eine durchschnittliche Lange von ca. 100
Nukleotide aufweisen (Mazumder et al., 2003). Die Sequenzen der 5'- und 3'-
UTRs verschiedener Taxa wie Mensch, Vogel, Nager oder Affe zeigen
unterschiedliche Basenzusammensetzungen. In diesen Organismen besitzt die
5-UTR einen hoheren GC-Gehalt (60%) als die 3'-UTR (45%; Abbildung 11;
Pesole et al., 2000). In H. volcanii entspricht der GC-Gehalt der 5’-UTRs dem der
kodierenden Regionen und der 3'-UTRs (Abbildung 11). Unterschiede in der
Basenkomposition wie bei den 0.g. Vertebraten konnten nicht festgestellt werden.
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Abbildung 11: GC-Gehalt der untranslatierten Region  en und der ORFs von Transkripten
aus H. volcanii

GC-Gehalt der 5- und 3-UTRs und des ORF der im Rahmen dieser Arbeit untersuchten
Transkripte aus Tabelle 7.

Bisher wurde angenommen, dass die Initiation der Translation bei haloarchaealen
Transkripten mit 5-UTR dem konventionellen Mechanismus folgt. Demnach
wurde in allen 5-UTRs eine SD-Sequenz vermutet. Uberraschenderweise ist nur
in wenigen haloarchaealen 5’-UTRs eine SD-Sequenz konserviert und nur zwei
von acht Transkripten mit 5’-UTR besitzen eine putative SD-Sequenz (Abbildung
12). Bisher ist unklar, wie die Translation bei Transkripten mit 5-UTR und ohne
SD-Sequenz initiiert wird. Der Mechanismus, der spezifisch fur Transkripte ohne
5-UTR ist, kann von Transkripten mit 5’-UTR nicht genutzt werden. Bisher wurde
angenommen, dass die Translation von Transkripten mit 5’-UTR in Archaea Uber
eine Interaktion der SD-Sequenz mit der 16S rRNA initiiert wird. Daher war die
experimentelle Charakterisierung der Translationsinitiation bei Transkripten mit
5-UTR ohne SD-Sequenz in vivo wichtig (siehe Kapitel 6 der Ergebnisse).
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GGAGGUGA

Nr. 2, Transkriptionsregulator hoxA
AGAUAGCGAGACAGAUG

Nr. 3, Konserviertes hypothetisches Protein
GACCACGACGACGCGGGUCGAUAUG

Nr. 13, Signal Peptid Peptidase
CCAUGAGUGAUUCACCGUG

Nr.16, Konserviertes Protein
ACGCAAUACGAACGACGCGGAAUCUGGGCGGUG

Nr. 17, Konserviertes hypothetisches Protein
GAACGGUGAAGGCAAUG

Nr. 18, Transkriptionsfaktor B
41nt- CUUCCCGGCCGAGACGUAUCCGQOECCUUCCACCCCACCAUG

Nr. 20, Superoxid Dismutase sod1
GCGAACACCUUACCAAUG

Nr.21, Superoxid Dismutase sod2
GAUACGGAGGUUACACAUUAUG

Abbildung 12: 5’-UTRs von Transkripten aus  H. volcanii

Gezeigt sind die 5-UTRs aller analysierten Transkripte aus H. volcanii inklusive
Translationsinitiationskodons (siehe auch Tabelle 7). Die Konsensussequenz der haloarchaealen
SD-Sequenz (Sartorius-Neef & Pfeifer, 2004) ist oben gezeigt. In E. coli betragt der optimale
Abstand des 3’-Endes der SD-Sequenz vom Startkodon funf Nukleotide und 85% aller Gene
haben einen Abstand von drei bis sieben Nukleotiden (Shultzaberger et al., 2001). Der optimale
Abstand der SD-Sequenz zum Startkodon in Haloarchaea ist nicht bekannt. Die der SD-Sequenz
ahnlichste Region innerhalb der 5-UTRs ist durch eine graue Box hinterlegt und konservierte
Nukleotide sind fett gedruckt und unterstrichen. Die translationalen Startkodons sind fett gedruckt.

5.2 Charakterisierung der 3'-UTRs von Transkripten aus H. volcanii

Alle analysierten Transkripte aus H. volcanii besitzen eine 3'-UTR (Tabelle 7). Die
Lange der 3-UTRs in H. volcanii variiert zwischen 24 Nukleotide und 153
Nukleotide, mit einem Durchschnitt von 45 Nukleotiden. 13 von 17 der
haloarchaealen 3-UTRs haben eine Lange von 20 bis 80 Nukleotiden und nur
vier 3'-UTRs sind langer als 100 Nukleotide. Damit sind die 3-UTRs
durchschnittlich langer als die 5’-UTRs.

Die Analyse der 3-UTRs zeigte aufllerdem, dass diese identisch zur
genomischen Sequenz sind und keine zuséatzlichen Nukleotide im Rahmen einer

Prozessierung an die Transkripte von H. volcanii angehangt werden. Diese Daten

62



IV. Ergebnisse

bestéatigen eine aktuelle Studie, die keinen Hinweis auf Polyadenylierung von
RNAs in H. volcanii finden konnte (Portnoy et al., 2005). Der GC-Gehalt der 3'-
UTRs entspricht dem der kodierenden Regionen und der 5’-UTRs (Abbildung 11).
Mit Hilfe des Computerprogramms MEME (Bailey & Elkan, 1994) wurden die 3'-
UTRs auf konservierte Sequenzmotive untersucht. In allen Fallen war das penta-
U Motiv in die Termination der Transkription involviert (Abbildung 10), aber
zusétzliche Sequenzmotive konnten nicht identifiziert werden. Drei
unterschiedliche  Software-Programme  (mfold, RNAshapes und ein
Faltungsprogramm von Dirk Metzler der Universitat Frankfurt) wurden verwendet,
um putative Sekundarstrukturen der 3’-UTRs vorherzusagen, allerdings konnten

keine konservierten Struktur Motive identifiziert werden.

6. Inititiation der Translationin  H. volcanii

Im Rahmen dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass die Mehrzahl aller
haloarchaealen 5’-UTRs keine SD-Sequenz besitzt (Brenneis et al., 2007). Bisher
ist nicht bekannt wie die Translation bei Transkripten mit 5-UTR ohne SD-
Sequenz in Prokaryoten initiiert wird. Daher wurde untersucht, wie die Translation
bei diesen Transkripten initiiert wird und ob Transkripte mit 5-UTR ohne SD-

Sequenz effizient in H. volcanii translatiert werden.

6.1 Ein Reportergen-System zur Bestimmung der Trans lationseffizienzen in
H. volcanii

Zur experimentellen Untersuchung der Translationseffizienzen mussen die
Transkripte und deren kodierte Genprodukte quantifiziert werden. Dazu wurde fur
H. volcanii ein Reportergen-System mit der Dihydrofolatreduktase (DHFR) als
Reporter etabliert. Die dhfr wurde bereits fir Promotorstudien erfolgreich als
Reportergen in vivo eingesetzt (Danner & Soppa, 1996). Der Aktivitatstest beruht
auf der von der DHFR Kkatalysierten Reduktion von Dihydrofolat zu
Tetrahydrofolat. Dabei wird NADPH zu NADP” oxidiert. Da NADPH Licht mit einer

Wellenlange von 340 nm absorbiert, NADP" hier jedoch keine Absorption zeigt,
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kann die Extinktionsabnahme (AE/Min.) im Photometer verfolgt und
aufgezeichnet werden.

Als Shuttle-Vektor diente das Plasmid pSD1/M2-18 (Danner & Soppa, 1996). Das
Plasmid enthélt je einen Replikationsursprung und Selektionsmarker fur E. coli
(colE1, Amp®) und fiir Halobakterien (H. Phenon K Isolat Aa 2.2 pHK2, Nov®).
Der Vektor kodiert fur die dhfr aus H. volcanii (Nr. 11 aus Tabelle 7). Das native
dhfr Transkript besitzt keine 5’-UTR. Die native 3'-UTR des Gens wurde entfernt.
Dem Reportergen vorangestellt ist ein synthetischer, konstitutiver Promotor von
mittlerer Starke (Danner & Soppa, 1996). In Abbildung 13 ist das verwendete
Shuttle-Plasmid schematisch dargestellt. Die zu untersuchenden UTR-Abschnitte
ausgewahlter Gene wurden an den dhfr-ORF fusioniert, das Plasmid in E. coli
MRF’ vervielfaltigt und zur Untersuchung der Translationseffizienzen in H.

volcanii WR340 transformiert.

optional optional
5UTR \ 3UTR )
Prom dhfr

NovR p— AmpR

Abbildung 13: Reportergen-Plasmid

Prom: konstitutiver Promotor; dhfr.  Dihydrofolatreduktase; colEl  ori:  bakterieller
Replikationsursprung; AmpR: Ampicillin Resistenzmarker; Nov™: Novobiocin Resistenzmarker; hal
ori: haloarchaealer Replikationsursprung.

Zur Kalkulation der Translationseffizienzen wurden die Protein-Mengen mit Hilfe
des Reportergen-Systems quantifiziert und die Transkript-Mengen durch

RealTime-PCR Analysen bestimmt.

6.2 Experimentelle Charakterisierung der in vivo Funktion ausgewahlter
nativer 5’- und 3'-UTRs in  H. volcanii

Zur experimentellen Untersuchung der Initiation der Translation von Transkripten
mit 5-UTR ohne SD-Sequenz wurde das Reportergen-System mit der dhfr als

Reporter angewendet. Zwei Gene, ein ,hoxA like transcriptional regulator® (hir)

64



IV. Ergebnisse

und ein ,conserved hypothetical protein“ (hp) wurden fur die Untersuchung der in
vivo Funktion von UTRs ausgewahlt (Nr. 2 und Nr. 3. in Tabelle 7). Die nativen
Transkripte beider Gene besitzen eine 5’-UTR ohne SD-Sequenz.

Funf Plasmide wurden konstruiert, die entweder die 5-UTR oder die 3-UTR
fusioniert an die dhfr enthielten. Als Kontrolle diente eine Variante der dhfr ohne
UTRs. Zur Generierung des Kontrollplasmids (Nr. 1 in Abbildung 14) wurden die
fdx-Promotor-Region und der ORF der dhfr separat durch PCR amplifiziert und in
einer dritten PCR-Reaktion durch Uberlappende Bereiche fusioniert. Ein
kunstlicher Terminator war Teil des stromabwarts gelegenen Oligonukleotids zur
Amplifikation des ORF der dhfr. Das so generierte Plasmid pMB1 ist dem
urspringlichen Vektor pSD1/M2-18 sehr &hnlich. Allerdings wurde in dem neuen
Plasmid pMB1 die native 3'-UTR der dhfr entfernt und zusatzliche Nukleotide,
welche wichtig fur Klonierungen vorheriger Studien waren, stromaufwarts des
translationalen Startkodons der dhfr eliminiert. Das Zusammenfiigen von
Fragmenten mittels Fusions-PCR hat den Vorteil, dass auf das Einfuhren
zusatzlicher Nukleotide verzichtet werden kann. Die Plasmide pMB3 und pMB6
(Nr. 2 und Nr. 4 in Abbildung 14) wurden auf &hnliche Art konstruiert. Das
Promotor-Fragment und der dhfr ORF wurden als separate PCR-Fragmente
amplifiziert und mittels Fusions-PCR zusammengefiigt. Die 5’-UTRs waren Teile
der Oligonukleotide, die zur Amplifikation der Promotor-Region und der dhfr
dienten. Ein kinstlicher Terminator war Teil des stromabwarts gelegenen
Oligonukleotids zur Amplifikation des ORF der dhfr. Das Plasmid pMB4 (Nr. 3 in
Abbildung 14) wurde auf &hnliche Art konstruiert. Die 3-UTR war Teil des
Oligonukleotids zur Amplifikation des ORF der dhfr. Zur Konstruktion des
Plasmids pMB7 (Nr. 5 in Abbildung 14) wurden drei PCR-Fragmente generiert,
welche das Promotor-Fragment, den dhfr ORF und die 3’-UTR enthielten. Die
drei Fragmente wurden durch zwei aufeinanderfolgende Fusions-PCRs
zusammengefugt. Alle Fusionsfragmente wurden anschlieend Uber die
Schnittstellen Apal und Kpnl in den Vektor psD1/M2-18 integriert und in E. coli
MRF’ vermehrt.

H. volcanii Kulturen, transformiert mit den entsprechenden Plasmiden, wurden in
der exponentiellen Wachstumsphase (2x10°® Zellen/ml) geerntet und sowohl die

spezifischen DHFR Enzymaktivitaten, als auch die Transkript-Mengen
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guantifiziert (Abbildung 14). Die Messung der spezifischen Enzymaktivitaten und
der Transkript-Mengen erfolgte in drei biologisch unabh&ngigen Replikaten. Aus
den Ergebnissen wurde der Mittelwert mit Standardabweichung errechnet. Die
spezifischen Aktivitaten und die Transkript -Mengen der chromosomal kodierten
DHFR von H. volcanii wurde durch Kulturen mit Leerplasmid pNP10 (Patenge &
Soppa, 1999) korrigiert. Die Quantifizierung der Transkript-Mengen erfolgte mit
Hilfe der RealTime-PCR. Mittels Division der spezifischen DHFR-Aktivitaten
durch die Transkript-Mengen wurde die Translationseffizienz kalkuliert (Abbildung
14).

Die Analyse der relativen Transkript-Mengen zeigte, dass die Fusion der 5-UTRs
an das Kontrolltranskript keinen Einfluss auf die Transkriptstabilitat hatte
(Abbildung 14C). Die Fusion der 3-UTRs hingegen verstarkte die
Transkriptstabilitat um den Faktor 1,4 bzw. 2 (Nr. 3 und Nr. 5 in Abbildung 14A).
Unterschiedliche Transkriptionsraten kénnen in diesem Fall ausgeschlossen
werden, da die 5-Enden der 3-UTR-Fusionen und des Kontrolltranskripts
identisch sind. Abgesehen von der Entdeckung, dass 3'-UTRs in den Einbau von
Selenocystein in einigen methanogenen Archaea beteiligt sind (Rother et al.,
2001), ist die verstarkte Transkriptstabilitat die zweite experimentell bestatigte
Funktion von 3-UTRs in Archaea. Mit Hilfe der DHFR-Aktivitaten und der
entsprechenden Transkript-Mengen wurden die Translationseffizienzen kalkuliert.
Die Ergebnisse wurden auf die Translationseffizienz des Kontrolltranskripts (Nr. 1
in Abbbildung 14A) normiert und sind in Abbildung 14D zusammengefasst
dargestellt. In beiden Fallen fuhrte die Fusion einer 5-UTR an das
Kontrolltranskript zu einer Reduktion der Translationseffizienz um 50% (Nr. 2 und
Nr. 4 in Abbildung 14D). Die Fusion der 3'-UTRs hatten verglichen zur
Kontrollvariante keinen signifikanten Einfluss auf die Translationseffizienz.

Die Ergebnisse zeigen, dass Transkripte ohne 5-UTR nicht nur die Mehrheit der
Transkripte in H. volcanii darstellen, sondern dass diese Transkripte im
Gegensatz zu denen in E. coli auch sehr effizient translatiert werden (Grill et al.,
2002). Im Rahmen dieser Arbeit konnte zum ersten Mal gezeigt werden, dass
auch Transkripte mit 5-UTR ohne SD-Sequenz in H. volcanii translatiert werden
kénnen. Die Fusion der 3-UTR an das dhfr Transkript hatte keinen Einfluss auf
die Translationseffizienz (Nr. 3 und Nr. 5 in Abbildung 14D).
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Abbildung 14: Charakterisierung der  in vivo Funktion haloarchaealer 5'- und 3'-UTRs

(A) Das dhfr-Reportergen und die Genfusionen mit jeweils der 5’-UTR oder der 3'-UTR der Gene
Nr. 2 und 3 aus Tabelle 7 sind schematisch gezeigt. Die Gene kodieren fiir einen ,hoxA like
transcriptional regulator” (hir, Nr. 2 in Tabelle 7) und ein ,conserved hypothetical protein* (hp, Nr.
3 in Tabelle 7). Die Translationseffizienzen wurden fir Zellen aus der exponentiellen
Wachstumsphase (2x108 Zellen/ml) kalkuliert. (B) Spezifische Enzymaktivitaten. Drei
unabhangige biologische Replikate wurden durchgefiihrt und die Mittelwerte mit
Standardabweichungen berechnet. (C) Relative mRNA-Mengen. Drei unabhangige biologische
Replikate wurden durchgefiihrt, die Mittelwerte mit Standardabweichungen berechnet und auf das
Kontrollplasmid pMB1 normiert. (D) Translationseffizienz nach Normierung auf das
Kontrollplasmid pMB1. Die Translationseffizienzen wurden durch das Dividieren der DHFR-
Aktivitaten durch die Transkript-Menge kalkuliert.

6.3 Translationseffizienzen von Transkripten mit ar tifiziellen 5-UTRs
zufalliger Sequenz in  H. volcanii

Bioinformatische Analysen der 5’-UTRs ohne SD-Sequenz fuhrten weder zu der
Identifizierung von Konsensussequenzen, noch zur Bestimmung konservierter
Strukturelemente, welche moglicherweise in die Initiation der Translation
involviert sein kdnnten (Daten nicht gezeigt). Daher wurde untersucht, ob
kunstliche 5-UTRs bestehend aus einer zufalligen Sequenz die Féahigkeit zur

Initiation der Translation in H. volcanii besitzen.
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Vier Zufalls-UTRs von 20 Nukleotiden Lange (aquivalent zu der
durchschnittlichen Lange nativer 5-UTRs in H. volcanii) wurden an das dhfr-
Reportergen fusioniert und die Translationseffizienzen bestimmt. Die Generierung
der Reportergen-Plasmide erfolgte wie fur pMB3 und pMB6 in Kapitel 6.2 der

Ergebnisse. Die Zufalls-Sequenzen sind in Tabelle 8 dargestellt.

Tabelle 8: Artifizielle UTRs zufélliger Sequenz

Plasmid Sequenz

pMB14 TACCACATTTCAGGCAAGAT
pMB15 CGACTCACAACTGGACTTCA
pMB16 ACAACGGCCTCTCGATACCA

pMB17 GCTGCAGCAGAGAACTTGGC

Die Ergebnisse sind in Abbildung 15 gezeigt. In zwei Fallen setzte die Fusion der
artifiziellen 5’-UTRs die Transkriptstabilitat um den Faktor zwei bis drei herab (Nr.
2 und Nr. 3 aus Abbildung 15C). Uberraschenderweise war die
Translationseffizienz aller Transkripte mindestens genauso hoch, wie die des
Kontrolltranskripts ohne 5’-UTR. Die Effizienzen zweier Transkripte (Nr. 2 und Nr.
3 aus Abbildung 15D) waren sogar vier- bis achtfach héher. Dieses Ergebnis
unterstitzt die Annahme, dass die Translation bei Transkripten mit 5’-UTR ohne

SD-Sequenz in H. volcanii effizient initiilert werden kann.
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Abbildung 15: Translationseffizienzen kinstlicher 5 -UTRs mit Zufalls-Sequenz in  H.
volcanii

Vier 5’-UTRs mit Zufalls-Sequenz wurden generiert und an das dhfr-Reportergen fusioniert. (A)
Das dhfr-Reportergen und die Genfusionen mit jeweils einer zufalligen 5-UTR sind schematisch
gezeigt. Die Translationseffizienzen wurden fur Zellen aus der exponentiellen Wachstumsphase
(2x10” Zellen/ml) kalkuliert. (B) Spezifische Enzymaktivitdten. Drei unabhangige biologische
Replikate wurden durchgefiihrt und die Mittelwerte mit Standardabweichungen berechnet. (C)
Relative mRNA-Mengen. Drei unabhangige biologische Replikate wurden durchgefiihrt, die
Mittelwerte mit Standardabweichungen berechnet und auf das Kontrollplasmid pMB1 normiert. (D)
Translationseffizienz nach Normierung auf das Kontrollplasmid pMB1. Die Translationseffizienzen
wurden durch das Dividieren der DHFR-Aktivitaten durch die Transkript-Menge kalkuliert.

6.4 Einfluss der Struktur von 5-UTRs auf die Effiz  ienz der Initiation der
Translation in  H. volcanii

Um herauszufinden, ob die Sekundarstruktur einen Einfluss auf die
Translationseffizienz hat, wurde eine native 5’-UTR ausgewahlt (Nr. 3 in Tabelle
7), die eine in silico vorhergesagte Haarnadelstruktur besitzt (Abbildung 16), und
zwel mutierte Varianten mit stabilisierter oder destabilisierter Haarnadelstruktur
wurden &hnlich zu pMB6 (Kapitel 6.2 der Ergebnisse) generiert.
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Abbildung 16: Invitro Mutagenese einer nativen 5-UTR aus H. volcanii

(A) Nukleotidsequenzen der nativen, stabilisierten und destabilisierten 5’-UTR aus H. volcanii (Nr.
3 aus Tabelle 7). Mutierte Nukleotide sind unterstrichen und in grau dargestellt. (B) In silico
Strukturanalysen der nativen, stabilisierten und destabilisierten 5’-UTRs. Die Strukturanalysen
wurden mit dem Programm ,mfold 3.2“ (Mathews et al., 1999; Zuker, 2003) durchgefihrt. Mutierte
Nukleotide sind durch einen grauen Balken markiert. Der Translationsstart ist durch einen Pfeil
markiert. Die freie Enthalpie AG ist in kcal/mol angegeben.

Die mutierten als auch die native 5-UTR wurden an das dhfr-Reportergen
fusioniert und die Translationseffizienzen wie in Kapitel 6.2 der Ergebnisse
ermittelt (Abbildung 17). Als Kontrolltranskript diente eine Variante des
Reportergens ohne 5-UTR. Eine inverse Korrelation zwischen der Stabilitat der
Haarnadelstruktur und der spezifischen Enzymaktivitat zeigte, dass die Struktur
der 5’-UTR die Initiation der Translation beeinflussen kann (Abbildung 17B). Die
Analyse der Transkript-Mengen zeigte allerdings, dass bei stabilisierter
Haarnadelstruktur keine mRNA nachweisbar war (Abbildung 17C). Die
stabilisierte 5’-UTR kdnnte eine Destabilisierung des Transkripts hervorrufen. Die
Fusion der 5’-UTR mit destabilisierter 5’-UTR an das Reportergen hatte ebenfalls

eine Destabilisierung des Transkriptes um den Faktor zwei zur Folge.
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Abbildung 17: Einfluss von Sekundarstrukturen der 5 -UTR auf die Translationseffizienz

Spezifische Strukturelemente einer nativen 5-UTR aus H. volcanii (Nr.3 in Tabelle 7) wurden
stabilisiert und destabilisiert und an das dhfr-Reportergen fusioniert. Die Translationseffizienzen
wurden fiir Zellen aus der exponentiellen Wachstumsphase (2x10° Zellen/ml) kalkuliert. (A) Das
dhfr-Reportergen und die Genfusionen mit jeweils einer 5-UTR sind schematisch gezeigt. Als
Kontrolltranskript  diente eine  Reportergen-Variante ohne 5-UTR. (B) Spezifische
Enzymaktivitaten. Drei unabhangige biologische Replikate wurden durchgefuhrt und die
Mittelwerte mit Standardabweichungen berechnet. (C) Relative mMRNA-Mengen. Drei unabhangige
biologische Replikate wurden durchgefihrt, die Mittelwerte mit Standardabweichungen berechnet
und auf das Kontrollplasmid pMB1 normiert. (D) Translationseffizienz nach Normierung auf das
Kontrollplasmid pMB1. Die Translationseffizienzen wurden durch das Dividieren der DHFR-
Aktivitaten durch die Transkript-Menge kalkuliert. n.n. Nicht nachweisbar.

Die Fusion der nativen 5-UTR an das dhfr-Reportergen hatte im Vergleich zum
Kontrolltranskript ohne 5-UTR keinen Einfluss auf die Transkriptstabilitat,
wahrend die Translationseffizienz bei nativer 5-UTR im Vergleich zum
Kontrolltranskript um den Faktor zwei geringer war. Eine Destabilisierung der
nativen Haarnadelstruktur hatte verglichen zur nativen Variante eine um den

Faktor sieben erhohte Translationseffizienz zur Folge. Damit war die Translation

71



IV. Ergebnisse

der Variante mit destabilisierter 5-UTR um den Faktor zwei effizienter als die
Translation der Variante ohne 5-UTR. Diese Ergebnisse zeigen, dass eine SD-
Sequenz fur die Initiation der Translation in H. volcanii nicht essentiell ist, die
Effizienz allerdings erheblich durch die Struktur der 5-UTR beeinflusst werden

kann.

6.5 Einfluss der Position von Strukturelementen auf die Initiation der
Translation in  H. volcanii

Riboswitches sind regulatorische Elemente, die Liganden-induziert definierte
Strukturen einnehmen kénnen. Diese Liganden-abhangigen
Konformationsédnderungen kénnen die Genexpression beeinflussen (Serganov &
Patel, 2007).

In S. cerevisiae konnte durch Insertion eines Aptamers in die 5 UTR eines
Reportergens die Translation und somit die Genexpression Tetracyclin-abhangig
reprimiert werden (Suess et al., 2003). Dabei verhindert das durch Tetracyclin
stabilisierte Aptamer die Ribosomanlagerung oder das Scanning der kleinen
Ribosomuntereinheit. Der Mechanismus und die Effizienz der Repression ist
dabei abhangig von der Positionierung des Aptamers (Hanson et al., 2003; Suess
et al., 2003). Es konnte bereits gezeigt werden, dass Aptamere in Bakterien und
Hefe angewendet werden kdnnen. Um zu testen ob diese Riboswitches auch in
der dritten Doméne des Lebens, den Archaea, anwendbar ist, wurde ein
Tetracyclin-Aptamer an verschiedenen Positionen in eine 5-UTR mit zufalliger
Sequenz (Nr.1 in Tabelle 8) inseriert. In Vorversuchen wurde zunachst
sichergestellt, dass Tetracyclin keinen toxischen Effekt auf archaeale Zellen
ausubt. Dazu wurde das Wachstum von H. volcani WR340 Zellen in
Komplexmedium bei steigenden Tetracyclin Konzentrationen untersucht. Die
Wachstumsversuche wurden in drei biologisch unabhangigen Replikaten
durchgefuihrt und die Mittelwerte mit Standardabweichungen in Abbildung 18
dargestellt. FUr S. cerevisiae konnte schon mit 100 uM Tetracyclin die maximale
Regulierbarkeit des Aptamers erzielt werden (Suess et al., 2003). Ein Effekt in
diesem Konzentrationsbereich auf das Wachstum haloarchaealer Zellen konnte
nicht beobachtet werden, wie aufgrund der Selektivitat fur Bakterien zu erwarten

war.
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Abbildung 18: Wachstum haloarchaealer Zellen nach A pplikation von Tetracyclin

H. volcanii Zellen des Stammes WR340 wurden in Komplexmedium mit den angegeben
Tetracyclin Konzentrationen bei 42T kultiviert und die Wachstumsrate dreier unabhangiger
Replikate mit einem Klett-Photometer bestimmt.

Die Planung und Konstruktion der Plasmide wurde freundlicherweise von Julia
Weigand und Jirgen Beer aus der AG SUR durchgefihrt. Zur Generierung der
dhfr-Aptamer Fusion wurden zunachst die Promotor-Region mit randomisierter
UTR, das Aptamer und das dhfr-Reportergen separat amplifiziert und
anschlieBend Uber homologe Regionen in zwei aufeinander folgenden PCR-
Reaktionen fusioniert. Als DNA-Vorlage fir die Promotor-Region mit
randomisierter UTR und das dhfr-Reportergen diente das im Rahmen dieser
Arbeit beschriebene Plasmid pMB14. Als Vorlage fur die Amplifikation des
Aptamers diente das Plasmid pWHE601-AN32SH. Vor das ATG-Startkodon des
dhfr-Reportergens wurden zusétzlich drei Adenosinnukleotide eingefligt. Diese
entsprechen einer optimierten Kozaksequenz flr S. cerevisiae. Die
Adenosinnukleotide waren Teil des stromabwarts gelegenen Oligonukleotids, das
zur Amplifikation des Aptamers diente. Das Fragment wurde Uuber die
Schnittstellen Xhol und Acc65I in den Vektor pMB1 integriert und in E. coli DH5a
vervielfaltigt. Anschlieend wurde H. volcanii WR340 mit den Reportergen-
Plasmiden transformiert. Zellen wurden in An- und Abwesenheit von 250 puM
Tetracyclin inkubiert, in der exponentiellen Wachstumsphase (2x10® Zellen/ml)

geerntet, und die Translationseffizienzen kalkuliert (Abbildung 19).
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Abbildung 19: Einfluss der Position von Sekundarstr ukturen der 5-UTR auf die
Translationseffizienz

Insertion eines Tetracyclin-Aptamers an verschiedenen Paositionen einer 5-UTR mit zufalliger
Sequenz (Nr.1 in Tabelle 8). Die modifizierten 5-UTRs wurden an das dhfr-Reportergen
fusioniert. Die Translationseffizienzen wurden fir Zellen aus der exponentiellen Wachstumsphase
(2x108 Zellen/ml) kalkuliert. (A) Das dhfr-Reportergen und die Genfusionen mit den verschieden
5-UTR-Varianten sind schematisch gezeigt. Als Kontrolltranskript diente das Reportergen mit
artifizieller 5-UTR. (B) Spezifische Enzymaktivitdten. Drei unabhangige biologische Replikate
wurden durchgefihrt und die Mittelwerte mit Standardabweichungen berechnet. (C) Relative
MRNA-Mengen. Drei unabhéangige biologische Replikate wurden durchgefiihrt, die Mittelwerte mit
Standardabweichungen berechnet und auf das Kontrollplasmid pMB1 normiert. (D)
Translationseffizienz nach Normierung auf das Kontrollplasmid pMB1. Die Translationseffizienzen
wurden durch das Dividieren der DHFR-Aktivitdten durch die Transkript-Menge kalkuliert. n.n.
nicht nachweisbar.
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Als Kontrollvariante diente das dhfr-Reportergen mit artifizieller 5-UTR ohne
Aptamer (Nr. 1 in Abbildung 19).

Die Insertion des Aptamers an verschiedene Positionen innerhalb der 5-UTR,
sowie die Applikation von Tetracyclin hatte keinen signifikanten Einfluss auf die
Transkriptstabilitat. In keinem Fall konnte eine Tetracyclin-abhangige Reduktion
der Translationseffizienz beobachtet werden. Die Ergebnisse implizieren, dass
unter Hochsalzbedingungen die gefaltete Sekundarstruktur des Aptamers trotz
Abwesenheit von Tetracyclin bereits vorhanden und stabil genug ist, die
Translation zu verhindern. Eine Insertion des Tetracyclin-abhangigen Aptamers
an das 5-Ende der 5-UTR hatte keinen Einfluss auf die Translationseffizienz
verglichen mit dem Kontrolltranskript. Die Insertion des Aptamers nahe des
Translationsstarts bewirkte eine dramatische Reduktion der Translationseffizienz.
Diese Entdeckung lasst den Schluss zu, dass die Translation bei Transkripten mit
5-UTR und ohne SD-Sequenz nicht durch einen Scanning-Mechanismus wie bei
Eukaryoten initiiert wird. Die Ergebnisse zeigen, dass die Initiation der Translation
bei Transkripten mit 5 -UTR und ohne SD-Sequenz durch eine direkte

Anlagerung des Ribosoms an das Startkodon initiiert wird.

7. Regulation der Translation in  H. volcanii

In einer aktuellen globalen Analyse zur Regulation der Translation konnte gezeigt
werden, dass die Regulation der Translation eine wichtige Rolle fir die
Regulation der Genexpression in Haloarchaea spielt. Der Anteil der differentiell
translatierten Gene in Haloarchaea ist genauso grof3 wie in Eukaryoten (Lange et
al., 2007).

Die mRNA spezifische Regulation der Translation bei Eu- und Prokaryoten beruht
meist auf Regulator-Proteinen oder kleinen nicht kodierenden RNAs, die an die
UTRs binden (Chu & Rana, 2007; Wallander et al., 2006). Fur Archaea ist Uber
die Funktion der UTRs bei der Regulation der Translation bisher noch nichts
bekannt.

Im Folgenden sollten die Funktionen haloarchaealer UTRs bei der

Translationskontrolle untersucht werden. Dazu wurden willkiirlich zwei Gene
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ausgewahlt, die in der globalen Analyse zur Wachstumsphasen-abhéngigen
Regulation der Translation (Lange et al., 2007) als translationsreguliert
identifiziert wurden (Abbildung 20). Die Translation des ,conserved hypothetical
protein® (hp) Transkripts (Nr. 3 in Tabelle 7) ist in der exponentiellen
Wachstumsphase von H. volcanii induziert, wéahrend das ,hoxA like
transcriptional regulator® (hlr) Transkript (Nr. 2 in Tabelle 7) verstarkt in der

stationadren Wachstumsphase translatiert wird (Abbildung 20C).

A B
L 5-UTR hir
inaFrg[]e hir h p AGATAGCGAGACAGATG
5.UTR 14 22 3-UTR hir

TGACACTCGTCTGTTCCCGCGGAGCCCCTCACT
3-UTR |30 45

ORE | 579 735 5-UTR hp
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Abbildung 20: Differentiell translatierte Gene in H. volcanii

Dargestellt sind die Wachstumsphasen-abhangig differentiell translatierten Gene hilr und hp (Nr. 2
und Nr. 3 aus Tabelle 7) von H. volcanii. Die Gene wurden in einer globalen Analyse als
translationskontrolliert identifiziert (Lange et al., 2007). (A) Tabellarische Darstellung der UTR-
und ORF-Langen der Gene hir und hp. (B) Sequenzen der 5'- und 3'-UTR der Transkripte hir und
hp. Start- bzw. Stopkodons sind fett gedruckt. (C) Microarray-Analyse der Wachstumsphasen-
abhangigen Regulation der Translation der Gene hir und hp. Dargestellt ist das Verhéltnis von
Polysomen-gebundener zu freier RNA in der exponentiellen (exp.) und stationaren (stat.)
Wachstumsphase von H. volcanii (Lange et al., 2007).

7.1 5-UTR und 3’-UTR sind notwendig und hinreichen d fur die Regulation

der Translation in H. volcanii

Um die Funktion von UTRs bei der Wachstumsphasen-abhangigen Regulation

der Translation in H. volcanii zu untersuchen, wurden die 5-UTRs und 3’-UTRs
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des hlr und des hp sowohl separat, als auch gemeinsam an das dhfr-Reportergen
fusioniert (Abbildung 21A).

Die Konstruktion der Plasmide pMB5 und pMB8 erfolgte ahnlich wie pMB7
(Kapitel 6.2 der Ergebnisse). Es wurden drei separate PCR-Fragmente generiert,
welche das Promotor-Fragment, den dhfr-ORF und die 3'-UTR enthielten. Die
drei Fragmente wurden durch zwei aufeinanderfolgende Fusions-PCRs und
Uberlappende Bereiche zusammengefigt. Die 5-UTRs waren Teil des
Oligonukleotids, das zur Amplifikation der Promotor-Region diente. Zellen aus der
exponentiellen (2x10°® Zellen/ml) und stationdren Wachstumsphase (2x10°
Zellen/ml) wurden geerntet und die Translationseffizienzen kalkuliert (Abbildung
21).

Fur beide Gene konnte gezeigt werden, dass die Fusion der 5-UTR keinen
Einfluss auf die Transkriptstabilitat hatte, die Translationseffizienz aber um den
Faktor zwei herabsetzte (Nr. 2 und Nr. 5 in Abbildung 21C-D). Die Fusion der 3’-
UTRs flhrte zu einer verstarkten Stabilitat des Reportergen-Transkripts, hatte
aber keinen Einfluss auf die Effizienz der Translation. In keinem Fall konnte eine
Wachstumsphasen-abhangige Regulation der Translation nachgewiesen werden.
Die Fusion von beiden, 5- und 3'-UTR, an das Reportergen bewirkte eine
Wachstumsphasen-abhangige Regulation der Translation. Das hlr-Transkript
zeigte in der stationdren Wachstumsphase eine um den Faktor zwei verstarkte
Translationseffizienz. Die Translation des hp-Transkripts war in der
exponentiellen Wachstumsphase funffach induziert. Mit diesen Daten konnte
erstmals fur Prokaryoten gezeigt werden, dass die Interaktion von 5’- und 3’-UTR
fur die Wachstumsphasen-abhangige Regulation der Translation in H. volcanii
notwendig und ausreichend ist. Ahnliche Ergebnisse konnten fiir Eukaryoten
bereits bestatigt werden (de Moor et al., 2005; Sonenberg, 1994; Wilkie et al.,
2003).
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Abbildung 21: Wachstumsphasen-abhéngige Regulation der Translation in  H. volcanii

Die 5-UTRs und 3-UTRs des ,hoxA like transcriptional regulator® (hlr) und des ,conserved
hypothetical protein“ (hp) wurden separat oder kombiniert an das dhfr-Reportergen fusioniert. Die
Translationseffizienzen wurden fur Zellen aus der exponentiellen (exp., 2x10° Zellen/ml) und
stationaren (stat., 2x10° Zellen/ml) Wachstumsphase kalkuliert. (A) Das dhfr-Reportergen und die
Genfusionen mit den verschieden UTR-Varianten sind schematisch gezeigt. Als Kontrolltranskript
diente das Reportergen ohne UTRs. (B) Spezifische Enzymaktivititen. Drei unabhdngige
biologische Replikate wurden durchgefuhrt und die Mittelwerte mit Standardabweichungen
berechnet. (C) Relative mRNA-Mengen. Drei unabhangige biologische Replikate wurden
durchgefihrt, die Mittelwerte mit Standardabweichungen berechnet und auf das Kontrollplasmid
pMB1 normiert. (D) Translationseffizienz nach Normierung auf das Kontrollplasmid pMB1. Die
Translationseffizienzen wurden durch das Dividieren der DHFR-Aktivitdten durch die Transkript-
Menge kalkuliert.

7.2 Die 3-UTRs bestimmen die Richtung der Wachstum sphasen-
abhangigen Regulation der Translation

Um die Funktion der UTRs im Rahmen der Wachstumsphasen-abhangigen
Regulation der Translation praziser zu definieren, wurden 5’- und 3’-UTR des hlr-
und hp-Gens gegeneinander ausgetauscht. Die Konstruktion der Plasmide
pMB22 und pMB23 (Nr. 3 und Nr. 4 in Abbildung 22) erfolgte &hnlich zu pMB5
und pMB8 aus Kapitel 6.2 der Ergebnisse. Zellen aus der exponentiellen (2x10®
Zellen/ml) und stationaren Wachstumsphase (2x10° Zellen/ml) wurden geerntet
und die Translationseffizienzen kalkuliert (Abbildung 22).

Die Fusion der nativen 5’-UTR und der nativen 3’-UTR des hlr-Transkripts an das
Reportergen resultierte in eine Wachstumsphasen-abhéngige Regulation der
Translation (Nr. 2 in Abbildung 22D). Ein Austausch der 5-UTR des hir-
Transkripts gegen die 5’-UTR des hp-Transkripts erhielt die Wachstumsphasen-
abhéngige Regulation der Translation (Nr. 3 in Abbildung 22D). Der Austausch
der 3'-UTR des hlir- Transkripts gegen die 3-UTR des hp-Transkripts dagegen
anderte die Richtung der Translationsregulation (Nr. 4 in Abbildung 22D).
Dieselbe Richtung der Wachstumsphasen-abhangigen Regulation der Translation
zeigte die Reportergen-Fusion mit der nativen 5’- und 3’-UTR des hp-Transkripts.
Diese Ergebnisse zeigen, dass die 3'-UTR verantwortlich fir die Richtung der
Translationsregulation ist. Mdglicherweise kodieren die 3'-UTRs fir Bindestellen
regulatorischer Proteine, die fur die Regulation der Translation verantwortlich

sind.
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Abbildung 22: Die 3'UTRs bestimmen die Richtung der Translation in  H. volcanii

Die 5-UTRs und 3-UTRs des ,hoxA like transcriptional regulator® (hlr) und des ,conserved
hypothetical protein“ (hp) wurden kombiniert an das dhfr-Reportergen fusioniert. Die
Translationseffizienzen wurden fur Zellen aus der exponentiellen (exp., 2x10° Zellen/ml) und
stationaren (stat., 2x10° Zellen/ml) Wachstumsphase kalkuliert. (A) Das dhfr-Reportergen und die
Genfusionen mit den verschieden UTR-Varianten sind schematisch gezeigt. Als Kontrolltranskript
diente das Reportergen ohne UTRs. (B) Spezifische Enzymaktivitdten. Drei unabhangige
biologische Replikate wurden durchgefuhrt und die Mittelwerte mit Standardabweichungen
berechnet. (C) Relative mRNA-Mengen. Drei unabhangige biologische Replikate wurden
durchgefihrt, die Mittelwerte mit Standardabweichungen berechnet und auf das Kontrollplasmid
pMB1 normiert. (D) Translationseffizienz nach Normierung auf das Kontrollplasmid pMB1. Die
Translationseffizienzen wurden durch das Dividieren der DHFR-Aktivitdten durch die Transkript-
Menge kalkuliert.
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7.3 Einfluss der 3-UTRs auf die Wachstumsphasen-a bhangige Regulation
der Translation

Um zu prifen, ob die 3-UTRs des hp- und des hir-Transkripts putative cis-
regulatorische Elemente enthalten, wurden in silico vorhergesagte Strukturen
innerhalb der 3'-UTRs durch Mutagenese zerstort (Abbildung 23).

A

hip-mRNA, native 3'UTR
UGACACUCGUCUGUUCCCGCGGAGCCCCUCA

hip-mRNA, mutierte 3'UTR
UGACACUCCAAUAAGAA CGCGGAGCCCCUCA

hp-mRNA, native 3'UTR
UGAUUCGCAACAUAUCUUCGAGCGCGCC -40 nt

hp-mRNA, mutierte 3'UTR
UGAUUCGCAACAUAUCUUCCUAAUUACC - 20 nt

HREEEAN o\
nativ mutiert nativ mutiert
hir-mRNA 3‘UTR hp-mRNA 3‘UTR

Abbildung 23: In vitro Mutagenese von nativen 3'-UTRs aus H. volcanii

(A) Nukleotidsequenzen der nativen und mutierten 3'-UTR des hir-Gens (Nr. 2 aus Tabelle 7) und
des hp-Gens (Nr. 3 aus Tabelle 7) aus H. volcanii. Mutierte Nukleotide sind unterstrichen und in
grau dargestellt. (B) In silico Strukturanalysen der nativen und mutierten 3'-UTRs. Das Stopkodon
ist durch einen Pfeil markiert. Veranderte Regionen sind durch einen grauen Balken hinterlegt.
Die Strukturanalysen wurden mit dem Programm ,mfold 3.2“ (Mathews et al., 1999; Zuker, 2003)
durchgefuhrt.

Die Konstruktion der Plasmide pMB20 und pMB21 aus Abbildung 24A erfolgte
wie die Konstruktion von pMB5 und pMB8 aus Kapitel 6.2 der Ergebnisse. Die
Transkripte enthalten jeweils die native 5-UTR des hlir- bzw. hp-Gens in
Kombination mit der mutierten 3-UTR aus Abbildung 23. Zellen aus der
exponentiellen  (2x10®  Zellen/ml) und stationdren (2x10°  Zellen/ml)
Wachstumsphase wurden geerntet und die Translationseffizienzen analog zu
Kapitel 6.2 bestimmt der Ergebnisse (Abbildung 24).
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Abbildung 24: Die Struktur der 3'-UTRs ist essentie Il fur die Regulation der Translation in
H. volcanii

Die 3-UTRs des ,hoxA like transcriptional regulator* (hlr) und des ,conserved hypothetical
protein (hp) wurden mutiert und an das dhfr—Reportergen fusioniert. Die Translationseffizienzen
wurden fur Zellen aus der exponentiellen (exp., 2x10° Zellen/ml) und stationaren (stat., 2x10°
Zellen/ml) Wachstumsphase kalkuliert. (A) Das dhfr-Reportergen und die Genfusionen mit nativer
und mutierter 3'-UTR sind schematisch gezeigt. Die Mutation in der 3-UTR ist durch ein ,x“
dargestellt. Als Kontrolltranskript diente das Reportergen ohne UTRs. (B) Spezifische
Enzymaktivitaten. Drei unabhangige biologische Replikate wurden durchgefuhrt und die
Mittelwerte mit Standardabweichungen berechnet. (C) Relative mMRNA-Mengen. Drei unabhangige
biologische Replikate wurden durchgefiihrt, die Mittelwerte mit Standardabweichungen berechnet
und auf das Kontrollplasmid pMB1 normiert. (D) Translationseffizienz nach Normierung auf das
Kontrollplasmid pMB1. Die Translationseffizienzen wurden durch das Dividieren der DHFR-
Aktivitaten durch die Transkript-Menge kalkuliert.

Die Fusion der mutierten 3'-UTR des hir-Gens hatte keinen signifikanten Einfluss
auf die Transkriptstabilitdt im Vergleich zur nativen 3-UTR (Abbildung 24C). Im
Gegensatz dazu setzte die Fusion der mutierten 3'-UTR des hp-Gens die
Transkriptstabilitat im Vergleich zur nativen Variante um den Faktor 1,5 herab.

Fur das hir Transkript wurde durch die Mutagenese putativer Sekundéarstrukturen
in der 3'-UTR der Regulationsgrad der Translation herabgesetzt (Abbildung 24D).
Fur das hp-Transkript konnte durch die Mutagenese putativer Sekundarstrukturen
in der 3-UTR die Regulation der Translation vollstandig aufgehoben werden
(Abbildung 24D). Diese Ergebnisse bekraftigen die These von trans-agierenden
Regulatoren, die an cis-regulatorische Sequenzen in der 3'-UTR binden und

durch ihre Interaktion mit der RNA eine Regulation der Translation hervorrufen.

7.4 Einfluss der 5-UTR auf die Wachstumsphasen-abh  &ngige Regulation

der Translation in H. volcanii

Um die Rolle der 5’-UTRs bei der Regulation der Translation zu charakterisieren,
wurde eine in silico vorhergesagte Haarnadelstruktur der 5’-UTR des ,conserved
hypothetical protein® (hp; Nr. 3 in Tabelle 7) durch Mutagenese stabilisiert und
destabilisiert (Abbildung 16). Die native und die mutierten 5-UTRs wurden
separat (Nr. 2-4 in Abbildung 25A) oder in Kombination mit der nativen 3’-UTR
des hp-Transkripts (Nr. 5-7 in Abbildung 25A) an das dhfr-Reportergen fusioniert.
Die Konstruktion der Plasmide pMB24 und pMB25 (Nr. 5 und Nr. 7 in Abbildung
25) erfolgte &hnlich zu pMB8 aus Kapitel 6.2 der Ergebnisse.
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Zellen aus der exponentiellen (2x10® Zellen/ml) und stationaren
Wachstumsphase (2x10° Zellen/ml) wurden geerntet und die
Translationseffizienzen wie in Kapitel 6.2 der Ergebnisse kalkuliert (Abbildung
25).

Bei Fusionen der stabilisierten Haarnadelstruktur separat an das Reportergen
konnte keine mRNA nachgewiesen werden (Nr. 2 in Abbildung 25C, siehe auch
Kapitel 6.4). Fusionen der stabilisierten und nativen 5-UTR in Kombination mit
der nativen 3-UTR des hp-Gens verstarkten die Transkriptstbilitat im Vergleich
zur Kontrollvariante um den Faktor 1,6 (Nr.5 in Abbildung 25C) bzw. 2,2 (Nr. 6 in
Abbildung 25C). Die Stabilisierung der in silico vorhergesagten 5-UTR des hp-
Gens in Kombination mit der nativen 3’-UTR resultierte in eine vollstandigen
Inhibierung der Translation (Nr. 5 in Abbildung 25D). Die Destabilisierung der 5'-
UTR in Kombination mit der 3'-UTR hingegen fuhrte zu einer um den Faktor 1,5
verstarkten Translation (Nr. 4 in Abbildung 25D) verglichen zur Variante mit
nativer 5’-UTR.

Die Ergebnisse zeigen, dass eine Mutation der 5-UTR in allen Fallen zu einem
Verlust der Wachstumsphasen-abhangigen Regulation der Translation fihrte. Nur
in Anwesenheit der nativen 5- und 3-UTR des hp-Transkripts konnte eine
Wachstumsphasen-abhangige Regulation der Translation nachgewiesen werden
(Nr. 6 in Abbildung 25D).
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Abbildung 25: Die Struktur der 5-UTRs ist essentie Il fur die Regulation der Translation in

H. volcanii

Spezifische Strukturelemente einer nativen 5-UTR aus H. volcanii (Nr.3 in Tabelle 7) wurden
stabilisiert und destabilisiert und separat oder in Kombination mit der nativen 3'-UTR an das dhfr-
Reportergen fusioniert. Die Translationseffizienzen wurden fir Zellen aus der exponentiellen
(exp.; 2x10° Zellen/ml) und stationaren (stat.; 2x10° Zellen/ml) Wachstumsphase kalkuliert. (A)
Das dhfr-Reportergen und die Genfusionen mit nativer und mutierter 5-UTR sind schematisch
gezeigt. Als Kontrolltranskript diente das Reportergen ohne UTRs. (B) Spezifische
Enzymaktivitdten. Drei unabhéngige biologische Replikate wurden durchgefuhrt und die
Mittelwerte mit Standardabweichungen berechnet. (C) Relative mMRNA-Mengen. Drei unabhangige
biologische Replikate wurden durchgefiihrt, die Mittelwerte mit Standardabweichungen berechnet
und auf das Kontrollplasmid pMB1 normiert. (D) Translationseffizienz nach Normierung auf das
Kontrollplasmid pMB1. Die Translationseffizienzen wurden durch das Dividieren der DHFR-
Aktivitaten durch die Transkript-Menge kalkuliert. n.n. nicht nachweisbar.
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8. Ansatze zur konditionalen Genexpression in H. volcanii

Im Rahmen dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass in H. volcanii die Struktur
der 5-UTR einen entscheidenden Einfluss auf die Effizienz der
Translationsinitiation hat (Kapitel 6 der Ergebnisse). Dies kann als Werkzeug zur
kontrollierten konditionalen Genexpression in H. volcanii genutzt werden.

Die AG Suf3 (Institut fur Molekulare Biowissenschaften, Johann Wolfgang
Goethe-Universitat Frankfurt) hat erfolgreich ein artifizielles Aptamer fir Hefe
entwickelt, das hocheffizient Tetracyclin-abhangig die Translation reprimiert
(Hanson et al., 2003; Hanson et al., 2005; Muller et al., 2006; Suess et al., 2003;
Weigand & Suess, 2007). Im Rahmen dieser Arbeit sollte die Anwendbarkeit
dieses Aptamers zur konditionalen Genexpression mit Hilfe des in Kapitel 6 der
Ergebnisse beschriebenen Reportergen-Systems in H. volcanii getestet werden.
Als Alternative sollte die Regulation der Genexpression uber allosterische
Ribozyme in H. volcanii untersucht werden. Dazu wurde zunéchst die
Anwendbarkeit des selbstspaltenden Hammerhead-Ribozyms (Link et al., 2007)

in H. volcanii analysiert.

8.1 Anwendung eines Tetracyclin-induzierbaren Aptam ers zur konditionalen
Genexpression in  H. volcanii

In Kapitel 6.5 der Ergebnisse konnte bereits gezeigt werden, dass die Applikation
von Tetracyclin im uM Bereich keinen Einfluss auf die Uberlebensrate von H.
volcanii (Abbildung 18) hat. Im Folgenden wurde zunachst ein artifizielles
Tetracyclin-abhéngiges Aptamer direkt stromaufwérts an den ORF des dhfr-
Reportergens gefigt.

Planung und Konstruktion der Plasmide wurden freundlicherweise von Julia
Weigand und Jirgen Beer aus der AG Suf3, Institut far Molekulare
Biowissenschaften, Universitat Frankfurt, durchgefiihrt. Zur Generierung der dhfr-
Aptamer Fusion wurden zunéchst die Promotor-Region, das Aptamer und das
dhfr-Reportergen separat amplifiziert und anschliel3end Gber homologe Regionen
in zwei aufeinander folgenden PCR-Reaktionen fusioniert. Als DNA-Vorlage fur
die Promotor-Region und das dhfr-Reportergen diente das im Rahmen dieser

Arbeit beschriebene Plasmid pMB1. Als Vorlage fur die Amplifikation des
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Aptamers diente das Plasmid pWHE601-AN32SH. Vor das ATG-Startkodon des
dhfr-Reportergens wurden zusétzlich drei Adenosinnukleotide eingefugt. Diese
entsprechen einer optimierten Kozaksequenz flr S. cerevisiae. Die
Adenosinnukleotide waren Teil des stromabwarts gelegenen Oligonukleotids, das
zur Amplifikation des Aptamers diente. Das Fragment wurde Uber die
Schnittstellen Xhol und Acc65I in den Vektor pMB1 integriert und in E. coli DH5a
vervielfaltigt. Anschlieend wurde H. volcanii WR340 mit den Reportergen-
Plasmiden transformiert. Zellen wurden in An- und Abwesenheit von 250 uM
Tetracyclin inkubiert, in der exponentiellen Wachstumsphase (2x10® Zellen/ml)
geerntet, und die Translationseffizienzen kalkuliert (Abbildung 26). Als
Kontrollvariante diente das dhfr-Reportergen ohne 5- und 3-UTR (Nr. 1 in
Abbildung 26).

Die Fusion des Aptamers erhéhte die Transkriptstabilitdt um den Faktor 1,5 (Nr. 2
in Abbildung 26C). Die Applikation von Tetracyclin hingegen hatte keinen
signifikanten Einfluss auf die  Transkript-Halbwertszeit. Auf  die
Translationseffizienzen sowohl der Kontrollvariante als auch der Aptamerfusionen
hatte die Applikation von Tetracyclin ebenfalls keinen Einfluss (Abbildung 26D).
Die Ergebnisse implizieren, dass unter Hochsalzbedingungen die gefaltete
Sekundarstruktur des Aptamers trotz Abwesenheit von Tetracyclin bereits
vorhanden ist, da keine Enzymaktivitat fur die Aptamerfusionen nachgewiesen
werden konnte (Nr.2 in Abbildung 26B). Somit wurde gezeigt, dass die Initiation
der Translation bei Transkripten ohne 5-UTR durch das Anfligen einer starken
Sekundarstruktur direkt stromaufwarts des Translationsstartes verhindert werden

kann.
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Abbildung 26: Anwendung eines artifiziellen Tetracy clin-induzierbaren Aptamers in H.
volcanii

Insertion eines Tetracyclin-induzierbaren Aptamers vor den ORF des dhfr-Reportergens. (A) Das
dhfr-Reportergen und die Aptamer-Genfusion sind schematisch gezeigt. Als Kontrolltranskript
diente das Reportergen ohne UTRs. Die Translationseffizienzen wurden fir Zellen aus der
exponentiellen Wachstumsphase (2x108 Zellen/ml) kalkuliert. (B) Spezifische Enzymaktivitaten.
Drei unabhangige biologische Replikate wurden durchgefuhrt und die Mittelwerte mit
Standardabweichungen berechnet. (C) Relative mRNA-Mengen. Drei unabhangige biologische
Replikate wurden durchgefiihrt, die Mittelwerte mit Standardabweichungen berechnet und auf das
Kontrollplasmid pMB1 normiert. (D) Translationseffizienz nach Normierung auf das
Kontrollplasmid pMB1. Die Translationseffizienzen wurden durch das Dividieren der DHFR-
Aktivitaten durch die Transkript-Menge kalkuliert.

Fur weitere Experimente wurde das hier beschriebene Aptamer an
verschiedenen Positionen in eine 5-UTR mit zufélliger Sequenz inseriert
(Abbildung 19 Kapitel 6.5).

Allerdings konnte wieder in keinem Fall eine Tetracyclin-abhangige Reduktion der
Translationseffizienz beobachtet werden. Die Ergebnisse bestatigen die These,
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dass unter Hochsalzbedingungen die gefaltete Sekundarstruktur des Aptamers
trotz Abwesenheit von Tetracyclin bereits vorhanden und stabil genug ist, die
Translation zu verhindern. Ein Einfluss der Position auf die Funktionalitdt des
Aptamers konnte mit diesem Versuch gezeigt werden. Die Insertion des
Aptamers nahe des Translationsstartes resultierte in eine vollstdndigen
Inhibierung der Translation, wahrend die Fusion des Aptamers an das 5-Ende
der 5-UTR keinen Einfluss auf die Translationseffizienz verglichen mit dem

Kontrolltranskript hat.

8.2 Anwendung eines autokatalytischen Hammerhead -Ribozyms in H.
volcanii

Zur .exogen® kontrollierten Genexpression konnen konditionale Hammerhead-
Ribozyme eingesetzt werden. Ziel ist es, dabei die RNA durch die Insertion eines
selbstspaltenden RNA-Motivs zu degradieren oder die Initiation der Translation
durch das Vorhandensein einer stark ausgepragten Sekundarstruktur zu
verhindern (Ogawa & Maeda, 2008; Wieland & Hartig, 2008). Da bereits im
Rahmen dieser Arbeit gezeigt werden konnte, dass die Sekundarstruktur der 5'-
UTR die Effizienz der Translationsinitiation stark beeinflussen kann, wurde eine
Strategie zur Blockierung der Initiation getestet.

Dazu wurde zunachst ein konstitutiv selbstspaltendes Hammerhead-Ribozym
stromaufwérts an den ORF des dhfr-Reportergens fusioniert (Link et al., 2007;
Yen et al.,, 2004). In den Stamm | des Hammerhead-Ribozyms wurde durch
einen Basenaustausch (C—A) ein in frame Startkodon fir das dhfr-Reportergen
eingefiigt (Abbildung 27). Es konnte bereits gezeigt werden, dass dieser
Austausch keinen Einfluss auf die autokatalytische Aktivitdt des Hammerhead-
Ribozyms hat (Tuschl et al, 1995). Dadurch wurden drei zuséatzliche
Aminosauren (Asp, Ser, Thr) an den N-Terminus des dhfr-Reportergens gefugt.
Als Kontrolle diente eine Variante der dhfr mit den zusatzlichen 0.g. Aminosauren
am N-Terminus und ohne Hammerhead im 5-UTR. Als weitere Kontrolle wurde
eine inaktive Variante des Hammerhead-Ribozyms generiert und an den ORF

des dhfr-Reportergens fusioniert.
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Abbildung 27: Hammerhead -Strukturen

Sequenz und Strukturmodell des Hammerhead-Ribozyms N79 aus S. mansoni. Die drei Stamme
des Hammerhead-Ribozyms sind als I, Il und 1l gekennzeichnet. Die Spaltstelle ist durch einen
Pfeil markiert (Link et al., 2007). (A) Urspringliches Ribozym N79 aus S. mansoni (B)
Modifizierte Hammerhead-Variante. Der Basenaustausch (C—A) zur Generierung eines in frame
Startkodons fur das dhfr-Reportergen ist blau markiert. Das rot markierte Adenosinnukleotid ist
bei der inaktiven Hammerhead-Variante gegen ein Guanosinnukleotid ausgetauscht und
verhindert die Selbstspaltung des Hammerhead-Ribozyms.

Die Planung und Konstruktion der Plasmide wurde freundlicherweise von Julia
Weigand und Jurgen Beer aus der AG SuR3 durchgefihrt und zur Verfigung
gestellt. Die Generierung der Reportergen-Plasmide erfolgte analog zu den
Aptameren aus Kapitel 6.5 der Ergebnisse. Zur Generierung der dhfr-
Hammerhead-Fusionen (Nr. 2 und Nr. 3 in Abbildung 28) wurden zunachst die
Promotor-Region, das Hammerhead und das dhfr-Reportergen separat
amplifiziert und anschlielend Uber homologe Regionen in zwei aufeinander
folgenden PCR-Reaktionen fusioniert. Als Vorlage fir das aktive Hammerhead-
Ribozym diente das Plasmid pWHE601-Actin+HH-aktiv. Als Vorlage fur die
inaktive Hammerhead-Variante diente das Plasmid pWHEG601-Actin+HH-inaktiv.
Dabei wurde nicht der komplette P1-Stamm, sondern nur 14 der urspringlich 20
Nukleotide amplifiziert. Das Adenosinnukleotid zur Generierung eines
Startkodons im Stamm des Hammerhead-Ribozyms wurde mit Hilfe des
stromabwaérts gelegenen Oligonukleotids eingefuigt. Zur Konstruktion der
Kontrollvariante pMB1* (Nr.1 in Abbildung 28) ohne Hammerhead-Ribozym und
mit verlangertem N-Terminus des DHFR-Reporterenzyms wurde zunachst die
Promotor-Region separat amplifiziert. Mit Hilfe des stromabwarts gelegenen
Oligonukleotids wurde das native Startkodon der dhfr entfernt und die
zusétzlichen Nukleotide mit Startkodon eingefiigt. Das erzeugte Fragment diente

in einer zweiten PCR-Reaktion als Oligonukleotid zur Amplifikation der dhfr aus
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pMB1. Die Fusionsfragmente wurden tber die Schnittstellen Xhol und Acc65I in
den Vektor pMBL1 integriert und in E. coli DH5a vervielféaltigt. AnschlieBend wurde
H. volcanii WR340 mit den Reportergen-Plasmiden transformiert. Zellen wurden
in der exponentiellen Wachstumsphase (2x10® Zellen/ml) geerntet, und die
Translationseffizienzen kalkuliert (Abbildung 28).

Es konnte zunachst gezeigt werden, dass sich die Fusion der zusatzlichen
Aminosauren an den N-Terminus der DHFR im Vergleich zur urspringlichen
Variante pMB1 positiv auf die enzymatische Aktivitat auswirkte (Nr.1 in Abbildung
28B). Die DHFR-Variante mit verlangertem N-Terminus (Nr. 1 in Abbildung 28)
zeigte eine spezifische Enzymaktivitdt von 0,66 nkat/mg, wahrend das
urspringliche Reporterenzym (Nr. 1 in Abbildung 14) eine spezifische Aktivitat
von ca. 0,38 nkat/mg besal3. Bisher ist unklar ob diese Beobachtung auf eine
erhohte Wechselzahl, auf eine verstarkte Transkriptstabilitit oder auf eine
erhohte Proteinstabilitat zurtickzufthren ist .

Das Startkodon der dhfr ist durch seine Lokalisierung im P1 Stamm des
Hammerhead-Ribozyms fiur das Ribosom nicht zugénglich. Erst nach
autokatalytischer Spaltung des Hammerheads kann der Translationsstart durch
das Ribosom erkannt werden. Die Fusion der Hammerhead-Varianten reduzierte
die Transkriptstabilitat um den Faktor zwei, verglichen zur Kontrollvariante ohne
fusioniertes Hammerhead-Ribozym. Die Fusion des aktiven Hammerhead-
Ribozyms reduzierte die Genexpression der dhfr im Vergleich zur Kontrollvariante
um den Faktor 2,5 (Nr. 2 in Abbildung 28). Die reduzierte Enzymaktivitdt kann
entweder auf ineffiziente Spaltung des Hammerhead-Ribozyms aufgrund der
hohen ionischen Bedingungen zurtickgefuihrt werden, oder auf eine spontane
Wiederanlagerung des gespaltenen Hammerhead. Wie zu erwarten war bei der
Fusion des inaktiven Hammerheads mit dem Reportergen keine Enzymaktivitat
messbar.

Daher ist gezeigt, dass in H. volcanii die autokatalytische Spaltung des
Hammerhead-Ribozyms mdglich ist, und allosterische Ribozyme durchaus als
Werkzeuge zur konditionalen Genexpression in halophilen Archaea in Betracht

gezogen werden kdnnen.

91



IV. Ergebnisse

A B
. . Ribozym
Nr. Plasmid Transkript aktiviinaktiv .
5‘UTR  dhfr orf 09
3 &
1 PMBL l——— g5 07
o
L
I e£E 05
U 28
2 pmBLl ||l §=
P ll——— + & o
e o
3 0 . . n.n
pMB1-2 |—L|:| - 1 2 3
C D
1,2
1,4
1,0 - N 12
@ o
£ 08 £ 10
E. 2
£ o6 T g 08
2 2 06
8 g
~ 04 T 5
[ =
g g
T 02 £ o2
= n.n.
0 0
1 2 3 1 2 3
Abbildung 28: Anwendung eines konstitutiven Hammerhead -Ribozyms in H. volcanii

Aktive und inaktive Varianten des Hammerhead-Ribozyms wurden an das dhfr-Reportergen
fusioniert. Die Translationseffizienzen wurden fir Zellen aus der exponentiellen (2x108 Zellen/ml)
Wachstumsphase kalkuliert. (A) Das dhfr-Reportergen und die Genfusion sind schematisch
gezeigt. Als Kontrolltranskript diente das Reportergen ohne UTRs. (B) Spezifische
Enzymaktivitaten. Drei unabhangige biologische Replikate wurden durchgefuhrt und die
Mittelwerte mit Standardabweichungen berechnet. (C) Relative mMRNA-Mengen. Drei unabhangige
biologische Replikate wurden durchgefiihrt, die Mittelwerte mit Standardabweichungen berechnet
und auf das Kontrollplasmid pMB1* normiert. (D) Translationseffizienz nach Normierung auf das
Kontrollplasmid pMB1*. Die Translationseffizienzen wurden durch das Dividieren der DHFR-
Aktivitaten durch die Transkript-Menge kalkuliert. n.n. nicht nachweisbar.
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V. DISKUSSION

1. crRT-PCR: Eine effiziente Methode zur Bestimmung der

untranslatierten Regionen von mRNAs

In der vorliegenden Arbeit wurden die 5’- und 3'-UTRs verschiedener Transkripte
aus H. volcanii mit Hilfe der crRT-PCR bestimmt (Kuhn & Binder, 2002). Kuhn
und Binder kamen zu dem Schluss, dass nur prozessierte, aber keine primaren
5’-Enden von RNAs mit der crRT-PCR bestimmt werden kénnen (Kuhn & Binder,
2002). Grund fur diese Annahme war die Identifizierung von 5-Enden eines
Transkriptes, welche einige Nukleotide kurzer waren, als die 5-Enden, welche
mittels Primer extension flr dasselbe Transkript ermittelt wurden. Die
theoretische Erklarung war, dass Primar-Transkripte an ihrem 5’-Ende
Triphosphate tragen, welche wahrscheinlich nicht durch RNA Ligase ligiert
werden konnen. Daher schien zur Bestimmung der 5-Enden von
Primartranskripten zunachst eine Konvertierung der Triphosphate zu
Monophosphaten durch eine Pyrophosphatase notwendig zu sein (Zhang & Liu,
2006). Es stellte sich heraus, dass dies fur haloarchaeale Transkripte unndtig ist.
Die durch crRT-PCR identifizierte 5-UTR des ,bacterioopsin linked protein“ (blp)
aus H. salinarum (Brenneis et al., 2007) war identisch mit der 5-UTR des blp,
welche in einer vorangegangenen Analyse mittels Primer extension identifiziert
wurde (Accession No. L22007, www.ebi.ac.uk/embl/). Weitere Beweise, die fur
die Bestimmung von Priméartranskripten sprechen, sind: (1) Es konnten zwar
verschiedene 3’-Enden, nicht aber multiple 5’-Enden eines Transkripts identifiziert
werden und (2) die basalen Promotorelemente (TATA-Box und BRE) besalien
exakt den bekannten Abstand zu den experimentell bestimmten 5’-Enden. Dies
trifft nur zu, wenn die tatséachlichen Primartranskripte bestimmt wurden.

Die Uberzeugendste Erklarung fur den Erfolg dieser Methode zur UTR-
Bestimmung haloarchaealer Transkripte ist, dass ein Anteil der Transkripte in vivo
von Tri- zu Monophosphaten dephosphoryliert wurde. In E. coli konnte gezeigt
werden, dass die Umwandlung von Tri- zu Monophosphaten den ersten Schritt

zur RNA-Degradation darstellt. Der Anteil zellularer monophosphorylierter
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Transkripte wurden fur zwei Gene bestimmt und betrugen 18%-35% (Celesnik et
al., 2007). Falls dies fir Haloarchaea ebenfalls zutrifft, wirde das den Erfolg der
CrRT-PCR zur UTR-Bestimmung von Transkripten erklaren. Allerdings konnten
die Enden einiger Transkripte mit dieser Methode nicht bestimmt werden.
Maoglicherweise hatte fur diese Falle die Behandlung mit einer Pyrophosphatase
geholfen (Zhang & Liu, 2006). Die crRT-PCR stellt daher eine effiziente und
hilfreiche Methode zur Bestimmung von transkriptionalen und translationalen
Signalen in verschiedenen archaealen, bakteriellen und eukaryotischen Spezies

dar.

2. Transkription in  H. volcanii

2.1 Promotorstrukturen

Es ist allgemein bekannt, dass der archaeale Transkriptionsapparat eher dem
eukaryotischen Polymerase 1l und Ill Systemen ahnelt, als dem bakteriellen
Apparat. Allerdings besitzen Archaea wie Bakterien nur eine RNA Polymerase
zur Transkription aller Gene. In Eukaryoten wird die Transkription von
verschiedenen Polymerasen dbernommen, die verschiedene Gen-Gruppen
transkribieren. Die Zusammensetzung der archaealen Polymerase besitzt
wiederum eukaryotischen Charakter. Zur Rekrutierung der archaealen RNA
Polymerase sind die Transkriptionsfaktoren TBP und TFB notwendig und
hinreichend fur die initiation der basalen Transkription (Geiduschek &
Ouhammouch, 2005). TBP erkennt die archaeale TATA-Box und bindet TFB (Bell
& Jackson, 2001; Ouhammouch et al., 2004). TFB erkennt das BRE-Element,
welches unmittelbar stromaufwérts der TATA-Box lokalisiert ist (Bell et al., 1999b;
Qureshi & Jackson, 1998). Die Regionen stromaufwarts der im Rahmen dieser
Arbeit experimentell bestimmten Transkriptionsstarts ergaben
Konsensussequenzen fir drei basale Promotor-Elemente: die TATA-Box, das
BRE-Element und ein neues an Position -10/-11 lokalisiertes Element. Dieselben
basalen Promotor-Elemente konnten bei einer genomweiten Analyse von mehr
als 2000 Genen aus H. salinarum identifiziert werden, die monocistronisch oder

als erste Gene in Operons vorlagen (Brenneis et al., 2007).
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Die konservierte haloarchaeale TATA-Box besteht aus nur vier Nukleotiden. Dies
ist entscheidend kurzer, als TATA-Boxen mit acht Nukleotiden, die durch
Strukturanalysen von TBP/DNA-Komplexen aus verschiedenen Spezies bestimmt
wurden (Kim et al., 1993; Kosa et al., 1997; Nikolov et al., 1996). Bisher wurde
angenommen, dass diese Promotoren in Eukaryoten und Archaea universell
konserviert sind. Zwei aktuelle Studien zeigten jedoch schon, dass die
haloarchaeale Konsensussequenz der TATA-Box klrzer als acht Nukleotide ist.
Ein Vergleich der Regionen stromaufwarts der experimentell bestimmten 5'-
Enden von Transkripten, die 1999 verfigbar waren, zeigte, dass die
konservierten Regionen in Haloarchaea kirzer als in methanogenen und
thermophilen Archaea waren (Soppa, 1999). Eine in vivo Selektion von TATA-
Boxen aus einer Zufalls-Bibliothek ergab eine Konsensussequenz von sechs
Nukleotiden (Danner & Soppa, 1996). Die wahrscheinlichste Erklarung basiert auf
der Tatsache, dass Haloarchaea im Gegensatz zu allen anderen Spezies multiple
TBP-Isoformen besitzen (Baliga et al., 2000). Es ist allgemein bekannt, dass in
Bakterien o-Faktoren als globale Antwort auf spezifische Stimuli die Transkription
bestimmter Zielgene verdndern. In Eukaryoten dagegen Ubernehmen aus
mehreren Untereinheiten bestehende Transkriptionskomplexe diese Aufgabe. Fur
Archaea dagegen ist Uber die Funktion solcher ,Master‘-Regulatoren der
Transkription zur Anpassung an die zum Teil extremen Umweltbedingungen nur
wenig bekannt (Robertson et al., 2005). In Archaea existieren Orthologe zu den
eukaryotischen generellen TFB und TBP (Geiduschek & Ouhammouch, 2005).
Diese Transkriptionsfaktoren sind in Haloarchaea in multiplen Kopien vorhanden
(Facciotti et al., 2007). Halobacterium sp. NRC-1 beispielsweise kodiert fur sechs
TBPs und sieben TFBs (Baliga et al., 2000), wobei TbpE die starkste Expression
zeigt (Teufel et al., 2008). Da zur Rekrutierung der RNA-Polymerase die Paarung
von TFB und TBP notwendig ist (Bell et al., 1999a), kdnnen diese multiplen TBP
und TFB Kopien aus Halobacterium sp. NRC-1 insgesamt 42 moégliche TFB/TBP-
Paare bilden. Diese konnten dann von verschiedenen Promotoren die
Transkription steuern. Vor Kurzem konnte gezeigt werden, dass die
verschiedenen multiplen TBPs und TFBs in Archaea tatsachlich &hnlich zu o-
Faktoren aus Bakterien und verschiedener Polymerasen und

Transkriptionsfaktoren in Eukaryoten eine differentielle Regulation der
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Transkription hervorrufen kénnen (Coker & DasSarma, 2007; Facciotti et al.,
2007; Teufel et al., 2008). Fir Eukaryoten konnte bereits gezeigt werden, das
TBP und TFB Homologe die Transkription Entwicklungs- und Gewebs-spezifisch
steuern kénnen (Chen et al.,, 2005; Hansen et al.,, 1997). Die TATA-Box
Konsensussequenz aus vier Nukleotiden stellt daher mdoglicherweise eine
allgemeine Grundsequenz dar, die von allen mdglichen haloarchaealen TBPs
erkannt wird, wahrend die restlichen vier Nukleotide mdglicherweise differentiell
durch verschiedene TBP-Isoformen erkannt werden. Daher konnten
haloarchaeale TBPs, ahnlich zu bakteriellen Sigmafaktoren, als globale
Regulatoren der Transkriptionsinitiation wirken (Baliga et al., 2000; Thompson et
al., 1999). Moglicherweise stellt die archaeale Verwendung multipler TFB/TBP-
Paare ein Beispiel der Evolution dar, bei der die Erweiterung von Familien aus
Transkriptionsfaktoren zur kombinatorischen selektiven Regulation der

Transkription genutzt wurde (Facciotti et al., 2007).

2.2 Termination der Transkription

Im Rahmen dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass ein pentaU-Motiv und
moglicherweise eine Haarnadelstruktur am 3'-Ende der Transkripte in die
haloarchaeale Termination der Transkription involviert sind. Die putativen
Haarnadelstrukturen der verschiedenen Transkripte sind weder in ihrer Sequenz,
noch in ihrer Struktur konserviert. Daher ist unklar, inwiefern diese in einen
generellen Mechanismus der Transkriptionstermination involviert sein kénnten.
Ein Vergleich mit friheren Studien ist schwierig, da die Termination der
Transkription in Archaea nur wenig untersucht wurde. Trotzdem kann
angenommen werden, dass der Mechanismus der Termination eher dem
eukaryotischen Polymerase Ill System ahnelt, da die eukaryotische Polymerase Il
zur Termination verschiedene Faktoren benétigt. Bisher konnten dazu keine
Homologe in Archaea identifiziert werden (Santangelo & Reeve, 2006). Die
Termination der Polymerase Il hingegen kann einzig durch spezifische
Sequenzabschnitte eingeleitet werden (Cozzarelli et al.,, 1983; Hamada et al.,
2000), was mit Studien zur Termination der archaealen Transkription
Ubereinstimmt (Kuo et al., 1997; Muller et al., 1985; Santangelo & Reeve, 2006;
Spitalny & Thomm, 2008; Thomm et al., 1994). Oligo-U Abschnitte wurden schon
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frih als archaeale Terminatoren identifiziert (Reiter et al., 1988b; Thomm et al.,
1994). Die einzige Studie fur ein Haloarchaeon zeigte, dass die Sequenz
LZUJUAUUCUUU" als Terminator wirkt, wahrend die mutierte Sequenz
,ZUUAUUCGGU" keinen Terminator darstellt, was die Wichtigkeit der Us bestatigt
(Thompson et al., 1999). Einige Studien mit thermophilen Archaea ergaben, dass
die Termination nach oligo-U oder oligo-Pyrimidin Abschnitten von mehr als zehn
Nukleotiden auftritt (Muller et al., 1985; Reiter et al., 1988b; Spitalny & Thomm,
2008; Thomm et al, 1994; Wich et al., 1986). Untersuchungen mit dem
thermophilen Archaeon Pyrococcus furiosus zeigten, dass mindestens funf Us fir
eine effiziente Termination der Transkription notwendig sind, und der
Mechanismus der Transkriptionstermination der Pol Ill Termination des Xenopus
5S Gens ahnelt (Spitalny & Thomm, 2008). Eine in vitro Studie zur Termination
der Transkription in Methanobacter thermoautotrophicus demonstrierte, dass
native und synthetische U-Abschnitte die Fahigkeit zur Termination der
Transkription  besitzen, und essentiell fuar diesen Prozess sind.
Haarnadelstrukturen beeinflussten dabei die Termination (Santangelo & Reeve,
2006). Im Gegensatz zum bakteriellen Terminationssystem kann die archaeale
Transkription auch an synthetischen oder natirlichen oligo-U Sequenzen
terminiert werden, denen keine Haarnadelstruktur vorangestellt ist (Santangelo &
Reeve, 2006). Uberraschenderweise hatten auRerdem die Topologie des
Substrates und Sequenzen 200 Nukleotide stromaufwarts der Terminationsstelle
einen Einfluss auf die Termination.

Da Archaea zu den Prokaryoten gehoren, ist die Moglichkeit zu einer gekoppelten
Transkription/Translation gegeben. Fir T. kodakarensis konnte dies durch
elektronenmikroskopische Aufnahmen bereits demonstriert werden (French et al.,
2007). Eine Kopplung von Transkription und Translation bildet die Mdglichkeit zur
rho-abhéangigen Termination ahnlich der bakteriellen Transkription (Richardson,
2002). Polymerase Il aber nicht Polymerase | oder Polymerase Ill Komplexe sind
in vitro sensitiv fur die rho-abhangige Termination (Lang et al., 1998). Fur das
Archaeon Methanobacter thermoautotrophicus konnte ein rho-abhéangige
Termination der Transription demonstriert werden (Santangelo & Reeve, 2006).
Archaeale Genome kodieren keine Homologe zur rho-abhangigen Termination,
allerdings kann aufgrund der rho-sensitiven  Termination in M.

97



V. Diskussion

thermoautotrophicus ein analoger Mechanismus fir Archaea angenommen
werden.

Die Termination der Transkription in Archaea scheint somit keinen einheitlichen
Mechanismus zu besitzen und ist noch weitestgehend unverstanden. Die
Bestimmung der 3’-Enden von Transkripten aus H. volcanii im Rahmen dieser
Arbeit und H. salinarum (Brenneis et al., 2007) fuhrten zu der Identifizierung einer
weitaus grofReren Anzahl in vivo funktioneller Terminatoren, als in jeder anderen

archaealen Spezies.

3. mRNAs und ihre Untranslatierten Regionen in H. volcanii

3.1 5-UTRs und ihre biologische Funktion in Haloar  chaea

Die experimentelle Analyse der 5’-Enden von Transkripten aus H. volcanii ergab,
dass nur 5 von 17 der im Rahmen dieser Arbeit untersuchten Transkripte eine 5’-
UTR besalen. Mit durchschnittlich 15 Nukleotiden sind die haloarchaealen 5'-
UTRs entscheidend kirzer als die eukaryotischen. Da Transkripte mit 5’-UTR
zumindest in Haloarchaea die Minderheit darstellen, ist anzunehmen, dass die 5'-
UTRs moglicherweise neben der Initiation der Translation weitere Funktionen
einnehmen. Moglicherweise liegt die Aufgabe nativer haloarchaealer 5’-UTRs in
einem Herabsetzen der Translationseffizienz im Vergleich zu Transkripten ohne
5-UTR. Dies wlrde eine Feinregulation der Genexpression erlauben, und eine
differentielle Regulation der Translation mit positiven Regulatoren erméglichen,
die Transkript-spezifisch die Translationseffizienz verstarken.

AuBBerdem koénnten 5-UTRs ebenfalls eine Rolle bei der Regulation von
Transkript-Halbwertszeiten spielen. Celesnik et al. konnten zeigen, dass
ungepaarte Basen am 5’-Ende von Transkripten den RNA-Abbau durch RNAse E
in E. coli erleichtern, wohingegen die Insertion einer stabilen Haarnadelstruktur
am 5’-Ende zu einer Stabilisierung des Transkripts fiihrt (Celesnik et al., 2007).
Die Fusion artifizieller UTRs an das Reportergen flihrte zu starken
Schwankungen der Transkriptmengen. Demnach ist der Einfluss von 5’-UTRs auf
die RNA-Halbwertszeit die erste experimentell bestéatigte Funktion von 5’-UTRs in

Archaea.
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Fur den Menschen ergab eine bioinformatische Studie, dass 10% bis 18% aller
Gene durch die Nutzung multipler Promotoren alternative 5’-UTRs exprimieren
(Trinklein et al., 2003). Fur die Transkripte aus H. volcanii konnte dies nicht
bestétigt werden.

Der GC-Gehalt von 5’- und 3'-UTRs kann variieren. Im Allgemeinen ist der GC-
Gehalt von 5'-UTRs aus verschiedenen Taxa hoher als in den 3'-UTRs. Dieser
Unterschied ist besonders in den warmblitigen Vertebraten ausgepragt. Hier
betragt der GC-Gehalt der 5-UTRs 60%, wéahrend der GC-Gehalt der 3'-UTRs
bei 45% liegt (Pesole et al.,, 2000). Es ist anzunehmen, das dies auf die
Anwesenheit von CpG-Inseln in den 5-UTRs verschiedener Gene der
Vertebraten zurlickzufuihren ist (Pesole et al., 2000). In H. volcanii, dessen GC-
Gehalt bei ca. 66% liegt, treten zwischen 5’- und 3’-UTR, sowie der kodierenden
Region keine Unterschiede im GC-Gehalt auf.

In den meisten eukaryotischen mRNAs sind die flankierenden Nukleotide um das
Startkodon nicht willkiirlich sondern besitzen eine Konsensussequenz. In
Saugetieren ist diese Konsensussequenz ,GCCRCCaugG*, und die am hdchsten
konservierten Nukleotide dabei sind die Purine (R) an Position -3 und das Guanin
an Position +4. Dabei beeinflusst besonders der in der 5-UTR lokalisierte
Abschnitt die effiziente Erkennung des korrekten Startkodons. In H. volcanii
konnten keine Konsensussequenzen um das Startkodon detektiert werden

(Daten nicht gezeigt).

3.3 3-UTRs und ihre biologische Funktion in Haloar  chaea

Die experimentelle Bestimmung der 3’-Enden von haloarchaealen Transkripten
im Rahmen dieser Arbeit ergab, dass alle analysierten Gene eine 3-UTR mit
einer durchschnittlichen Lange von 45 Nukleotide besal3en. In Eukaryoten sind
die 3'-UTRs langer und ihre L4&nge nahm im Laufe der Evolution zu. 3’-UTRs von
Hefe und Menschen haben durchschnittliche Langen von 200 Nukleotide und 500
Nukleotide (Mazumder et al., 2003). 3-UTRs von Eukaryoten besitzen
weitgefacherte Funktionen (de Moor et al., 2005; Mazumder et al., 2003; Wilkie et
al., 2003). In Archaea war vor dieser Arbeit die einzige bekannte Funktion der
Selenocysteineinbau an Stopkodons einiger Gene von methanogenen Archaea
(Rother et al., 2001). Haloarchaea besitzen jedoch kein Selenocystein. Daher ist

99



V. Diskussion

anzunehmen, dass hier die 3-UTRs eine andere Funktion besitzen. Im Rahmen
dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass die Fusionen von 3’-UTRs das dhfr
Transkript stabilisierten. Demnach ist die Stabilisierung die zweite experimentell
bestétigte Funktion von 3-UTRs in Archaea. Dies stellt mdglicherweise eine
generellere Funktion von 3-UTRs dar. Im Rahmen dieser Arbeit konnte eine
dritte Funktion der archaealen 3'-UTRs geklart werden. Es konnte gezeigt
werden, dass archaeale 3’-UTRs eine bestimmende Rolle bei der Regulation der
Translation einnehmen (siehe Kapitel 5 der Diskussion).

Die Sequenzen der 3-UTRs entsprechen exakt der genomischen Sequenz und
posttranskriptionale Modifizierungen konnten in keinem der analysierten
haloarchaealen Transkripte gefunden werden. Fir Exosom enthaltende Archaea
wurde ein postranskriptionales Anhangen von A-reichen Sequenzen an das 3'-
Ende gezeigt. Diese A-reichen Sequenzen besitzen eine wichtige Funktion bei
der RNA-Degradation (Portnoy et al.,, 2005; Portnoy & Schuster, 2006).
Haloarchaea besitzen allerdings kein Exosom und mussen daher einen anderen,

bisher unbekannten Mechanismus zur RNA-Degradation besitzen.

4. Initiation der Translation in  H. volcanii

4.1 Initiation der Transkription bei Transkripten o hne 5’-UTR

Die Ergebnisse der experimentellen Bestimmung der 5-UTRs von Transkripten
aus H. volcanii zeigten, dass die Mehrheit der Transkripte keine 5’-UTR besitzt.
Daher ist anzunehmen, dass dies der generelle Mechanismus der
Translationsinitiation ist. Die Tatsache, ob ein Transkript keine 5-UTR besitzt,
hangt von der korrekten Bestimmung des Translationsstartes ab. Daher wurden
fur H. volcanii Kodonpraferenz-Plots durchgefiihrt, um die Qualitat zur Annotation
der korrekten Translationsstarts zu verstarken (Soppa, 1994).

Der Mechanismus zur Initiation der Translation bei Transkripten ohne 5-UTR ist
klar von dem fur Transkripte mit 5-UTR zu unterscheiden. Fur zwei Archaea
konnte gezeigt werden, dass die Mutation einer SD-Sequenz die Translation

inhibierte, wahrend die komplette Deletion der nativen 5-UTR die Féahigkeit zur

100



V. Diskussion

Translation wieder herstellte (Condo et al., 1999; Sartorius-Neef & Pfeifer, 2004).
Fur Bakterien konnte gezeigt werden, dass sich die Initiation der Translation bei
Transkripten ohne 5’-UTR von Transkripten mit 5’-UTR in Hinblick auf den Bedarf
der Initiator-tRNA und Translationsinitiationsfaktoren, als auch der Interaktion mit
ribosomalen Untereinheiten und der Resistenz gegenuber Kasugamycin
unterscheiden. Wahrend die Translation bei Transkripten mit 5’-UTR durch eine
Interaktion der kleinen ribosomalen Untereinheit und SD-Sequenz initiiert wird,
binden bakterielle und eukaryotische Transkripte ohne 5-UTR undissoziierte
Ribosomen und die Initiator tRNA zur Initiation der Translation (Andreev et al.,
2006; Grill et al., 2000; Moll et al., 2002; Moll et al., 2004; O'Donnell & Janssen,
2002; Udagawa et al., 2004). Archaeale, bakterielle und eukaryotische in vitro
Translationssysteme sind zur Translation von Transkripten ohne 5-UTR féahig.
Daher kann angenommen werden, dass die Translation von mRNAs ohne 5-UTR
einen sehr alten und konservierten Mechanismus darstellt (Grill et al., 2000; Moll
et al., 2002).

4.2 Ein neuer Mechanismus zur Initiation der Transl  ation in Archaea

Es wird allgemein angenommen, dass zwei Mechanismen zur Initiation der
Translation existieren, die fur Pro- und Eukaryoten verschieden sind.
Prokaryotische Transkripte bendétigen die Interaktion der SD-Sequenz mit dem 3'-
Ende der 16S rRNA. In Eukaryoten wird die Translation durch einen Scanning-
Mechanismus initiiert, falls keine IRES, uORFs oder Transkripte ohne 5-UTR
vorliegen.

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass diese Annahme fir Haloarchaea
nicht gilt. Nur fir wenige haloarchaeale Gene wird die Translation Uber eine
Interaktion mit der SD-Sequenz initiiert. Dafur spricht: (1) sowohl die Mehrzahl
aller im Rahmen dieser Arbeit analysierten Transkripte aus H. volcanii, als auch
die in einer parallelen Studie untersuchten Transkripte aus H. salinarum
(Brenneis et al., 2007) besalRen keine SD-Sequenz in ihrer 5’-UTR, (2) sechs im
Rahmen dieser Arbeit experimentell charakterisierte 5’-UTRs ohne SD-Sequenz
konnten dennoch in vivo effizient translatiert werden, und (3) bioinformatische
Genom-Analysen fur H. salinarum zeigten, dass SD-Sequenzen auch fur distale

Gene in Operons nicht typisch sind (Brenneis et al., 2007).
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Die Definition der SD-Sequenz ist kritisch, um festzustellen, ob in einer 5-UTR
eine SD-Sequenz lokalisiert ist. In E. coli kénnen Teile oder die gesamte Sequenz
LJUAAGGAGGU® mit dem 3-Ende der 16S rRNA hybridisieren. Eine
bioinformatische Studie aller E. coli Gene ergab die Konsensussequenz
JLAAGGA® (Shultzaberger et al., 2001). In den meisten experimentellen Studien
wurden als SD-Sequenz vier bis sechs Nukleotide genutzt (Chen et al., 1994).
Der Abstand vom 3’-Ende der SD-Sequenz zum Startkodon betragt dabei funf
Nukleotide (Chen et al., 1994; Shultzaberger et al.,, 2001). Im Gegensatz zu
zahlreichen Untersuchungen in Bakterien gibt es nur zwei experimentelle Studien
zu archaealen SD-Sequenzen. Unter Verwendung eines in vitro
Translationssystems von S. solfataricus konnte gezeigt werden, dass die
Mutation der nativen SD-Sequenz ,GAGGUGA® zu ,GACGUCA" zu einem
volligen Verlust der Fahigkeit zur Translation fuhrte (Condo et al., 1999). Die
inaktive SD-Sequenz bestand dennoch aus funf Nukleotiden, die mit dem 3’-Ende
der 16S rRNA hybridisieren konnten. Fir H. volcanii zeigten in vivo Studien, dass
die Mutation der nativen SD-Sequenz ,GGAGGUCA® zu ,UUAGGUCA® die
Effizienz der Translation um mehr als 90% herabsetzten, obwohl in der mutierten
Version funf wildtypische Nukleotide erhalten blieben (Sartorius-Neef & Pfeifer,
2004). Diese Daten stimmen mit bioinformatischen Analysen aus H. salinarum
Uberein. Die Untersuchung zeigte, dass vier konsekutive und flnf nicht
konsekutive Nukleotide putativer SD-Sequenzen hauptsachlich in falschen
Distanzen zu translationalen Startkodons lokalisiert sind. Nimmt man eine SD-
Sequenz bestehend aus funf konsekutiven Nukleotiden an, wenden nur 10% aller
H. salinarum Gene den SD-Mechanismus zur Initiation der Translation an,
wahrend 90% der Gene entweder keine 5-UTR, oder eine 5-UTR ohne SD-
Sequenz besitzen (Brenneis et al., 2007). Zusammengefasst implizieren sowohl
bioinformatische als auch experimentelle Analysen eine extensivere
Basenpaarung haloarchaealer SD-Sequenzen zur 16S rRNA als in E. coli.

Es ist moglich, dass sich das seltene Auftreten von SD-Sequenzen und die
Anwendung SD-Sequenz unabhéngiger Mechanismen zur Initiation der
Translation nicht nur auf Haloarchaea beschrankt. Eine umfassende
bioinformatische Analyse ergab, dass 50% aller archaealen und bakteriellen
Gene ohne SD-Sequenz vorliegen (Chang et al., 2006). Dies wirde bedeuten,
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dass ein groR3er Teil der prokaryotischen Transkripte entweder keine 5’-UTR oder
eine 5-UTR ohne SD-Sequenz besitzt, was nicht der heutigen allgemeinen
Annahme entspricht.

Es gilt zu untersuchen (1) wie weit verbreitet Transkripte ohne 5-UTRs in
Archaea und Bakterien sind, (2) wie weit verbreitet Transkripte mit 5’-UTRs ohne
SD-Sequenzen sind, (3) wie der neue Mechanismus zur Initiation der Translation
an Transkripten ohne SD-Sequenz agiert und (4) wie die Initiation an
Transkripten ohne SD-Sequenz mechanisch funktioniert und welche Molekiile an

diesem Prozess beteiligt sind.

4.3 Einfluss strukturierter 5’-UTRs auf die Transla  tionseffizienz

Im Rahmen dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass die Insertion eines
Tetracyclin-induzierbaren Aptamers direkt stromaufwarts des Startkodons die
Initiation der Translation in H. volcanii vollstandig inhibierte. Die An- bzw.
Abwesenheit einer 5-UTR hatte dabei keinen Einfluss. Die Integration des
Aptamers direkt an das 5’-Ende einer artifiziellen 5’-UTR hingegen hatte keinen
Einfluss auf die Translationseffizienz im Vergleich zur einer Kontrollvariante ohne
Aptamer. Auffallig ist aul3erdem, dass die Effizienz der Translationsinitiation mit
zunehmend strukturierter 5’-UTR abnimmt. So zeigten artifizielle UTRs hdhere
oder gleiche Translationseffizienzen im Vergleich zu Varianten ohne 5-UTRs.
Derselbe Effekt konnte bei Fusionen mit destabilisierter nativer 5-UTR
beobachtet werden. Native 5-UTRs werden mit bis zu 50% geringerer Effizienz
im Vergleich zur Variante ohne 5-UTR translatiert. Fur Eukaryoten konnte bereits
ein direkter Zusammenhang zwischen der Stabilitdt sekundarer Strukturen und
ihrer Fahigkeit zur Repression der Translation demonstriert werden. Dabel
inhibierte die Insertion einer Haarnadelstruktur direkt stromaufwarts des
Startkodons die Translation, wobei die Starke der Repression von der Stabilitat
und der Position der Haarnadelstruktur abhing (Baim & Sherman, 1988). Die
Stabilisierung des Tetracyclin-abhangigen Aptamers in der 5-UTR eines
Reportergens in S. cerevisiae fuhrte zu einer geringeren Expression, wahrend die
Destabilisierung des Elementes eine verstarkte Expression zur Folge hatte
(Suess et al., 2003). Fir S. cerevisiae konnte ausserdem gezeigt werden, dass

die CAP-nahe Insertion des Tetracyclin-induzierbaren Aptamers in Abwesenheit

103



V. Diskussion

von Tetracyclin keinen Einfluss auf die Genexpression hatte, wahrend die
Integration nahe des Startkodons zu einer reduzierten Genexpression fuhrte
(Hanson et al., 2003). Bisher ist nicht klar, ob der inhibitorische Effekt des
Aptamers nahe des Startkodons in S. cerevisiae auf die Interaktion der
umgebenden Nukleotide =zurickzufuhren ist, die zu einer Stabilisierung
inhibitorischer  Strukturen filhren. In  Saugetier-Systemen hingegen sind
Strukturen in CAP-naher Umgebung stark inhibitorisch (Kozak, 1986), und
Haarnadelstrukturen mit einer freien Energie von -30 kcal/mol nahe der CAP-
Struktur kdénnen die Anlagerung des 43S Prdinitiationskomplexes verhindern
(Kozak, 1989c). Gebundene 30S Untereinheiten oder 70S Ribosomen kénnen
Regionen von 40 bis 54 Nukleotiden der mRNA bei footprinting Analysen
schitzen. Dabei liegt das 5’-Ende der geschiitzten Region bei Position -35 relativ
zum Startkodon. Das 3'-Ende der geschiitzten Region verschiebt sich je nach An-
oder Abwesenheit der Initiator-tRNA (Huttenhofer & Noller, 1994).

Im Rahmen dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass Sekundarstrukturen nahe
am 5-Ende der 20 Nukleotide langen 5-UTR eine Bindung des
Prainitiationskomplexes nicht verhindern, wahrend Haarnadelstrukturen nahe des
Startkodons die Anlagerung des Prainitiationskomplexes in Haloarchaea
blockieren. Fur die mutierte Variante mit stabilisierter nativer 5’-UTR konnte keine
MRNA nachgewiesen werden. Eine Inhibition der Transkription durch die starke
Sekundarstruktur in der 5-UTR kann ausgeschlossen werden, da fir das
Transkript mit derselben 5’-UTR und zuséatzlicher nativer 3’-UTR durchschnittliche
MRNA Konzentrationen nachgewiesen werden konnten. Ebenso konnte die
erfolgreiche Transformation des Reportergen-Plasmids in H. volcanii mittels PCR
und Sequenzierung nachgewiesen werden. Mdglicherweise ist die Abwesenheit
der RNA auf RNA-Abbau zuriickzufihren. Das Anhangen einer 3’-UTR hingegen
fuhrte zu einer Stabilisierung des Transkripts.

Zusammenfassend lassen die Ergebnisse dieser Arbeit einen neuen
Mechanismus zur Initiation der Translation in Haloarchaea vermuten. Ein
Scanning-Mechanismus ahnlich zu Eukaryoten zur Initiation der Translation bei
haloarchaealen Transkripten mit 5-UTR ohne SD-Sequenz kann ausgeschlossen

werden. Wahrscheinlicher ist eine interne Erkennung des translationalen
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Startkodons und die direkte Interaktion des ribosomalen Komplexes. Der genaue

Mechanismus muss noch untersucht werden.

4.4 Initiation der Translation — ein Fazit

Bis heute konnten insgesamt funf verschiedene Mechanismen zur Initiation der
Translation identifiziert werden (Abbildung 28). Die bakterielle Initiation der
Translation erfolgt durch eine Wechselwirkung der SD-Sequenz mit dem 3’-Ende
der 16S rRNA der kleinen ribosomalen Untereinheit und der Interaktion des
Startkodons der fMet-tRNA;. Dieser Prozess wird durch die drei Initiationsfaktoren
IF1, IF2 und IF3 kontrolliert (Gualerzi & Pon, 1990). Ahnlich zu Bakterien besitzen
einige Archaea polycistronische mRNAs mit klar identifizierbaren SD-Motiven
(Torarinsson et al, 2005). In vitro Studien mit S. solfataricus als
Modellorganismus demonstrierten, dass SD-Sequenzen (falls vorhanden)
essentiell zur Initiation der Translation sind (Condo et al., 1999). In vivo Studien in
H. volcanii jedoch zeigten, dass Mutationen der SD-Sequenz in Haloarchaea die
Translation nicht vollstandig wie in S. solfataricus inhibierten (Sartorius-Neef &
Pfeifer, 2004). Im Rahmen der vorliegenden Arbeit konnte sogar demonstriert
werden, dass trotz Abwesenheit einer SD-Sequenz Transkripte mit 5-UTRs
effizient translatiert werden konnen. Ein Scanning-Mechanismus &hnlich zu
Eukaryoten zur Initiation kann flr diese Transkripte aufgrund der hier ermittelten
Daten ausgeschlossen werden. Ebenso ist das Vorhandensein von IRES in der
5-UTR der Transkripte auszuschlieen, da (1) die Translation auch an
Transkripten mit artifizieller 5’-UTR effizient initiiert werden konnte und (2) die
Lange der untersuchten 5-UTRs ca. 20 Nukleotide betrug. IRES besitzen in der
Regel sehr komplexe Strukturen und sind somit langer als 20 Nukleotide. Der
genaue Mechanismus und involvierte Faktoren bleiben zu identifizieren. IRESes
ermdglichen in Eukaryoten die CAP-unabhangige Regulation der Translation.
IRESes sind in der Regel in den 5-UTRs bestimmter Transkripte lokalisiert.
Ahnlich zur CAP-abhangigen Initiation, werden zur IRES-vermittelten Translation
verschiedene Faktoren benétigt (ITAFs). Diese sind fur die Rekrutierung des
Ribosoms und zur Initiation der Proteinbiosynthese notwendig (Spriggs et al.,
2005). Wie ITAFs die IRES-abhangige Translation erméglichen und wie die

Aktivitat dieser Proteine reguliert wird ist noch unbekannt. Es kann angenommen
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werden, das die Aktivitat der ITAFs Uber ihre subzellulare Lokalisierung reguliert
wird (Lewis et al., 2007).

A
AUG
SD —Am ]
+ elFs AUG
Scanning —
ohne 5-UTR :'
AUG
IRES + spezifische
Faktoren
alFs+? AUG
neuer Mechanismus —
B
Mechanismus Wichtige peteiligte
der Initiation Vorkommen Merkmale rlbosorjnale.
Untereinheit (UE)
SD Bakterien: Wechselwirkung von kleine UE
(Archaea) SD-Sequenz und 3
Ende der 16S rRNA
; CAP-Struktur und kleine UE
S Eukaryoten
canning i Scanning der 5-UTR
ohne 5-UTR Archaea: direkte Bindung undissoziierte
(Bakterién)' undissoziierter Ribosom
(Eukaryoten) Ribosomen und
tRNA;
: S kleine UE
IRES eukaryotische Viren; IRES-vermittelte
Bl EniE direkte Bindung des
Ribosom am
Startkodon
) direkte Erkennung )
neuer Mechanismus Haloarchaea; ? !

des Startkodons

Abbildung 28: Mechanismen zur Initiation der Transl ation
(A) Die verschiedenen Initiationsmechanismen sind schematisch dargestellt. (B) Tabelle zur
Ubersicht der bisher identifizierten Mechanismen zur Initiation der Translation.
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Im Gegensatz zu Bakterien und Archaea benétigen Eukaryoten zur Initiation der
Translation zahlreiche Faktoren. Diese tragen zur Rekrutierung des ternaren 43S
Komplexes (eiF2¢GTP<Met-tRNA;)) am CAP der mRNA bei. Durch Unterstitzung
weiterer Faktoren ist dieser Komplex in der Lage die mRNA zu scannen (Pestova
& Kolupaeva, 2002), bis die Met-tRNA; mit dem AUG-Startkoden an der P-
Bindestelle basenpaaren kann. Fur Archaea ist kein Scanning-Prozess zur
Initiation der Translation bekannt, obwohl diese mehrere Homologe zu
eukaryotischen Initiationsfaktoren besitzen (Londei, 2005).

MRNAs ohne 5-UTRs wurden in Archaea, Bakterien und Eukaryoten identifiziert
(Brenneis et al., 2007; Jones et al., 2008; Mowatt et al., 1991; Weiner et al.,
2000) und werden universell von pro- und eukaryotischen Ribosomen translatiert
(Grill et al., 2000). Sulfolobus 30S Ribosomen konnten zusammen mit der tRNAI
und Transkripten ohne 5-UTR binare Komplexe bilden (Benelli et al., 2003). Es
kann angenommen werden, dass die Initiation dieser mRNAs durch die direkte
Bindung undissoziierter Ribosomen und der Initiator-tRNA erfolgt (Andreev et al.,
2006; Moll et al., 2004).

Diese Arbeit und vorherige Studien zeigen, dass in Archaea drei verschiedene
Mechanismen zur Initiation der Translation existieren: (1) einer des bakteriellen
Typs mit SD-Motiven, (2) ein fur alle Doméanen des Lebens universeller
Mechanismus der die Bindung undissoziierter Ribosomen an das 5-Ende von
Transkripten ohne 5-UTR beinhaltet, und (3) ein bisher unbekannter
Mechanismus, der die Initiation der Translation bei Transkripten mit 5-UTR ohne

SD-Sequenz erlaubt.

5. Regulation der Translation in  H. volcanii

Globale Analysen der Translationsregulation mit den Spezies H. salinarum und H.
volcanii ergaben, dass mehr als 20% aller Gene aus H. salinarum und 16% aller
Gene aus H. volcanii mit verschiedenen Effizienzen Wachstumsphasen-abhangig
im Vergleich zum Durchschnitt aller Gene translatiert werden (Lange et al., 2007).
Ahnliche Ergebnisse konnten bereits fir Eukaryoten ermittelt werden (Preiss et
al., 2003). Allerdings konnten keine konservierten translationsregulierten Gene
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zwischen den haloarchaealen Organismen H. volcanii und H. salinarum
identifiziert werden (Lange et al., 2007). Es ist anzunehmen, dass zumindest in
Haloarchaea die differentielle Regulation der Translation eine wichtige Rolle bei
der kontrollierten Genexpression spielt. Bis heute ist allerdings ungeklart, ob dies
auch fur andere Archaea und Bakterien angenommen werden kann.

Zur Studie der Wachstumsphasen-abhangigen Regulation der Translation in H.
volcanii wurden zwei Gene, ein ,hoxA like transcriptional regulator” (hlr) und ein
sconserved hypothetical protein“ (hp), untersucht. Globale Translatom Analysen
zeigten bereits eine Wachstumsphasen-abhangige Regulation der Translation fur
beide Gene (Lange et al.,, 2007). Das hir-Gen zeigte eine Repression der
Translation in der exponentiellen Wachstumsphase, wahrend das hp-Gen in der
stationdren Wachstumsphase reprimiert war.

Fur beide Beispiele war die Fusion der nativen 5-UTR oder 3-UTR separat an
das Reportergen nicht ausreichend, um eine Wachstumsphasen-abhangige
Regulation der Translation hervorzurufen. Erst die Fusion von beiden, 5'- und 3'-
UTR, fuhrte zu einer Wachstumsphasen-abhangigen Regulation der Translation.
Dies impliziert eine Kommunikation der 5’- und 3'-UTR. Durch den Austausch der
5- und 3'-UTRs des hir-Gens und des hp-Gens stellte sich heraus, dass die 3'-
UTR fur die Regulation der Translation verantwortlich ist. Dies kdnnte durch 3'-
UTR bindende regulatorische Proteine oder kleine nichtkodierende RNAs
(ncRNAs) geschehen, die die Richtung und die Effizienz der Translation
bestimmen. Die 5’-UTR spielt ebenfalls eine wichtige Rolle bei der Regulation der
Translation. Die Kombination von 5’-UTRs mit Haarnadelstrukturen verschiedener
Stabilitat und einer nativen 3’-UTR implizierte, dass die 5’-UTR flr ein generelles
Herabsetzen der Translationseffizienz notwendig ist. Durch 3’-UTR bindende
Faktoren konnte dann die Effizienz der Translation selektiv aktiviert werden. Eine
Destabilisierung der nativen Haarnadelstruktur in der 5’-UTR fuhrte zwar zu einer
effizienteren Initiation der Translation, hob aber so den reprimierenden Effekt zur
Regulation der Translation auf. Zusammengefasst zeigen die Ergebnisse, dass
sowohl 5- als auch 3-UTR essentiell fur die Wachstumsphasen-abhéngige
Regulation der Translation in H. volcanii sind. Dies legt eine Interaktion beider
UTRs nahe. Die Richtung der Wachstumsphasen-abhangigen Regulation der

Translation wird dabei durch die 3'-UTRs festgelegt. Daher ist anzunehmen, dass
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die 3-UTRs Erkennungselemente fir regulatorische Proteine oder ncRNAs
enthalten mussen. Ein Modell zur Wachstumsphasen-abh&angigen Regulation der
Translation ist in Abbildung 29 dargestellt.

Die Bindung putativer Regulatoren konnte die Initiation der Translation am 5'-
Ende stimulieren. Die Regulation der Translation Gber 3’-UTR bindende Faktoren
ist in Eukaryoten bereits gut untersucht und es existieren zahlreiche Beispiele (de
Moor et al., 2005; Sonenberg, 1994; Wilkie et al., 2003). Voraussetzung fir
dieses Modell zur Regulation der Translation ist eine Zirkularisierung des
Transkripts durch die Interaktion von regulatorischen Proteinen am 3’-Ende mit
Translationsinitiationsfaktoren am 5’-Ende der mRNA (Abbildung 29).

‘ * Repression der Translation
AUG Yy UGA g

7/

F Aktivierung der Translation

8 AGU

Abbildung 29: Modell zur haloarchaealen Regulation der Translation

Fur die Wachstumsphasen-abhéangige Regulation der Translation in H. volcanii sind beide, 5-UTR
und 3’-UTR, notwendig, was eine Interaktion beider UTRs voraussetzt. Diese Interaktion kénnte
durch trans-agierende Faktoren, die an spezifische Sequenz- oder Strukturelemente in der 3'-
UTR binden, erfolgen. Die Bindung regulatorischer Proteine kdnnte so die Anlagerung des
Ribosoms zur Initiation der Translation stimulieren.
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Man nimmt an, dass in Eukaryoten zur Initiation der Translation die Interaktion
des ,poly(A) binding protein“ (PABP) und der 5-CAP Struktur essentiell ist und
daher die mRNA zirkular vorliegen muss (Sonenberg & Hinnebusch, 2007). Die
physikalische Zirkularisierung von mRNA/PABP-Komplexen konnte bereits durch
Rasterkraftmikroskopie (atomic force microscopy; AFM) dargestellt werden (Wells
et al.,, 1998). Da fur eine effektive Reinitiation der Translation eine raumliche
Néahe der 5'- (Initiationsstelle) und 3’-Enden (Terminationsstelle) der mRNA von
Vorteil ware, kdnnte sich eine Zirkularisierung der mRNA positiv auf die Effizienz
der Translation auswirken. Das in dieser Arbeit beschriebene Regulationsmodell
ist der erste Hinweis auf eine direkte bzw. indirekte Interaktion der 5’- und 3'-
Enden von Transkripten zur Regulation der Translation in Prokaryoten.

Die Translation wird meistens auf Ebene der Translationsinitiation blockiert.
Dabei verhindern Sekundarstrukturen, kleine regulatorische RNAs oder trans-
agierende Proteinfaktoren den Zugang zur Initiationsstelle (Kozak, 2005). Das
phylogenetisch konservierte bakterielle RNA-Chaperon Hfq vermittelt die
Interaktion mit nichtkodierenden regulatorischen RNAs und der Ziel-mRNAs
(Valentin-Hansen et al., 2004). Hfg bindet dabei an die 5-UTR der hfg-mRNA
und verhindert die Bindung des Initiationskomplexes (Vecerek et al., 2005). Das
SM-ahnliche Hfg-Protein ist neben der Thymidalatsynthase 1 einer der wenigen
putativen Regulatoren der Translation, die in Archaea identifiziert werden
konnten (Kanai et al., 2006; Nielsen et al., 2007). Weitere Analysen ergaben,
dass E. coli Hfqg und M. jannaschii Hfq sehr ahnliche biochemische und
biologische Eigenschaften besitzen, und funktionell austauschbar sind (Nielsen
et al., 2007). In H. volcanii konnte ein Sm-Protein durch bioinformatische
Analysen identifiziert werden (A. Marchfelder, Ulm, unverdéffentlicht; Straub et al.,
in  Vorbereitung), das hohe Sequenzahnlichkeiten mit eukaryotischen,
bakteriellen und archaealen LSM-Proteinen aufweist. Eine Rolle der Sm- bzw.
Hfg-Proteine bei der Regulation der Translation in Archaea ist daher
anzunehmen. AuRerdem ist die Regulation der Translation durch kleine ncRNAs
in Archaea seit der Identifizierung von ncRNAs in verschiedenen Spezies nicht
mehr auszuschliel3en (Gaspin et al., 2000; Klein et al., 2002; Omer et al., 2000;
Tang et al.,, 2002; Tang et al.,, 2005). So konnte in S. solfataricus konnten

NncRNAs identifiziert werden, die ahnlich zu den eukaryotischen miRNAs an
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Zielsequenzen in den 3’-UTRs von mMRNAs binden kdnnen (Tang et al., 2005). In
H. volcanii konnten bislang 21 intergenische kleine RNAs, 49 mit ORFs
Uberlappende und 18 zu ORFs komplementére kleine RNAs identifiziert werden
(A. Marchfelder, Ulm, unveroffentlicht; Straub et al., in Vorbereitung). Die
Funktion archaealer ncRNAs muss noch untersucht werden. Es ist aber
anzunehmen, dass archaeale ncRNAs eine Rolle bei der Regulation der
Translation spielen.

Inwiefern RNA bindende Faktoren oder kleine ncRNAs eine Rolle bei der
Regulation der Translation der in dieser Arbeit untersuchten Gene spielen, bleibt
zu analysieren. Eine bioinformatische Studie wurde im Rahmen dieser Arbeit
durchgefuihrt, um konservierte eukaryotische 3'-UTR bindende Faktoren in H.
volcanii zu identifizieren. FiUr Proteine unterschiedlicher Proteinfamilien und
Spezies (S. cerevisiae, S. pombe, A. thaliana, C. elegans, H. sapiens) konnten
keine Homologe in H. volcanii identifiziert werden (Daten nicht gezeigt).

Weiterhin  unbekannt sind die cis-agierenden Elemente, die in die
Wachstumsphasen-abhéangige Regulation der Translation involviert sind.
Strukturanalysen essentieller UTR-Regionen kdnnten neue Erkenntnisse Uber die
haloarchaeale Regulation der Translation bringen.

Globale Analysen der Translationsregulation mit H. salinarum und H. volcanii als
erste Prokaryoten ergaben, dass der Anteil regulierter Gene weitaus grof3er ist,
als zuvor angenommen (Lange et al, 2007). Um ganze Netzwerke
translationsregulierter Gene, sogenannte ,RNA Regulons zu identifizieren,
sollten die Analysen auf globale haloarchaeale Stressantworten wie Hitzeschock,
Kalteschock, osmotischer Schock und oxidativer Stress erweitert werden. Die
Existenz ,translationaler Regulons® konnte auf globale Regulatoren der
Translation hinweisen, deren Charakterisierung interessante Einblicke in die
globale Regulation der Translation erlauben wirde.

Im Rahmen dieser Arbeit stellte sich das dhfr-Reportergen-System als effiziente
Methode zur Studie der in vivo Funktion haloarchaealer UTRs heraus. Da die
Mehrzahl der haloarchaealen Transkripte keine 5-UTR besitzt, ware es
interessant zu untersuchen, ob die 3-UTRs translationsregulierter Transkripte
ohne 5-UTR allein ausreichend sind, um eine differentielle Regulation der
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Translation zu vermitteln, oder ob bei Transkripten ohne 5-UTR zusétzlich

Regionen am 5’-Ende des ORFs notwendig fir diesen Prozess sind.

6. Konditionale Genexpression in  H. volcanii

Ein System, dass durch die simple Anderung der Wachstumsbedingungen die
Kontrolle der archaealen Genexpression erlaubt, wirde die Konstruktion
konditional letaler Mutanten und die regulierte Uberexpression von Proteinen in
ihrem nativen Wirt erlauben. Bisher wurden verschiedene Promotoren fir
Expressions- und Transkriptionsstudien in halophilen Archaea verwendet (Danner
& Soppa, 1996; Gregor & Pfeifer, 2005). Jedoch waren bis vor Kurzem keine
Beispiele von Promotoren vorhanden, die einfach durch Medienzusatze an- oder
abgeschaltet werden konnten, und deren basale Aktivitat effektiv ,Null“ betragt.
Large et al. identifizierten 2007 den ersten und bisher einzigen induzierbaren
Promotor fur H. volcanii (Large et al., 2007).

Artifizielle konditionale Aptamere und Ribozyme ko&nnen zur Regulation der
Genexpression in Bakterien und Eukaryoten herangezogen werden (Suess &
Weigand, 2008). Bisher wurde die Anwendbarkeit dieser induzierbaren Elemente
zur konditionalen Genexpression nicht in Archaea getestet. In einer
Zusammenarbeit mit der AG SuUf3, Universitat Frankfurt, wurden erste Studien zur

Anwendbarkeit artifizieller Aptamere und Ribozyme in Haloarchaea gestartet.

6.1 Konditionale Genexpression durch ein Tetracycli n-abhangiges Aptamer
Die Arbeitsgruppe von Prof. B. Suf3 hat erfolgreich ein artifizielles Aptamer
entwickelt, das Tetracyclin-abhangig die Translation bzw. das SpleiRen
verhindern kann (Muller et al., 2006; Suess et al., 2003; Weigand & Suess, 2007).
Das Aptamer bindet Tetracyclin in vitro mit einer sehr hohen Affinitat von 770 pM
(Muller et al., 2006). Dies ist fur artifizielle Aptamere und kleine Ligandenmolekile
ungewodhnlich stark. In S. cerevisiae wurde das Aptamer schon erfolgreich als
regulatorisches Werkzeug zur konditionalen Genexpression eingesetzt (Suess et
al., 2003; Weigand & Suess, 2007).
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In Zusammenarbeit sollte getestet werden, ob die konditionalen Aptamere auch in
Archaea anwendbar sind. Da Archaea nicht sensitiv auf Tetracyclin reagieren,
scheinen sie die idealen Wirtsorganismen fir Tetracyclin-abhangige Prozesse
darzustellen. Das Tetracyclin-induzierbare Aptamer und eine artifizielle 5-UTR
mit hoher Translationseffizienz wurden kombiniert vor das dhfr-Reportergen
inseriert. Alternativ wurde das Aptamer ohne zuséatzliche 5’-UTR direkt an das 5’-
Ende der dhfr fusioniert und die Translationseffizienzen mit und ohne Tetracyclin
kalkuliert.

Die Ergebnisse zeigten, dass die Aptamerstrukturen in H. volcanii unabhangig
von der An- bzw. Abwesenheit des Tetracyclins ausgebildet werden. Zur Faltung
von Nukleinsauren in kompakte, stabile Strukturen ist die Neutralisierung des
negativ geladenen Phosphatrickgrates durch Kationen notwendig. Dies
geschieht durch die spezifische Assoziation mono- und divalenter Kationen
(Shiman & Draper, 2000). Dabei ist die Fahigkeit von Alkalimetallkationen zur
Stabilisierung tertiarer tRNA Strukturen unterschiedlich (Li*>Na™>K">Cs";
Heerschap et al., 1985; Urbanke et al., 1975). K" ist fir die spezifische Bindung
an G-Tetraplex Strukturen bekannt (Phillips et al., 1997). Da bekannt ist, dass
halophile Archaea bis zu 1M NaCl und 4 M KCI in ihrem Zellinneren anreichern,
ist anzunehmen, dass diese hohen lonenkonzentrationen zu einer erheblichen
Stabilisierung von Nukleinsdurestrukturen beitragen (Christian & Waltho, 1962).
Dies konnte die Ausbildung struktureller Elemente des artifiziellen Aptamers H.
volcanii auch ohne Stabilisierung durch Tetracyclin in bewirken. Zur
Anwendbarkeit des Tetracyclin-induzierbaren Aptamers in H. volcanii muss das
Aptamer daher speziell auf den halophilen Organismus und die salzhaltige
Umgebung angepasst werden. Eine Destabilisierung des P1 Stammes kdnnte
eine Tetracyclin-abhangige Induktion des inhibitorischen Strukturelementes
erlauben. Fur S. cerevisiae konnte gezeigt werden, dass eine Destabilisierung
des P1 Stammes mit einer Erhéhung der Gesamtexpression einherging. Dabel
wurde der Regulationsgrad allerdings reduziert (Suess et al., 2003).

Die Fusion des Aptamers direkt stromaufwarts des Startkodons hatte sowohl bei
Kombination mit der artifiziellen 5-UTR, als auch ohne 5-UTR eine totale
Repression der Translation zur Folge. Die Insertion des Tetracyclin-abhangigen
Aptamers an das 5-Ende der 5-UTR hatte dagegegen im Vergleich zum
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Kontrolltranskript mit 5-UTR ohne Aptamer, keinen Einfluss auf die
Translationseffizienz. In S. cerevisiae konnte fur das Tetracyclin-Aptamer
ebenfalls eine positionsabhangige Veranderung der Expressionsstarke
nachgewiesen werden (Suess et al., 2003). In vivo Studien in S. cerevisiae
zeigten, dass die AUG-nahe Insertion des Aptamers die basale Expression um
den Faktor zwei reprimierte verglichen zur CAP-nahen Insertion des Aptamers
(Hanson et al., 2003; Suess et al., 2003). In vitro Studien hingegen zeigten eine
erhohte Expression bei AUG-naher Insertion verglichen mit de CAP-nahen
Insertion des Aptamers (Hanson et al.,, 2003). In héheren Eukaryoten sind
Haarnadelstrukturen dagegen inhibitorischer wenn diese CAP-nahe positioniert
sind (Kozak, 1989c), wo sie die Anlagerung der 40S ribosomalen Untereinheit
verhindern der Insertion von Haarnadelstrukturen an der CAP-Struktur. Es kann
angenommen werden, dass Strukturen an dieser Position die Anlagerung der
40S ribosomalen Untereinheit verhindern (Kozak, 1989a). Koloteva et al.
postulieren, dass Unterschiede der Translatierbarkeit strukturierter mMRNAs
zwischen  hoheren und niederen  Eukaryoten  Unterschiede  des
Translationsapparates reflektieren (Koloteva et al., 1997). Archaeale mRNAs
besitzen keine CAP-Struktur. Archaeale Initiationsfaktoren die homolog zu
ekaryotischen CAP-bindenden Initiationsfaktoren sind konnten in Archaea
ebenfalls nicht identifiziert werden (Londei, 2005). Ein eukaryotischer Scanning-
Mechanismus ist somit unwahrscheinlich fir Archaea. Zusammengefasst kann
daher fir H. volcanii ein fir Archaea bisher unbekannter Mechanismus zur
Initiation der Translation angenommen werden (siehe auch Kapitel 4.3 der
Diskussion).

Die Integration des Aptamers direkt am Startkodon und die damit verbundene
vollstdndige Repression der Translation kénnen als Ansatzpunkt zur Optimierung
des Systems zur konditionalen Genexpression dienen. Durch Destabilisierung
des P1 Stammes des Aptamers konnte die Stabilisierung des Aptamers durch
Tetracyclin eingefiihrt werden, was die Grundlage fir ein konditionales System

zur Regulation der Genexpression bildet.
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6.2 Anwendung von Hammerhead -Ribozymen

Um die in vivo Funktion allosterischer Ribozyme, sogenannter Aptazyme, als
konditionales System zur regulierten Genexpression in Archaea zu testen, wurde
zunachst die in vivo Aktivitat eines nativen Hammerhead-Ribozyms in H. volcanii
untersucht. Das selbstspaltende Hammerhead-Ribozym N79 aus S. mansoni
wurde als Vorlage gewahlt, da die Funktion dieses Ribozyms bereits in vivo fur
verschiedene tierische Zelltypen bestatigt werden konnte (Yen et al., 2004). Im
Rahmen dieser Arbeit wurde das translationale Startkodon direkt stromabwarts
der Spaltstelle in den Stamm | des Hammerhead-Ribozyms eingefugt. Zum
Einfligen des Startkodons in den Stamm | des Hammerhead war das Anflgen
zusatzlicher Nukleotide an den N-Terminus des dhfr-Reportergens notwendig. Als
Kontrollen dienten Varianten ohne Hammerhead-Struktur und mit inaktivem
Ribozym.

Die ursprungliche Strategie zur Kontrolle der Genexpression durch das
selbstspaltende Ribozym beruht auf einer Degradation der Ziel-RNA oder dem
Verdecken funktionaler RNA Elemente. (Ogawa & Maeda, 2008; Wieland &
Hartig, 2008; Yen et al., 2004). In H. volcanii sollte das translationale Startkodon
durch die Insertion des Hammerhead-Ribozyms verdeckt, und so Initiation der
Translation verhindert werden. Durch die Spaltung des Hammerhead kéame es
zur Freilegung des Startkodons, was die Initiation der Translation erlaubt.

Die Hammerhead-Kontrollvariante mit zusatzlichen Aminosduren am N-Terminus
zeigte eine hohe Enzymaktivitat verglichen mit der urspringlichen
Kontrollvariante ohne 5’-UTR. Dies kann mehrere mogliche Ursachen haben: (1)
Es ist bekannt, dass die Beschaffenheit des N-Terminus die Stabilitdt von
Proteinen entscheidend beeinflussen kann (Mogk et al., 2007), (2) die hohe
Enzymaktivitat kann durch eine bessere Translatierbarkeit verursacht werden
oder (3) die Wechselzahl des Reporterenzyms ist durch die Fusion zusatzlicher
Aminosauren erhoht.

Die Transkriptstabilitst nahm durch die Fusion der Hammerhead Ribozym
Varianten im Vergleich zur Kontrollvariante ohne 5-UTR um den Faktor zwei ab.
Dies bestatigt erneut die Annahme, dass 5-UTRs einen Einfluss auf die
Transkriptstabilitat in H. volcanii haben (siehe Kapitel 3.2 der Diskussion). Fur die

Variante mit aktivem Hammerhead-Ribozym konnte eine um den Faktor 2,5
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verschlechterte Translationseffizienz im Vergleich zur Kontrollvariante ohne
Hammerhead nachgewiesen werden. Dennoch demonstrierte dieser
Versuchsansatz zum ersten Mal die in vivo Aktivitdt eines Hammerhead-
Ribozyms in Archaea, da fur die inaktive Variante keine Genexpression detektiert
werden konnte. Es ist daher anzunehmen, dass das Startkodon durch die
Lokalisierung in Stamm | des Hammerheads nicht mehr frei zuganglich fur den
ribosomalen Komplex ist. Bei Spaltung des Hammerheads direkt stromaufwarts
des Startkodons wird dieses freigelegt und so zuganglich fir den
Prainitiationskomplex, was die nachfolgende Translation erlaubt. Da die
Translationseffizienz fiur die aktive Hammerhead-Variante verglichen mit der
Kontrollvariante ohne Hammerhead signifikant schlechter ist, ist anzunehmen,
dass die Spaltung des Ribozyms nur uneffektiv erfolgt. Es ist anzunehmen, dass
die Basenpaarungen in Stamm | des Hammerhead-Ribozyms aufgrund der
stabilisierenden hohen ionischen Konzentrationen ausreichend sind, um die
Abdiffusion des gespaltenen Hammerhead-Fragments zu verhindern, was die
Freigabe des Startkodons verhindern kdnnte.

Yen et al. konnten bereits zeigen, dass spezifische Modifizierungen im Stamm |
nahe des katalytischen Kerns und nahe der Spaltstelle die Spalteffizienz des
Ribozyms verstarken (Yen et al., 2004). Ein Verkirzen des Stammes | ware fir
die Anwendung des Ribozyms in H. volcanii sinnvoll, da der destabilisierte
Stamm | moglicherweise ein schnelleres Losen des Spaltproduktes erlauben
wirde. Allerdings konnte bereits gezeigt werden, dass ein Verkirzen des
Stammes | auch mit einer Reduktion der Spaltaktivitat des Ribozyms einhergeht
(Yen et al., 2004). Dies kann auf stabilisierende tertidre Interaktionen zwischen
Stamm | und 11l zurtick gefuhrt werden (Wieland & Hartig, 2008).

Auf Hammerhead-Ribozymen basierende selbstspaltende RNA wird im
Allgemeinen als katalytische Doméane zur Konstruktion allosterischer Ribozyme,
sogenannter Aptazyme verwendet (Breaker, 2002). Aptazyme sind chimare
Molekdle, die aus einer Aptamer Domane und einem Ribozym Modul bestehen.
Wie allosterische Enzyme kann die katalytische Aktivitdt durch die Bindung
kleiner Liganden, Proteine oder Oligonukleotiden die allosterische Aptamer-
Doméne des Aptazyms reguliert werden. Durch die Insertion von Aptazymen in

eine MRNA kann die Genexpression durch RNA-Degradation oder durch die
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V. Diskussion

Freilegeung funktionaler Elemente gesteuert werden (Ogawa & Maeda, 2007;
Yen et al., 2004). Aufgrund der im Rahmen dieser Arbeit gewonnen Erkenntnisse
ist gezeigt, dass Hammerhead-Ribozyme einen neuen potentiellen RNA-
basierenden Mechanismus zur Kontrolle der Genexpression in halophilen

Archaea darstellen.
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VII. Anhang

1. Abkirzungsverzeichnis

T
MF
(3¢
I
MM
Q
A A
Amp
Asp
B BCA
bidest.
Bp

D dATP
dCTP
cDNA
dGTP
DHF
DHFR
DMPC
DNA
dNTP
dTTP
dUTP

E EDTA
ETOH

ges.
IRES

Grad Celsius

Mikrofarad

Mikrogramm

Mikroliter

Mikrometer

Ohm

Adenosin

Ampicillin

Aspartat

Bicinchoninic acid
Bidestilliert

Basenpaar

Cytosin
Desoxyadenosintriphosphat
Desoxycytosintriphosphat
komplementare DNA (complementary DNA)
Desoxyguanosintriphosphat
Dihydrofolat
Dihydrofolatreduktase
Dimethylpyrocarbonat
Desoxyribonukleinséaure
Desoxynukleotidtriphosphat
Desoxythymidintriphosphat
Desoxyuridintriphosphat
Ethylendiamintetraessigsaure
Ethanol

Guanosin

Gesattigt

Internal ribosome entry site
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Lsg. LOosung

M Molar

mA Milliampere

MCS Multiple cloning site

mg Milligramm

MiRNA microRNA

Min. Minute

mM Millimolar

MOPS Morpholinopropansulfonséure
MRNA Messenger RNA

NADP* Nicotinamidadenindinukleotidphosphat (oxidierte Form)
NADPH Nicotinamidadenindinukleotidphosphat (reduzierte Form)
n.b. nicht bestimmt

NCRNA Noncoding RNA

ng Nanogramm

nkat Nanokatal

nm Nanometer

nM Nanomolar

n.n. nicht nachweisbar

Novo Novobiocin

oD Optische Dichte

0.9. oben genannt

ORF Open reading frame

Ori Replikationsursprung

p.a. Per analysis

PCR Polymerase Chain Reaction
PEG Polyethylenglykol

pmol Picomol

RBS Ribosombindestelle

RNA Ribonukleinsaure

RNase Ribonuklease

rRNA Ribosomale RNA

SD Shine-Dalgarno
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Sek.
Ser
sRNA

TBE
TE
Thr
TPP
Tris
tRNA

UORF
Upm
UTR
uv

viv
w/v
z.B.

Sekunde

Serin

Small RNA

Thymidin

Tris-Borat-EDTA

Tris-EDTA

Threonin

Thiamin Pyrophosphat
Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan
Transfer-RNA

Unit

Upstream open reading frame
Umdrehungen pro Minute
Untranslatierte Region
Ultraviolett

Volt

Volumen pro Volumen
Gewicht pro Volumen

Zum Beispiel
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Schulbildung
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2003 — 2004 Anfertigung der Diplomarbeit am Institut fir Biotechnologie,
Abschluss: Diplom-Biologie
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am Institut fir Molekulare Biowissenschaften
der Johann Wolfgang Goethe-Universitat in Frankfurt a.M.
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