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1. Einleitung

1.1 Die dritte Domäne des Lebens - Archaea
Im Jahre 1977 wurde von den amerikanischen Mikrobiologen Carl Woese und

George Fox eine phylogenetische Analyse basierend auf der Charakterisierung von

ribosomalen RNA-Sequenzen durchgeführt. Aufgrund dieser Sequenzunterschiede

können alle Lebewesen seitdem in die 3 Domänen Eukarya, Bacteria und Archaea

eingeteilt werden (Woese et al., 1977; Woese et al., 1990).

Alle Lebewesen lassen sich auf einen Ursprung zurückführen, wobei es sehr wahr-

scheinlich ist, dass die Archaea aus einer gemeinsamen Entwicklungslinie mit den

Eukarya hervorgehen. Wirft man nun einen genaueren Blick auf die Phylogenie der

Archaea, können diese wiederum in die Phyla Crenarchaeota, Thaumarchaeota, Eu-

ryarchaeota und Korarchaeota eingeteilt werden. Bei den Archaea, welche bisher

kultiviert werden konnten, handelt es sich oft um Organismen, die sich an extreme-,

und lebensfeindliche Bedingungen angepasst haben. In das Phylum Crenarchaeota

fallen meistens hyperthermophile Organismen, welche ein optimales Wachstum bei

über 80°C aufweisen und in heißen, terrestrischen Quellen als auch in Tiefseequellen

aufzufinden sind (Stetter et al., 2006).

Die ersten Hinweise für das Existieren eines fünften archaealen Phylums, den Thau-

marchaeota, wurden durch eine Genom-Analyse von Cenarchaeum symbiosum 2008

erhalten (Brochier-Armanet et al., 2008). Kürzlich wurde die Hypothese für das neue

Phylum, Thaumarchaeota, durch die Sequenzierung der Genome des marinen Am-

monium-Oxidierers Nitrosopumilus maritimus und Nitrososphaera gargensis, bestätigt

(Spang et al., 2010). Eine weitere Gruppe der Archaea stellen die Euryarchaeota dar,

welche als extrem halophile, extrem thermophile und methanogene Organismen vor-

kommen. Eine zusätzliche nicht-kultivierte Gruppe der Euryarchaeoten sind die anae-

roben Methanoxidierer ANME-1 und ANME-2, welche in Syntrophie mit Sulfat-

reduzierenden Bakterien in marinen Methan-Sedimenten leben (DeLong et al., 2001).

Erst vor nicht allzulanger Zeit wurden die Phyla Korarchaeota und Nanoarchaeota

vorgeschlagen. Bislang ist nur das hyperthermophile Archaeon einer submarinen

heißen Quelle Nanoarchaeum equitans als Vertreter für die Gruppe Nanoarchaeota

bekannt (Huber et al., 2002). Für die Korarchaeoten konnte bislang noch kein Ver-

treter kultiviert werden, aber dennoch können diese mittels rRNA-Phylogenie Analy-



1. Einleitung                                                                                                                                                

- 2-

sen z.B. in heißen Quellen nachgewiesen werden (Reysenbach et al., 2000). Durch

eine Zell-Anreicherung konnte ein Mitglied mit dem vorläufigen Namen „Candidatus

Korarchaeum cryptofilum“ zugeordnet werden (Elkins et al., 2008).

1.1.1 Wesentliche Unterschiede und Gemeinsamkeiten zwischen

Bacteria, Eukarya und Archaea
Einer der größten Unterschiede wodurch sich die Archaea deutlich von Bacteria diffe-

renzieren, liegt im Aufbau der Zellmembran. Bei Archaea besteht diese aus Phytan-

lyletherlipiden und Ether-Verbindungen, und nicht aus Fettsäureesterlipiden und Es-

ter-Verbindungen. Gemeinsamkeiten zwischen Archaea und Bacteria sind unter an-

derem das Fehlen eines Zellkerns, das Vorliegen einer zirkulären und nicht linearen

DNA wie in Eukarya, ein Auftreten eines 70S Ribosoms mit den 23S - 16S - 5S

rRNA-Untereinheiten und die Anordnung der Gene in Operons. Einen der größten

Unterschiede der Domäne Archaea zu Bacteria zeigt der Aufbau der Zellwand, wel-

che aus Proteinen, Heteropolysacchariden oder Pseudomurein besteht, und nicht aus

Murein.

Für meine Diplomarbeit waren jedoch die Gemeinsamkeiten bezüglich der Informati-

onsprozessierung der Archaea mit Eukarya von großer Bedeutung, wie zum Beispiel

das Vorhandensein einer TATA-Box in der Promotorregion (Reiter et al., 1988, 1990).

Entdeckt wurden diese wichtigen Elemente der Transkription durch eine Studie, in der

ebenfalls die erste archaeale DNA-abhängige RNA-Polymerase charakterisiert wurde

(Zillig et al., 1979). Entscheidende Ähnlichkeiten der Archaea zu Eukarya sind der

basale Transkriptionsapparat bestehend aus der komplexen RNA-Polymerase, dem

TBP (TATA-Box Bindeprotein, welches dem eukaryontischen TBP homolog ist), und

dem Transkriptionsfaktor B (TFB), das dem eukaryontischen TFIIB homolog ist. (Bell

et al., 1998). Zudem besteht die archaeale RNA-Polymerase aus 10-14 Untereinhei-

ten und repräsentiert einen „eukaryontischen“ Typus (Langer et al., 1995). Die meis-

ten Untereinheiten sind wiederum den Untereinheiten der eukaryontischen RNA-

Polymerase homolog (Garret and Klenk, 2007). Außerdem können die archaeale und

die eukaryontische RNA-Polymerase im Gegensatz zur bakteriellen RNA-Polymerase

die Promotorsequenzen nicht allein mit Hilfe von Sigmafaktoren erkennen.

Zusammenfassend lässt sich hier sagen, dass Archaea mit Bacteria und Eukarya

eine Menge an Gemeinsamkeiten aufweisen, wobei die dritte Domäne im Bereich der
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Informationsprozessierung (Replikation, Transkription und Translation) mehr Ge-

meinsamkeiten mit den Eurkarya hat (Garret and Klenk, 2007). Eine der Motivationen

für die hier durchgeführte Studie liegt darin begründet, dass bis heute sehr wenig ü-

ber die Regulation der Transkription von Archaea bekannt ist, die einen den Eukary-

oten ähnlichen Transkriptionsapparat in einer prokaryotischen Zelle aufweisen.

1.2  Basale Transkription in Archaea
Prinzipiell stellt der archaeale Transkriptionsapparat eine einfachere Version der eu-

karyontischen basalen Maschinerie dar. Im Unterschied zur eukaryontischen RNAPII

wird z.B. keine zusätzliche Energie in Form von ATP zur Initiation der Transkription

benötigt (Bell et al., 1998). Die wichtigsten Motive des Promotors für die Initiation der

Transkription stellen die TATA-Box und das BRE-Element (transcription factor B re-

cognition element) dar. In der Nähe des Transkriptionsstartpunktes befindet sich ein

zusätzliches Motiv, das sogenannte INR-Element (Initiator element), welches als ein

drittes Promotor-Element angesehen wird (Garret and Klenk, 2007). Außerdem findet

man in Archaea oft einen Pyrimidin zu Purin-Wechsel an der Initiationsstelle (Thomm,

1996). Ein weiteres konserviertes A/T Motiv für die archeale Transkription von „lea-

derless“ Transkripten wurde 10 Nukleotide stromauf des TSS (Transkripti-

onsstartspunkt) entdeckt, konnte aber bisher biochemisch noch nicht bestätigt wer-

den (Torarinsson et al., 2005).

Der erste Schritt der Initiation der Transkription ist das spezifische Binden des TATA-

Box Bindeproteins an die TATA-Box. Diese befindet sich ca. 25 Basenpaare stromauf

(Thomm, 1996) des Transkriptionsstartpunkts und ist wie in Eukarya sehr A/T reich

und 8 Nukleotide lang. Wichtig für eine effiziente Transkription ist die T/A-

Nukleotidsequenz, welche sich im Zentrum der TATA-Box befindet (Hain et al., 1992).

Sie ist entscheidend für die Bindung des TBP und bestimmt die Position der

Transkriptionsstartstelle. Direkt neben dem Hauptelement des Promotors, der TATA-

Box, befindet sich das BRE (Reiter et al., 1990), welches sehr purinreich und ca. 6

Nukleotide lang ist (Bell et al., 1999). Dieses ist wichtig für die Stärke des Promotors

und für die Orientierung des Transkriptions-Initiations-Komplexes (Qureshi et al.,

1997; Bell et al., 1999). Der Transkriptionsfaktor B (TFB) interagiert anschließend mit

dem TBP und bindet spezifisch an das BRE-Element. Für Sulfolobus als auch für

Methanococcus konnte gezeigt werden, dass das archaeale TFB eine wichtige Rolle
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für die Initiation der Transkription hat (Hausner et al., 1996). Weiters wurde entdeckt,

dass die meisten Archaea nur eine Kopie von TBP und TFB enthalten (Garret and

Klenk, 2007).

Weiters konnte der Transkriptionsfaktor E (TFE) in Archaea identifiziert werden. Die-

ser zeigt ebenfalls eine Homologie zu einem eukaryontischen Transkriptionsfaktor,

dem TFIIE (Garret and Klenk, 2007). In vitro Experimente zeigten, dass TFE nicht

unbedingt für die Transkription benötigt wird, aber nichtsdestotrotz eine stimulierende

Rolle für manche Promotoren unter bestimmten Umständen einnimmt, sowie auf die

Interaktion zwischen RNAP, TBP und der TATA-Box eine positive Wirkung aufweist

(Bell et al., 2001). Durch den zusätzlichen Transkriptionsfaktor E wird auch während

der frühen Verlängerungsphase der Transkription die Transkriptionsblase stabilisiert

(Grünberg et al., 2007).

Nachdem das TBP und TFB gebunden am Promotor als Komplex vorliegt, ist ein

Anlagern der RNA-Polymerase möglich. Die Polymerase ist nun um den Transkripti-

onsstartpunkt positioniert, und die Initiation der Transkription kann stattfinden (Bell et

al., 2001).

1.3  Transkriptionsfaktoren in Archaea
Auch wenn die basale Transkriptionsmaschinerie große Ähnlichkeiten mit Eukarya

aufweist, zeigt sich bei der Mehrheit der bisher identifizierten Transkriptionsregulato-

ren eine größere Ähnlichkeit mit bakteriellen Aktivatoren und Repressoren (Bell,

2005). Obwohl die Anzahl an archaealen Genom-Sequenzen stetig steigt, sind im

Vergleich aber wenig Regulationssysteme charakterisiert. Bis heute sind von Sulfolo-

bus solfataricus nur 3 Regulatoren bekannt, der Repressor Lrs14, der Repressor

LrpA, und der mögliche Aktivator LysM. Im Übrigen ist hier zu erwähnen, dass das

meiste über archaeale Genregulierung von hyperthermophilen Organismen bekannt

ist.

Generell ist zu sagen, dass die Lrp-Familie eine breit konservierte Gruppe von Regu-

latoren repräsentiert, welche auch den einzigen charakterisierten Transkriptionsakti-

vator Ptr2 von M. jannaschii aufweist. Lrp-ähnliche Proteine in Bacteria sind im Ge-

gensatz zu den Archaea am Metabolismus von Aminosäuren beteiligt, während die

Rolle in Archaea unbekannt ist. Der Transkriptionsregulator Ss-Lrp von Sulfolobus

solfataricus ist dem bakteriellen Lrp (leucine responsive regulatory protein) sehr ähn-
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lich, und in Bakterien stark konserviert. Die meisten identifizierten Lrp-ähnlichen Re-

gulatoren mit bekannter Funktion beeinhalten auch LysM von Sulfolobus solfataricus

und Ptr2. In Bakterien sind Lrp-ähnliche Proteine in der Regulation des Aminosäure-

metabolismus involviert, wobei die Rolle in Archaea noch nicht geklärt werden konnte

(Brinkman et al., 2002; Ouhammouch et al., 2003, 2005). Für das Genom von Sulfo-

lobus wurden 7 Lrp-Proteine mit voller Länge prognostiziert. Davon wurden fünf, dar-

unter Ss-LrpB das wahrscheinlich die eigene Expression bei geringer Konzentration

in vivo aktivierend reguliert, charakterisiert (Peeters et al., 2009).

SS-LrpB bindet seinen eigenen Promotor über drei „inverted repeats“, welche direkt

stromauf der TATA-Box und des BREs liegen (aus Bell, 2005). Bei Bindungsaffinitäts-

Analysen wurde herausgefunden, dass Bindestelle 1 und 3 stärker gebunden wer-

den, als Bindestelle 2.

Ein anderer Transkriptionsregulator ist das Protein Lrs14, der als Repressor wirkt und

spezifisch die Promotorbindung der Transkriptionsfaktoren TBP und TFB (Bell and

Jackson, 2000) inhibiert. Der Mechanismus dieser Genregulation funktioniert hier ü-

ber die Bindung von Lrs-14 an 2 Sequenzen des eigenen Promotors, die das BRE-

Element und die TATA-Box überlappen (Napoli et al., 1999). Lrs-14 zählt ebenso zu

der archaealen Familie der Lrp-ähnlichen Proteine und bindet zusätzlich auch an die

Promotorregion einer Alkohol-Dehydrogenase (adh) in Sulfolobus solfataricus (Bell,

2005), wobei der mögliche Effekt noch nicht festgestellt werden konnte.

Das Protein LysM von Sulfolobus solfataricus ist ebenfalls ein Lrp-ähnliches Protein,

das in der Regulation von Lysin eine Rolle spielt und vom lys-Gencluster kodiert wird.

Es ist zuständig für die Expression dieses Genclusters, wobei exogenes Lysin als

Ligand für LysM dient. Dadurch kommt es für LysM zu einer höheren Affinität zur Bin-

dung an die DNA, und der Transkriptionsregulator kann sich direkt stromauf des

BRE-Elements des schwachen lysW Promotors anlagern (Brinkman et al., 2002).

Eine große Ausnahme in der die Genregulierung in Archaea gut studiert ist, stellt die

Gasvesikel-Synthese der halophilen Archaea dar. GvpE ist ein Transkriptionsaktivator

des gvp Genclusters, welche in die Gasvesikelbildung von z.B. Halobakterium salina-

rum involviert ist (Krüger et al., 1998). Die für die Aktivierung benötigte Sequenz in H.

salinarum ist 20 Nukleotide lang und direkt stromauf der TATA-Box und dem BRE-

Element positioniert, was auf eine Interaktion zwischen GvpE und Proteinen des Initi-

ationsapparats der Transkription hinweist (Teufel et al., 2010). Die Bildung dieser
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Gasvesikel ist von 14 gvp Genen abhängig, die zusammen mit dem Repressor GvpD

reguliert werden (Hofacker et al., 2004).

1.4 Der hyperthermophile Crenarchaeote Sulfolobus solfataricus

als Modellorganismus
Der in dieser Arbeit verwendete Modellorganismus für Archaea ist der hyperther-

mophile Crenarchaeote Sulfolobus solfataricus der Ordnung Sulfolobales, der erst-

mals aus heißen terrestrischen Solfataren in Pisciarelli, Italien, isoliert wurde (Zillig et

al., 1980). Der Organismus ist einer der am besten studierten Spezies und kann rela-

tiv leicht unter aeroben und heterotrophen Bedingungen auf Fest- als auch in Flüs-

sigmedium kultiviert werden (Grogan et al., 1989). Sulfolobus solfataricus weist eine

coccoide Morphologie auf und wächst bei einer Temperatur von 78°C und einem pH

von 3. Somit ist er ein heterotropher und acidophiler Organismus und nutzt einfache

Kohlenhydrate als Kohlenstoff- und Aminosäuren als Energiequelle.

Sulfolobus solfataricus besitzt ein Genom mit der Größe von 2,9 Mb das vollständig

sequenziert wurde (She et al., 2001). Außerdem konnten eine Anzahl von geneti-

schen Elementen, wie Viren, konjugative Plasmide und kleine high-copy Vektoren,

charakterisiert und sequenziert werden (Überblick Zillig et al., 1998). Diese Elemente

dienten dazu, das erste genetische System für Sulfolobus, mit einem Transformati-

ons/Transfektions Protokoll als auch einen shuttle-Vektor zu entwickeln (Schleper et

al., 1992, Jonuscheit et al., 2003).

Auch konnten verschiedene ß-Galaktosidase Mutanten von S. solfataricus durch ein

Screening auf Indikator-Platten isoliert werden. Einer dieser Mutanten (PH1) ist auf-

grund einer spontanen Unterbrechung des ORFs mit dem beweglichen Insertions-

element ISC1217 nicht in der Lage, eine funktionelle ß-Galaktosidase zu exprimieren

(Schleper et al., 2004). Dadurch ist der Stamm PH1 für die Komplementation mit ei-

nem auf der ß-Galaktosidase basierendem Reportersystem geeignet, und es kann

eine mit X-Gal Blau/Weiß Selektion der Transformanten durchgeführt werden.

Um Zellprozesse und Genfunktionen in hyperthermophilen Crenarchaeota zu studie-

ren, wurde weiters ein stabiles Modellsystem basierend auf der Isolation von Plasmi-

den und Viren entwickelt. Dafür wurde eine Uracil-auxotrophe Mutante M16 ausge-

hend vom Stamm PH1 isoliert, in der der Leserahmen des Gens pyrEF durch das

Insertionselement ISC1359 unterbrochen ist (Martusewitsch et al., 2000). Das be-
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deutet, dass die Mutante nicht mehr in der Lage ist, die pyrEF Genprodukte Orotat-

Monophosphat-Decarboxylase und Orotat-Phosphoriboxyl-Transferase zu exprimie-

ren. Dadurch ist sie auf eine Zugabe von Uracil zum Medium oder eine Komplemen-

tation durch die Gene angewiesen, da die Mutante nicht in der Lage ist den letzten

Schritt der Pyrimidin-Nukleotid Biosynthese zu prozessieren. Daher konnte mit der

stabilen Mutante M16 ein Transformationssystem entwickelt werden, dessen Vektor

auf einem selektiven shuttle-Vektor des Virus SSV1 von Sulfolobus shibatae basiert

(Jonuscheit et al., 2003). Bei der Transformation in die Uracil-auxotrophe Mutante

kann der shuttle Vektor mit den pyrEF Genen als Selektionsmarker eingesetzt wer-

den.

SSV1 (Sulfolobus shibatae virus 1) ist ein lysogenes Virus, das zur Familie Fusellovi-

ridae gehört und wurde aus dem Sulfolobus shibatae Stamm B12 aus Beppu, Japan

isoliert wurde (Martin et al., 1984). Dieses Virus weist eine zitronenförmige Morpholo-

gie mit einer Größe von 60x100 nm auf (Zillig et al., 1996) (Abb. 1) und besitzt eine

doppelsträngige zirkuläre 15,5 kb große DNA, welche positiv überspiralisiert vorliegt

(Palm et al., 1991). Wird Sulfolobus solfataricus mit dem Virus SSV1 infiziert, kommt

es zu einer Integration der Virus DNA in das Chromosom. Zusätzlich liegt die DNA

ebenso als Plasmid mit 3 – 4 Kopien per Zelle vor. Nach UV-Bestrahlung des Wirts

wird SSV1 stark vermehrt, jedoch lysiert das Virus die Wirtszellen nicht. Das SSV1-

Genom wurde vollständig sequenziert und zeigt eine chronologische Regulierung der

Transkription nach einer UV-Exposition (Fröls et al., 2007). Diese Regulierung erin-

nert stark an die von vielen bakteriellen und eukaryontischen Viren und unterscheidet

sich enorm vom Sulfolobus Virus SIRV, mit einem eher einfachen chronologischen

Transkriptionsbild (Kessler et al., 2004). Für SIRV wurde auch kürzlich ein Transkrip-

tionsregulator SvtR isoliert, und mittels einem in vitro Transkriptionssystem konnte

eine negative Transkription für den eigenen Promotor nachgewiesen werden (Guilliè-

re et al., 2009).

Nach der UV-Bestrahlung des Wirts S. solfataricus wird als erstes das „sehr frühe“

UV-induzierbare Transkript Tind exprimiert. Die folgenden Transkripte können je nach

Zeitpunkt der Transkription in frühe (T5, T6 T9) und späte (T1/2, T3, Tx und T4/7/8)

Transkripte kategorisiert werden. Es kommt es zu einer starken Induktion der viralen
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Abb. 1) Das Sulfolobus shibatae Virus 1, Elektronenmikroskopische Aufnahme der Viruspartikel um
Zellvesikel (Quelle Bild: Zillig, W.), rechts daneben eine Zusammenfassung der Mikroarray-Studie und
Transkript Mapping-Analyse (Fröls et al., 2007), Der äußerste Kreis zeigt die Zeitpunkte der SSV1-
Transkripte nach UV-Bestrahlung. In den verschiedenen Grüntönen sichtbar die Transkripte, dunkel-
grün Gene mit bekannter Funktion, grün predicted Funktion, hellgrün Gene mit unbekannter Funktion.
Der graue Kreis zeigt die Konservierung der Gene in den 4 SSV Typen

DNA-Replikation und große Mengen von Virus-Partikeln werden in das Kultivie-

rungsmedium freigegeben. Insgesamt konnten 10 Transkripte mit verschiedener

Länge mit 7 verschiedenen Promotoren kartiert werden, sowie 34 ORFs (open rea-

ding frames), wobei nur für 4 Gene die Funktion bestimmt werden konnte (Fröls et al.,

2007; Muskhelishvili et al., 1993). Die Integration der Virus-DNA in das Wirtsgenom

geschieht durch die Integrase über eine sequenzspezifische Rekombination der attP-

Sequenzen („attachement core“) mit einem Arginyl-tRNA-Gen von S. solfataricus

(Schleper et al., 1992).

Basierend auf dem Virus SSV1 konnte vor wenigen Jahren der stabile und selektive

shuttle-Vektor pMJ0305 entwickelt werden (Jonuscheit et al., 2003). Die Abbildung 2)

zeigt den Transformationsvektor mit den verschiedenen Bereichen wie der attach-

ment site für die Integration in das Wirtsgenom, den Genen pyrEF für die Schlüssel-

enzyme der Pyrimidinbiosynthese zur Selektion, dem Reportergen der ß-

Galaktosidase lacS unter der Kontrolle des stark durch Hitze induzierbaren Promotors

TF55 und der pUC18 Region zur autonomen Replikation in E.coli (Jonuscheit et al.,

2003). Durch dieses Transformationssystems mit einem Reportergen wurde es erst-

mals möglich in vivo Promotorstudien in einem hyperthermophilen Archaeon durch-

zuführen.
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TF55 promoter

 pyrEF

lacS

pUC18

 attB

pMJ0305
  21868 bp 

SSV1

Abb. 2) Darstellung des Transformationsvektors pMJ0305. Der 21 kb große Vektor besteht aus den
pyrEF Genen als Selektionsmarker, dem Reportergen lacS mit dem Promotor TF55 und der pUC18
Region zur autonomen Replikation.

1.5 Generelle Reaktion von S. solfataricus auf UV-Bestrahlung
Bestrahlt man S. solfataricus mit einer UV-Dosis von 75 J/m2 für so zeigt sich eine

Wachstumsverzögerung, die sich ca. 1,5 bis 2 h nach UV-Bestrahlung einstellt. Dies

ist auf eine Beschädigung der Zellen oder auf den Effekt des Zellsterbens zurückzu-

führen. Vergleicht man eine UV-bestrahlte Kultur über die Zeit, erkennt man den Un-

terschied zur Kontrollkultur, welche ein schnelleres und höheres Wachstum aufweist

(Fröls et al., 2007).

Weiters konnten im Zuge einer Microarray-Studie nach einer UV-Exposition 55

Gene identifiziert werden, dessen Transkriptmengen sich deutlich änderten (ein

Teil davon in Tabelle 1 dargestellt). Weniger als 30 Gene davon schienen nach UV-

Behandlung stark hochreguliert zu werden, wobei 2 davon, SSO0691 und das erste

Transkript des Virus SSV1, von mir in meiner Diplomarbeit auf wichtige Regionen im

UV-induzierbaren Promotor analysiert wurden. Diese beiden Gene finden sich in der

Tabelle 1) in der Gruppe der am höchsten induzierten Gene (in gelb markiert) wieder.

Der erste Mechanismus, der nach UV-Bestrahlung aktiviert wird, ist die Photore-

aktivierung, bei der die licht-abhängige direkte Reversion des UV-Produkts (CPDs:

cis-syn-Cyklobutan Pyrimidin Dimere) in DNA durch die Photolyase vermittelt wird.

Noch konnte nicht geklärt werden, ob es in Archaea etwas Ähnliches wie NER

(nucleotid excision repair) gibt, welche die Photoprodukte der DNA entfernt. Als

sekundärer Effekt traten Doppelstrangbrüche in der DNA von S. solfataricus nach
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Tabelle 1) Übersicht der Ergebnisse der Microarray-Analyse zur Untersuchung der transkriptionellen
Reaktion von Sulfolobus solfataricus auf UV-Bestrahlung. Hier die Tabelle Ia mit den am höchsten in-
duzierten Genen nach UV-Bestrahlung (aus Fröls et al., 2007). In gelb hervorgehoben die UV-
induzierbaren Gene SSO0691 und das erste Transkript des Virus SSV1, mit denen in meiner Diplom-
arbeit Promotorstudien durchgeführt wurden.

UV-Bestrahlung auf, die bis zu 8 Stunden bemerkbar waren (Fröls et al., 2009).

Eine Vermutung für die Reparatur der Doppelstrangbrüche ist, dass diese via homo-

loger Rekombination nach einer erfolgten Konjugation korrigiert werden können.

Dennoch konnten keine Gene, die für eine direkte Reparatur von DNA-Schäden

zuständig sind, durch die Microarray-Studie induziert vorgefunden werden. Dies ist

ein Hinweis dafür, dass es in Archaea kein typisches SOS-System wie in E.coli

gibt (Fröls et al., 2009).

Weiters konnten auch zelluläre Aggregate als Reaktion auf UV-Bestrahlung festge-

stellt werden. Diese zeigen ein Maximum bei 6-8 h und sind stark UV-Dosis abhän-

gig. Eines der am stärksten hoch-regulierten Gene in der Microarray-Studie war ein

Pili-Biogenese Operon (ups: UV-inducible pili operon for Sulfolobus). Tatsächlich

konnte man bei genauerer Betrachtung mittels Elektronenmikroskopie der behandel-

ten Zellen Pili beobachten (Fröls et al., 2008). Daraus entwickelte sich die Hypothese,

dass die Pili-Formation und die sofortige Zell-Aggregation den DNA-Transfer zwi-

schen Sulfolobus Zellen steigert, um eine höhere Reparatur von beschädigter DNA

über homologe Rekombination zu bewerkstelligen (Fröls et al., 2008).
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1.6 Transkriptionsstudien von UV-induzierten Genen nach Be-

strahlung
Eine wichtige Basis für mich war die Arbeit von Daniela Teichmann, die sich unter

anderem mit der Analyse der UV-spezifischen transkriptionellen Reaktion des Gens

SSO0691, und dem ersten gebildeten Transkript Tind nach UV-Bestrahlung des Virus

SSV1 beschäftigte. In ihrer Diplomarbeit wurde unter anderem der Transkripti-

onsstartpunkt des Gens SSO0691 mittels einer Primer-Extensions-Reaktion bestimmt

und für Tind wurde der Transkriptionsstartpunkt von Reiter et al. (1988) charakterisiert.

Für das Gen SSO0691 wurde der Transkriptionsstart 188 nt stromaufwärts des

Translationsstarts identifiziert, was eine außergewöhnlich große Distanz bedeuten

würde. Deswegen wurden anschließend bioinformatische Analysen durchgeführt, und

es stellte sich heraus, dass direkt stromauf dieses Gens ein kleinerer ORF, benannt

SSO0691a, positioniert ist.

In weiterer Folge Ihrer Arbeit wurden von beiden Promotorregionen verschieden lan-

ge Konstrukte hergestellt. Für Tind erfolgte mittels einer PCR ein Kürzung des Pro-

motors von 141 bp auf 70 bp, und im Falle von SSO0691a von 172 bp auf 79 bp (Ab-

bildung 3). Weiters wurden diese gekürzten Promotorkonstrukte in den shuttle Vektor

pMJ0305 kloniert.

Abb.3) Bereiche der Wildtyppromotoren von Tind und SSO0691a. Der rote Pfeil markiert den im Fall von
Tind bereits vorher bekannten und im Fall von SSO0691 den von Daniela Teichmann bestimmten
Transkriptionsstart. Bei SSO0691a ist in gelb das  eingezeichnet, grau die „BRE-Elemente, violett die
„TATA-Boxen“, grün der 5’UTR-Bereich. Sequenzen dargestellte in 5’-3’ Richtung.

TIND  5´  ~tgtttgggtaactggcaaaattctgtctgactgctgtctgacaagagtttactctatctc

tctatatctatatacacaaacagagttagtcgactctgtgtatcttatgtatcttataca

aaaaatatgggatgtgcaaaatctgagcta~ 3´

SSO0691  5´ ~atggtatcgatattaatgatttatcggtattcgatttagttataaatacctcaaatatag

     acattaataatatagtgaaattaattctggactatctatcatcagtttcacataactctc

     agccattaaaagaaaaaaatatcaacgataagtgatggctaatatagttcaatttgta 3´

BRE    TATA-Box

BRE TATA-Box
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Abb. 4) Aktivitätsmessungen der ß-Galaktosidase der Einzelkolonien und der Kontrolle M16. Je-
weils gegenübergestellt die UV-bestrahlte und die Kontrollkultur von M16-pDTTind-Delp und M16-
pDT0691a-Delp.

Anschließend wurden die Einzeltransformanten auf die spezifische Aktivität der ß-

Galaktosidase der Promotorregionen der Gene Tind  und SSO0691a vermessen.

Wie in der Abbildung 4) ersichtlich ist, zeigen beide Promotoren der Einzeltrans-

formanten eine zunehmende Aktivität des ß-Galaktosidase. In grün dargestellt

M16-pDTTind-Delp mit einem 70 nt - langen Promotor und der höchsten Aktivität

bei 18 h und einer 7x-fachen Induktion nach UV-Bestrahlung. Nach dem Erreichen

des höchsten Wertes nach der UV-Bestrahlung über die Zeit sank diese spezifi-

sche Aktivität wieder ab. In orange dargestellt die 5-fache Induktion von M16-

pDT0691a-Delp, mit einer Promotorlänge von 79 nt. Auch hier zeigt sich ein ähnli-

ches Bild der Induktion. Diese ist nicht so hoch wie bei Tind, dennoch ist ein konti-

nuierliches Ansteigen der Transkriptmenge bis zu einem fast 6fachen Wert deut-

lich erkennbar. Rechts davon dargestellt die Kontrolle der Einzeltransformanten,

wodurch eine gleich bleibende Grundaktivität der ß-Galaktosidase messbar, und

vergleichbar mit den Werten vor der UV-Bestrahlung ist. Die Negativkontrolle M16

ist ebenfalls mit und ohne UV-Bestrahlung dargestellt, und zeigt keine spezifische

ß-Galaktosidase-Aktivität. Dieses Ergebnis war zu erwarten, da in der Mutante

M16 das Reportergen lacS zwar vorhanden, jedoch durch ein Insertionselement

unterbrochen und somit inaktiv ist. Dadurch kann M16 keine funktionelle ß-

Galaktosidase produzieren. Somit war auch bewiesen, dass die ß-Galaktosidase-

Aktivität nach der UV-Bestrahlung auf die Transformierung durch die Plasmide mit

den induzierbaren Promotoren zurückzuführen war.
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1.6  Ziel der Diplomarbeit
Im Rahmen meiner Diplomarbeit sollten die Promotoren der stark UV-induzierten Ge-

ne der Microarray-Analyse Gruppe Ia SSO0691 und Tind von Sulfolobus solfataricus

analysiert werden. Ausgehend von einer zuvor durchgeführten Promotoranalyse

sollten durch Deletionen weiterer Regionen potenzielle cis-regulatorische Elemente

identifiziert werden, die für die UV-abhängige Transkriptionsregulation wichtig sind.

Hierzu sollte das Reportersystem eingesetzt werden mit dem es möglich ist, Promo-

toraktivitäten in vivo in S. solfataricus zu messen und zu quantifizieren. Die Charakte-

risierung cis-regulatorischer Elemente sollte als Vorraussetzung für eine spätere I-

dentifizierung von Transkriptionsregulatoren in S. solfataricus dienen.
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2. Material

2.1 Kultivierungsmedien, Puffer und Lösungen

2.1.1 Medien

- Luria Bertani (LB) Medium für E.coli (pro Liter)
10 g Trypton

  5 g Hefeextrakt

10 g NaCl

für Festmedium: Agar 15 g/l

Antibiotika: Ampicillin 100 mg/l, 50 mg/l

Kanamycin   50 mg/l

Blau/Weiß-Selektion: X-Gal 40 mg/l

- SOB-Medium (Hanahan, 1983) für E.coli
2 % (w/v) Bacto Trypton

0,5 % (w/v) Hefeextrakt

10 mM NaCl

1,5 mM KCl

- SOC-Medium, für E.coli
SOB-Medium mit 20 mM Glucose und 20 mM Mg2+

- Brock’s Basalsalzmedium, für Sulfolobus solfataricus (alle Angaben pro Liter)
100x Teilmedium

130 g (NH4)2SO4

  25 g MgSO4 x 7 H20

    2 g FeCl3 x 6 H20
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200x Teilmedium

56 g KH2PO4

360 mg MnCl2
  44 mg ZnSO4

  10 mg CuCl2
    6 mg VOSO4

    6 mg Na2MoO4

 0,9 mg Na2B4O7

1000x Teilmedium

70 g CaCl2 x 2 H2O  zusätzlich für Festmedien: 6,4 g Gelrite

3 ml 0,5 M CaCl2
5 ml 5 M MgCl2

C-Quellen (w/v)

0,2 % Saccharose und 0,1 % Hefeextrakt (SY) oder

0,2 % D-Arabinose und 0,1 % Trypton (AT)

pH 3-3,5 mit ca. 350 µl 50 % H2SO4 einstellen

2.1.2 Puffer und Lösungen

- TAE-Puffer (Trisacetat-Puffer)
40 mM Tris

20 mM Eisessig pH 8,2-8,4

2 mM EDTA

- TE-Puffer
20 mM Tris/HCl pH 7,5

1 mM EDTA

- DNA/RNA-Auftragspuffer:
50 % (w/v) Saccharose

0,25 %(w/v)  Bromphenolblau

0,1 M EDTA pH 8
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2.1.2.1 Puffer für Gesamt-DNA-Isolierung von Sulfolobus solfatari-

cus

- TEN-Puffer
20 mM Tris-HCl pH 8

1 mM EDTA

100 mM NaCl

- TENST-Puffer
TEN-Puffer + 1,6 % (w/v) Natrium-N-Laurylsarcosin

         0,12 % (w/v)  Triton X-100

2.1.2.2 Puffer für Northern Analysen
Die Gesamt-RNA wurde mittels des mirVana Isolation Kit der Firma Applied Biosys-

tems isoliert und anschließend in RNAse-freiem DEPC-H20 eluiert.

- 10x MOPS Laufpuffer

41,8 g   MOPS in 800 ml DEPC H20 lösen

  einstellen eines pH 7 mit NaOH (=200 mM MOPS)

   + 16,6 ml  3 M DEPC-behandeltes Na-Acetat

+ 20 ml 0,5 M DEPC-behandeltes EDTA pH 8

 - auf 1000 ml mit DEPC-H2O auffüllen und steril filtrieren

- 10x RNA Gelpuffer
10x MOPS Laufpuffer, pH 8 – mit NaOH Plättchen einstellen

- RNA-Mix
250 µl Formamid

83 µl 37 % Formaldehyd

50 µl Gelpuffer pH 8

50 µl DNA/RNA Auftragspuffer

- 20x SSC

3 M NaCl
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0,3 M Natriumacetat pH 7

Färbelösung:

- Methylenblau-Lösung
0,04 % (w/v) Methylenblau in 0,5 M Natriumacetat pH 5,5

- Hybridisierungspuffer

50 % Formamid

1 % (w/v) SDS

10 % (w/v) Dextransulfat

1 x SSPE

0,5 % (w/v) Magermilchpulver

- SSPE
3M NaCl

0,2 M H2NaO4P

0,02 M  EDTA

- in ca. 800 ml H2Obidest lösen

- auf 1 l auffüllen und autoklavieren

- DIG-Waschpuffer
0,3 % (v/v) Tween 20 in Puffer 1

- Puffer zum Entfernen von DIG-Sonden
0,2 M NaOH / 0,1 % SDS

- Puffer 1
0,1 M Maleinsäure

0,15 M NaCl pH 7,5 mit fester NaOH einstellen

- Puffer 2
Puffer 1 + 1 % Blockierungsreagenz
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- Puffer 3

100 mM Tris/HCl

100 mM NaCl

50 mM MgCl2 pH 9,5

- CSPD-Lösung
CSPD 1:100 in Puffer 3

- Ethidiumbromid stock Lösung
10 mg/ml Ethidiumbromid in H20bidest

Lösungen für Proteinanalysen:

- Puffer für ß-Galakosidase (lacS) Aktivitätstests
10 mM TRIS-HCl pH 8

50 mM NaPO4-Puffer

2,8 mM ONPG in 50 mM NaPO4-Puffer

- Bradford-Reagenz

0,01 % (w/v) Coomassie Brilliant Blue G 250

4,75 % (v/v) Ethanol

8,5 % (v/v) Phosphorsäure

2.2 Chemikalien und Hilfsmittel

Chemikalien Hersteller

Acillit pH-Streifen Merck, Darmstadt

Agarose (SeaKern ME) FMC / Biozym, Oldendorf

Ampicillin Roche Diagnostics, Mannheim

Bacto-Agar, -Trypton, - Hefeextrakt Difico, Detroit CSPD Bio Trace TM

Biodyne A Nylonmembran

(CSPD-Substanz)

Pall Gelman GmbH, Dreieich

Roche Diagnostics, Mannheim

Blocking Reagent Roche Diagnostics, Mannheim

BSA MBI Fermentas
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D-Arabinose Fluka, Biochemika

DEPC Carl Roth GmbH & Co, Karlsruhe

DMSO MBI Fermentas

DIG dNTP Labelling Mix Roche Diagnostics, Mannheim

dNTPs MBI Fermentas

N-Dimethylformamid Carl Roth GmbH & Co, Karlsruhe

Ethanol AppliChem, Darmstadt

Ethidiumbromid AppliChem, Darmstadt

Formaldehyd Carl Roth GmbH & Co, Karlsruhe

Formamid Sigma-Aldrich, USA

Glycerin Carl Roth GmbH & Co, Karlsruhe

Gellan Gum (Gelrite) Kelco, San Diego

Glykogen MBI Fermentas

Guanidiniumthiocyanat (GTC) Labor-Service GmbH, Darmstadt

Mini-EluteTM PCR Purification Kit Qiagen, Hilden

Natriumdodecylsulfat (SDS) Carl Roth GmbH & Co, Karlsruhe

O-Phosphorsäure Carl Roth GmbH &Co, Karlsruhe

ONPG Serva, Heidelberg

Natrium-N-Laurylsarcosin Serva, Heidelberg

Phenol-Chloroform-Isoamylalkohol Sigma-Aldrich, USA

Polyklonale DIG-ANTI Schafsantikörper Roche Diagnostics, Mannheim

QiaprepRTM Spin-Miniprep-Kit Qiagen, Hilden

Rundfilter (Porengröße 0,025 um) Milllipore

Röntgenfilme (Single Emuldion Film, Bio-

max MR)

Kodak, Rochester

Tris-(hydroxymethyl)-aminomethane (Tris) Carl Roth GmbH & Co, Karlsruhe

Triton X-100 Sigma, St. Louis

Trypton Difico, Detroit

Tween-20 Carl Roth GmbH & Co, Karlsuhe

Uracil Serva, Heidelberg

Whatman-Papier Machery & Nagel

X-Gal AppliChem, Darmstadt
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Alle hier nicht angeführten Chemikalien und Hilfsmittel wurden von folgenden Firmen

bezogen:

- AppliChem

- Boehringer Ingelheim

- LS-Labors

- Merck

- Roche Diagnostics

- Roth

- Sigma

- und Serva.

2.3 Größenstandards

DNA
- Gene RulerTM DNA Ladder Mix #SM0331

- Gene RulerTM 1 kb Plus DNA Ladder Mix #SM1331

- Lambda DNA/EcoRI + HindII Marker 3#SM0191

RNA
- RiboRuler™ High Range RNA Ladder, 200-6000 bases #SM1821

2.4 Enzyme

- Calf Intestinal Alkaline Phosphatase

(CIAP)

 MBI Fermentas

- Long PCR Enzyme Mix MBI Fermentas

- Phusion® Hot Start High-Fidelity DNA

Polymerase

Finnzymes

- Pfu-DNA Polymerase MBI Fermentas

- RNAse MBI Fermentas

- Taq-DNA-Polymerase Invitrogen

- GoTaq® DNA polymerase Promega
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- Restrikionsendonukleasen MBI Fermantas; New England Biolabs

- T4-DNA-Ligase New  England Biolabs

- T4-Polynukleotid Kinase MBI Fermentas

- Alkalische Shrimp Phosphatase USB

2.5 Mikroorganismen
- Sulfolobus solfataricus M16 (Martusewitsch et al. ,2002)

- Escherichia coli TOP10       (Invitrogen, USA)

2.6 Vektoren
- pSVA11 (S.V. Albers)

- pMJ0305 (Jonuscheit et al. ,2003)

2.7 Kits
- Qiagen PCR Pufification Kit

- QIAprep Spin Miniprep Kit

- E.Z.N.A.® Plasmid Miniprep

- mirVana™ miRNA Isolation Kit

2.8 Synthetische Oligonukleotide

Alle verwendeten Oligonukleotide für PCR-Amplikikationen bzw. Sequenzierreaktio-

nen wurden bei Thermo bestellt. Diese war in getrocknetem Zustand und wurden

deshalb anschließend in HPLC-Wasser eluiert um eine 100 mM Lösung zu erhalten.

Anschließend wurden sie bei –20°C aufbewahrt.
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2.8.1 Primer für die SLIM - Mutagenese PCR

In Tabelle 1), 2) und 3) 4 verschiedene und unterschiedlich lange Primer wurden für die verschiedenen
Deletionen für die SLIM PCR für die Promotoren der Gene SSO0691a und Tind entworfen – 2
Genspezifische, und 2 Oligunukleotide mit einem 18 nt Überhang. Angegeben sind die Sequenzen in
5’-3’ Richtung.

Tabelle 1)
Name Oligonukleotidsequenz (5’-3’)

TindDel_atg_tail_fwd TCTTATACAAAAAATATGGACTCATTTCCAAA-

TAGCTTTAG

TindDel_atg_fwd: GACTCATTTCCAAATAGCTTTAGG

Tind_atg_tail_rev: CATATTTTTTGTATAAGATACATAAGATACACA-

GAGTCGAC

Tind_atg_rev: TACATAAGATACACAGAGTCGAC

Tabelle 2)

Name Oligonukleotidsequenz (5’-3’)

SSO0691_bre_tail_fwd GCAGCATTATTCCCTAGGACATAACTCTCAGCCAT-

TAAAAGAAA

SSO0691_bre_fwd ACATAACTCTCAGCCATTAAAAGAAA

SSO0691_bre_tail_rev CCTAGGGAATAATGCTGCCCCATCAAACTTATGTCT-

CATTACAA

SSO0691_bre_rev CCCATCAAACTTATGTCTCATTACAA

Tabelle 3)

Name Oligonukleotidsequenz (5’-3’)

SSO0691_fwd_catg_tail TTAAAAGAAAAAAATATCATGGACTCATTTCCAAA-

TAGCTT

SSO0691_fwd_catg ATGGACTCATTTCCAAATAGCTT

SSO0691_catg_tail_rev GATATTTTTTTCTTTTAATGGCTGAGAGTTATGTGA-

AACT

SSO0691_catg_rev TGGCTGAGAGTTATGTGAAACT
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2.8.2 Primer für lacS-PCR

Tabelle 4) Die zur Kontrolle auf die erfolgreiche Transformation entworfenen Primer für Sulfolobus sol-
fataricus M16. Die Sequenzen sind in 5’-3’ Richtung angegeben.
Name Olingonukleotidsequenz (5’-3’)

lacS_fwd: CATGTACTCATTTCCAAATAG

lacS_rev: TACGCTATTTAAGTGCTCTATT

3.8.3 Primer für Multiplex-PCR

Tabelle 5) Die zur Kontrolle auf die erfolgreiche Transformation entworfenen Primer für Sulfolobus sol-
fataricus M16. Die Sequenzen sind in 5’-3’ Richtung angegeben.
Name Oligonukleotidsequenz (5’-3’)

LeATFw CTTCTCGAGCTAAGAGTGCAACC

LeATRw ATAAGCCCGTTTTGGCAACCA

RATRw ATATCGGGGTGTAGAACGCA

RATFw GTAGAACGCCTTTATGTTGCCGTC

3.8.4 Primer für Northern-Blot-Analysen

Tabelle 6) Die für diese Arbeit verwendete DIG-markierte dS-DNA-Sonde von lacS für die Northern-
Blot-Analyse der Promotorregion SSO0691aDelp2. Die Sequenzen sind in 5’-3’ Richtung angegeben.
Name Oligonukleotidsequenz (5’-3’)

lacS_fwd: CATGTACTCATTTCCAAATAG

lacS_rev: TACGCTATTTAAGTGCTCTATT

3.8.5 Primer für die Sequenzierung der Vektoren

Tabelle 7) Die für die Sequenzierreaktion verwendetet Primer zur auf die durchgeführten Deletionen
(pSVA11-pKLTind-Delp1, pSVA11-pKL0691a-Delp1, pSVA11-pKL0691a-Delp2, pMJ0305-pKLTind-
Delp1, pMJ0305-pKL0691a-Delp1 und pMJ0305-pKL0691a-Delp2). Die Sequenzen sind in 5’3’- Rich-
tung dargestellt.
Name Olignonukleotidsequenz (5’-3’)

pyrEF_fwd AGGATTTGCATCCGAGGAGTCTAC
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3. Methoden

3.1 Polymerase-Kettenreaktion (Polymerase Chain Reaction, PCR)
Die Polymerase-Kettenreaktion bietet die Möglichkeit, genau defininierte Gene bzw.

Gen-Abschnitte spezifisch zu amplifizieren. Für die gewöhnliche PCR werden 2 Pri-

mer für die gewünschte, zu vervielfältigende DNA-Sequenz entworfen. Als Matrize

diente entweder chromosomale DNA der Mutante Sulfolobus solfataricus M16, be-

ziehungsweise die DNA des Transformationsvektors pMJ0305, oder des Vorvektors

pSVA11. Für die Amplifikation der chromomsomalen DNA wurden pro Ansatz ca. 100

ng/µl eingesetzt und für Plasmid-DNA ca. 10-20 ng/µl. Weiters wird folgendes für ei-

nen 25 µl oder einen 50 µl PCR-Reaktionsansatz mit der Taq- oder Taq-Pfu Polyme-

rase verwendet:

- 1x Taq- Polymerase Puffer (Puffer, die für die DNA-Polymerase die geeignete che-

mische Bedingung garantieren)

- 0,2 mM dNTP`s

- 2 mM MgCl2
- 10-25 pmol synthetische Oligonukleotide

- 2 U Taq- Polymerase

- mit H20 bidest auf 25 µl oder auf 50 µl auffüllen.

Der PCR-Ablauf bestand aus einer Anzahl von 30-35 Zyklen. Das typische PCR-

Programm besteht aus einem 1-2 minütigen Denaturierungsschritt bei 95°C. Dieser

Schritt bewirkt die Trennung der doppelsträngigen DNA in die Einzelstränge. Die

Temperatur der anschließenden Hybridisierung der Oligonukleotide an die DNA-

Matrize ist abhängig von ihrem jeweiligen GC-Gehalt und wird mit 2 Grad pro A/T-

Nukleotid und je 4 Grad pro G/C-Nukleotid berechnet. Dies sichert eine spezifische

Anlagerung der Primer an die DNA-Einzelstränge. Die Verlängerung der Oligonukleo-

tide durch die Polymerase erfolgt bei 72°C und dauerte für 900-1000 nt ca. eine Mi-

nute. Im finalen Schritt kommt es zur vollständigen Elongation der sich noch in Syn-

these befindlichen DNA-Fragmente, wobei die Temperatur auf das Arbeitsoptimum

der Polymerase erhöht wird um eine optimale Zweitstrangsynthese zu erlauben (72°C
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für 10 Minuten). Nach der durchgeführten PCR wurden erhaltene DNA-Fragmente

auf ihre Größe mittels der Agarose-Gelelektrophorese überprüft.

3.2. SLIM-PCR (Zielgerichtete – Ligase-unabhängige Mutagenese)

Diese Spezialform der Polymerase-Kettenreaktion wurde verwendet, um mit einer

Reaktion in größeren Vektoren (über 8 kb) Insertionen, Deletionen oder Substitutio-

nen einzuführen (Chiu et al., 2008). Für die Amplifikation wurden 4 spezifische Primer

entworfen, 2 Gen-spezifische Primer und 2 Primer mit einem 18 nt Überhang. Die

Primer wurden so geplant, dass die Sequenz des forward- und revers-Primers mit 18

nt Überhang die gleiche ist, wie die des forward- und revers-spezifischem Oligonukle-

otids. Ein großer Unterschied zur gewöhnlichen PCR ist, dass die Reaktion in 2 PCR-

Ansätzen durchgeführt wird, jeweils in Kombination mit einem Primer mit Überhang

plus einem spezifischen Primer. Dadurch erhält man für jede der beiden Reaktionen

jeweils am 5’- Ende das 18 nt lange Überhangsstück in zwei getrennten Reaktions-

gefäßen.

Ein 50 µl oder 25 µl PCR-Ansatz hat so ausgesehen:

Reaktion I: Reaktion II:

-  ca. 15 ng/µl DNA

- 10-25 pmol Oligonukleotide

- 10x long range PCR-Puffer - 10x long range PRC-Puffer

(+MgCl2)

   (bereits mit 15 mM MgCl2) -  ca. 2 U long range enzyme mix

- 0,25 mM dNTP`s

- 1-2 µl DMSO

                                 - mit H20 bidest auf 25 µl oder 50 µl auffüllen

Das dazugehörige PCR—Programm im Thermocycler sah z. B. folgendermaßen aus:
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- 94°C 3 Minuten → hot start, d. h. nach den 3 Minuten wurde die Reaktion II zur

Reaktion I  pipettiert

- 94°C 2 Minuten

- 94°C 15 Sekunden

- 58°C 30 Sekunden 5x

- 68°C z.B. 15 Minuten oder 5,25 Minuten

- 94°C 15 Sekunde   24x (jeder

- 58°C 30 Sekunden Zyklus 15

- 68°C z. B. 15 Minuten oder 5,25 Minuten (xkb x 45 Sekunden) Sek. länger

- 68°C 10 Minuten

- 4°C Pause

Nach der Amplifikation wurde das PCR-Produkt auf einem 1%igen mit Ethidiumbro-

mid-gefärbten Agarosegel kontrolliert und mittels einer Phenol-Chloroform Extraktion

aufgereinigt. Es folgte eine halbstündige Inkubation mit dem Enzym DpnI bei 37°C

um die Plasmid-DNA von meiner amplifizierten, veränderten DNA zu trennen. DpnI

hydrolysiert die Ausgangs-DNA, die methyliert ist, d.h. die amplifizierte DNA wird nicht

zerschnitten, da diese unmethyliert ist.

Anschließend werden die beiden Reaktionen im Verhältnis 1:1 gemischt, denaturiert

und hybridisiert:

- 99°C 3 Minuten Denaturierung

- 65°C 5 Minuten 2x Hybridisierung

- 30°C 15 Minuten

Der nächste Schritt ist die Hybridisierung der 2 PCR-Produkte. Dabei formen sich

Heteroduplexes durch das Binden der 5’-Überhange an den entgegengesetzten En-

den. Durch dieses Finden der komplementären Überhange kann das Plasmid ohne

das Enzym T4 DNA-Ligase ligieren und von selber von der linearen in die zirkuläre

Form übergehen. Wichtig für das Religieren des Vektors ist das 5’-Phosphat der frei-

en DNA-Enden, das entweder durch eine Phosphorylierung der Primer oder nach der

Amplifikation der DNA-Fragmente über die PCR hergestellt wird.
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3.3 Phosphorylierung der Primer

Um eine selbständige Religierung der Vektoren zu ermöglichen, wurden 100 pmol

Primer mit der T4-Polynukleotid Kinase phosphoryliert. Das Enzym transferiert die

Phosphatgruppe des ATP auf den 5’-Hydroxyl Terminus der DNA.. Diese Reaktion

findet mit einem 10x T4 Polynukleotid Kinase Puffer bei 37°C in einem Ansatz von ca.

20 µl für eine Stunde statt.

24x (jeder Zyklus noch 15 Sekunden länger

3.4 Agarosegelelektrophorese
Um verschieden große DNA-Fragmente voneinander zu trennen und zu identifizieren,

wird die Agarosegelelektrophorese eingesetzt. Diese Methode dient zur Größenbe-

stimmung und kann für Fragmente verschiedenster Länge von 0,5 kb bis ca. 30 kb

eingesetzt werden. Abhängig von der DNA-Fragmentgröße wurde eine unterschiedli-

che Agarosekonzentration in der Mikrowelle mit 1x TAE- Gelpuffer aufgekocht, bis die

Agarose vollständig gelöst war. Anschließend wurde die geschmolzene Agarose mit

ein paar Tropfen Ethidiumbromid versetzt, in einen Gelschlitten gegossen, und mit

Hilfe eines Kammes wurden Kammern geformt. Auf das erstarrte und ausgekühlte

Agarosegel kam 0,5x TAE-Laufpuffer, bis das Gel bedeckt war. Dann wurden die mit

1:6 Auftragspuffer versetzten PCR- Produkte in die Taschen pipettiert. Zusätzlich

wurde ein Größenstandard mitgeführt, welcher zur Identifizierung der DNA-

Fragmentlänge diente. Eine elektrische Spannung zwischen 80 - 120 Volt wurde an-

gelegt, und die DNA lief durch das Gel. Da die DNA  negativ geladen ist, wandert sie

zum positiven Pol. Je nach Größe der Fragmente migrieren sie schneller oder weni-

ger schnell zur Kathode. Letztendlich betrachtet und fotografiert man das fertige Gel

bei UV-Belichtung.

3.5 Aufreinigung der PCR-Produkte mittels PCR-clean up kit (NucleoSpinTM)
Nach der Agarosegelelektrophorese der PCR-Produkte wurden diese anschließend

mit einem PCR-clean up kit aufgereinigt. Als erstes wurden zu einem Volumen PCR-

Produkt 2 Volumen NT-Puffer pipettiert. Anschließend wurde das gesamte Volumen

in eine NucleoSpin Extract II Column geladen und 1 Minute bei 11.000 rpm zentrifu-

giert. Die Flüssigkeit wurde verworfen, 700 µl von Puffer NT3 auf den Filter pipettiert
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und erneut für 1 Minute mit 11.000 rpm zentrifugiert. Das Eluat, das den Filter pas-

sierte wurde wieder verworfen, und für 2 Minuten bei 11.000 rpm zentrifugiert, um

auch wirklich das ganze Ethanol des Puffers NT3 zu entfernen. Danach wurde das

Säulchen in ein neues Gefäß transferiert, 15-50 µl Elutionspuffer zugegeben und für 1

Minute bei 11.000 rpm zentrifugiert.

3.6 Transformation von DNA in E. coli mittels Hitzeschock
Da nun die gewünschte Mutation eingeführt wurde und das Plasmid nun wieder in

zirkulärer Form vorliegt, war der nächste Schritt die Transformation der DNA mittels

Hitzeschock in chemisch kompetente E.coli Zellen. Pro Transformation wurden 50-

100 µl chemisch kompetente TOP10-Zellen aufgetaut und mit 10-20 µl Ansatz ver-

setzt. Es folgte eine 15-minütige Inkubation auf Eis und ein Hitzeschock im Wasser-

bad bei 42°C für exakt 30 Sekunden. Danach kamen die Zellen sofort wieder auf Eis

und wurden mit 250 µl SOC-Medium versetzt, um diese anschließend für eine Stunde

bei 37°C und 550 rpm zu regenerieren.

3.7 Plattierung von E. coli
Nach der einstündigen Regeneration wurde jeweils mit 50 µl und 100 µl der Trans-

formationsansätze auf LB-Platten mit Ampicillin (100 µg/ml) ausplattiert und bei 37°C

über Nacht inkubiert. Das Antibiotikum Ampicillin wird dem Nährmedium beigegeben,

um auf die transformierten E. coli Zellen zu selektionieren. Nur jene, die das Plasmid

tragen, sind durch die Ampicillin-Resistenz in der Lage zu überleben. Je nach der

Größe wurden unterschiedliche Mengen des Antibiotikas eingesetzt, z.B. bei beson-

ders großen Vektoren wurde nur die Hälfte d.h. 50 µg/ml für die Platten eingesetzt

und die Inkubation erfolgte ebenfalls über Nacht, jedoch bei einer geringeren Tempe-

ratur von 28°C.

3.8 Isolierung von Plasmid-DNA aus E.coli
Es wurden jeweils Klone (Einzelkolonien) mit einem Zahnstocher gepickt und in 5 ml

oder 15 ml LBAmp-Flüssigmedium (100 µg/ml) bei 37°C geschüttelt. Am nächsten Tag

wurden die Zellen 10 Minuten bei 4°C und 13.000 rpm abzentrifugiert. Es folgte ein
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Miniprep zur Isolierung der Plasmid-DNA aus E.coli, die entweder mit dem Quiaprep

Spin Miniprep Kit (Quiagen GmbH) oder dem E.Z.N.A. kit  nach Angaben des Her-

stellers durchgeführt wurde. Es folgte erneut ein Restriktionsverdau, um die isolierte

Vektor-DNA zu überprüfen.

3.9 Restriktionsspaltungen
Zur Gewinnung der definierten DNA-Fragmente, zur Hydrolyse von Plasmiden über

Restriktionsschnittstellen und zur Überprüfung von positiven Klonen, wurden ver-

schiedene Restriktionsenzyme verwendet. Hier wird die DNA durch die passenden

Restriktionsendonukleasen hydrolytisch an den spezifischen Basen-Motiven gespal-

ten. Die passenden Schnittstellen-Motive und die dazu zu erwartenden DNA-

Fragmente wurden mit der Software Vector NTI ermittelt. Ein Restriktionsansatz hat

z.B. so ausgesehen:

MM: z.B. 30 µl Gesamtansatz:

10 µl Plasmid-DNA

1 µl EagI (mindestens 1 U Restriktionsendonuklease)

0,5 µl AvrII

4 µl Red Puffer

14,5 µl H20 bidest.

Besonders wichtig bei so einer Restriktionshydrolyse mit zwei Enzymen ist die Ver-

wendung eines Puffers, in dem beide Enzyme effektiv arbeiten können. Außerdem

muss die eingesetzte DNA-Menge optimal auf die Units der verwendeten Restriktion-

sendonuklease angepasst werden. Nach dem Vermengen des Ansatzes wurden die

Proben 1,5 bis 3 h bei 37°C inkubiert. Danach muss eine Inaktivierung des Enzyms

erfolgen. Dies passiert entweder über eine Denaturierung durch Erhitzung von ca. 15

Minuten bei 65-85°C und anschließendem Abkühlen auf Eis, oder in den meisten

Fällen automatisch durch die anschließende Phenolextraktion und dem Fällen der

DNA. Die Qualität der Restriktionsspaltung wurde anschließend auf einem mit Ethidi-

umbromid-gefärbten 1%igem Agarosegel überprüft.
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3.10 Phenolextraktion und Fällen von DNA

Nach dem Restriktionsansatz mit Enzymen von DNA-Proben mussten diese von den

überflüssigen Proteinen und Salzen durch eine Phenol-Extraktion gereinigt werden,

um inhibitorische Effekte zu verhindern. Die Nukleinsäurelösung wurde bei dieser

Aufreinigung nacheinander mit einem Phenol-Chloroform-Isoamylalkohol-Gemisch im

Verhältnis 25:24:1 versetzt. Dadurch kommt es aufgrund des Phenol-Chloroforms zu

einer Denaturierung der Proteine. Diese liegen durch den Isoamylalkohol stabilisiert in

der sogenannten Interphase vor, separiert von der Phenolphase und der gewollten

wässrigen Nukleinsäurelösung. Wichtig ist hier ein gutes Vortexen der Lösung, um

eine möglichst saubere Extraktion der Nukleinsäuren zu erzeugen. Nach einem

Zentrifugationsschritt wurde diese wässrige Phase in ein neues Gefäß transferiert.

Die nun reduzierte wässrige Phase, in der die Nukleinsäuren höher konzentriert vor-

liegen, wurde mit H2Obidest auf 100 µl aufgefüllt und erneut mit Phenol-Chloroform-

Isoamylalkohol versetzt. Wieder wurde für 15 Minuten bei 13.000 rpm und 4°C

zentrifugiert und der wässrige Überstand vorsichtig abgenommen. Diese Phase wur-

de mit 1/10 Volumen 3 M Natriumacetat-Lösung (pH 5,2), 1 µl Glykogen und mit 2,5

Volumenanteilen eiskaltem 100%igem Ethanol mindestens 30 min bei –20°C gefällt.

Dann zentrifugiert man die Nukleinsäurelösung 30 min bei 4°C und 13.000 rpm und

wäscht das DNA-Präzipitat mit 70%igem Ethanol. Als nächstes wird noch einmal kurz

zentrifugiert (ca. 5-10 Minuten), ehe man die DNA zum Schluss gut getrocknet via

Vakuumzentrifuge in TE-Puffer oder ddH20 eluiert.

3.11 Extraktion von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen (NucleoSpinExtractII)
Nachdem Vektor und DNA-Insert mit Restriktionsendonukleasen hydrolysiert wurden,

folgte ein 1%iges Agarosegel um die gewünschten Banden elektrophoretisch aufzu-

trennen.

Das Gel wurde nachträglich mit Ethidiumbromid eingefärbt und die richtige Bande mit

einem Skalpell unter UV-Exposition herausgeschnitten. Das Herausschneiden sollte

möglichst schnell erfolgen, da die DNA unter UV-Licht sehr empfindlich ist und es

sonst zu Strangbrüchen kommen kann. Die ausgeschnittenen DNA-Stücke wurden

anschließend mit Geneclean und dem Protokoll für die DNA Extraktion von Agarose-

gelen herausgelöst und in ddH20 oder TE-Puffer eluiert.
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3.12 Extraktion von großen DNA-Fragmenten aus Agarosegelen („Freeze and

Squeeze“)
Für die Isolierung von größeren DNA-Fragmenten (ab 20 kb) wurde die DNA-Fällung

mittels Freeze and Squeeze durchgeführt. Die richtigen Banden wurden aus dem

Agarosegel herausgeschnitten und mechanisch mit einem Spatel zerkleinert. Dann

wurde 1 Volumen Phenol zugegeben und alles in flüssigem Stickstoff durchgefroren.

Nach einem 10-15 minütigem Zentrifugationsschritt bei Raumtemperatur und 13.000

rpm wurde die Phenol-Chloroform-Extraktion und das Fällen der DNA wie in Punkt

3.10 durchgeführt.

3.13 Sequenzierungs-Reaktion
Die Sequenzierungs-Reaktion stellte eine zusätzliche Kontrolle für positive Klone und

zur Überprüfung von definierten DNA-Sequenzen dar. Hierfür wurde eine DNA-

Konzentration von 100 ng/µl eingesetzt. Der große Unterschied zur PCR ist hier, dass

nur ein spezifischer Primer für die zu sequenzierende Region nötig ist. Es handelt

sich hier um eine Kettenabbruchreaktion durch die Anbringung von fluoreszenz-

markierten 3’-Didesoxyribonukleosidtriphosphaten (ddNTP), wobei jede Base mit

einer unterschiedlichen Farbe markiert ist. Den ddNTPs (BigDye) fehlt eine Hydro-

xylgruppe am 3’ C-Atom. Somit wird beim Einbau eines fluoreszierenden Nukleosids

die Synthese des Stranges abgebrochen, da keine Phosphordiesterbindung ausge-

bildet werden kann. Zum Schluss hat man eine statische Mischung aus allen unter-

schiedlichsten neu gebildeten fluoreszenzmarkierten DNA-Einzelsträngen, da es nur

selten zum Einbau der ddNTPs kommt, weil diese relativ gering im Reaktionsansatz

vorhanden sind.

Ein Sequenzierungs-Programm ist z.B. 1 min 96°C, 20 sec 96°C, 15 sec bei 52°C, 4

min bei 60°C, 15°C Pause und für 30 Zyklen.

3.14 Dephosphorylierung von Vektor-DNA

Durch die Inkubation der Vektor-DNA mit Restriktionsenzymen entstehen zwei kom-

patible Enden, die wieder miteinander ligieren können. Dieses Problem kann durch

eine Dephosphorylierung mit dem Enzym alkalische Phosphatase (Calf Intestine Al-

kaline Phosphatase, CIAP) verringert werden.
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Das heißt, direkt nach der Restriktionsanalyse entstehen an den freien 5’-Enden

Phosphatreste, die für die Ligation benötigt werden. Entfernt man diese mit Hilfe der

alkalischen Phosphatase (CIAP), verhindert man somit die Selbstligation des linearen

Vektors.

In jeden Ansatz wurde 1 µl alkalische Phosphatase beigemengt und 30 min bei 37°C

inkubiert. Danach wurde ein zweites Mal 1 µl CIAP zugegeben, da die enzymatische

Aktivität des Enzyms nicht lange stabil bleibt. Gestoppt wurde die alkalische

Phosphatase bei 65°C für 15 min. Über eine Phenolextraktion wurde die nun

dephosphorylierte DNA von den Proteinen und Salzen gereinigt und gefällt.

3.15 Ligation von DNA-Fragmenten
Für die Ligation wurde die T4-DNA-Ligase verwendet. Hierfür wurden drei Verhältnis-

se (1:1, 1:3, 1:5) von dem dephosphorylierten, geschnittenen Vektor (50-100 ng) und

Insert-DNA enzymatisch verknüpft.

Rechnung für die Ligationsverhältnisse des Inserts:

ngVektor x nt-Fragment / nt-Vektor x Verhältnis

Durch die Ligase wird die kovalente Verknüpfung der 3’-Hydroxylgruppe des einen

Endes mit der 5’-Phosphatgruppe des anderen Endes, unter ATP-Verbrauch, kataly-

siert. Die Inkubation erfolgte über Nacht bei Raumtemperatur, und am nächsten Tag

wurde die Ligation für 10 Minuten bei 65°C inaktiviert. Es wurde auch eine Negativ-

kontrolle erstellt um die Anzahl der religierten Vektoren zu ermitteln, wobei hier an-

statt des DNA-Fragments ddH2O eingesetzt wurde.

3.16 Photometrische Bestimmung der DNA/RNA-Konzentration (NanoDrop)
Die Konzentration von DNA kann einerseits mittels eines Kontroll-Agarosegels ge-

schätzt oder UV-spektroskopisch bestimmt werden. Das spektroskopische Messen

der Nukleinsäuren basiert auf dem gemittelten Absorptionsmaximum der Basen bei

einer Wellenlänge von 260 nm und dem Lambert Beer’schen Gesetz.

A=ε x c x d
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A...Absorption als Quotient der eingestrahlten und transmittierten Intensität

ε... molarer, dekadischer Extinktionskoeffizient

c... molare Konzentration

d... Schichtdicke der Küvette

Die Nukleinsäuren liegen in 1:10 TE-Puffer oder in ddH20 vor. Bevor die Proben ge-

messen wurden, eichte man noch das Photometer mit 1 µl TE-Puffer oder ddH20.

Aus dem Verhältnis 260/280 nm erhält man außerdem die Aussage über eine mögli-

che Proteinkontamination in der Lösung.

3.17 Herstellung von Glycerinkonserven von E.coli

Um die positiven plasmidhaltigen E.coli-Klone zu konservieren, wurde die Übernacht-

kultur in einem Verhältnis von 1:1 mit sterilem 60%igem Glycerin gemischt. Dadurch

sind die Klone konserviert und können bei –80°C gelagert werden.

3.18 Anzucht von Sulfolobus solfataricus
Sulfolobus solfataricus wurde aerob in einem Volumen von 30-300 ml Brock’s Basal-

salzmedium (Brock et al., 1972)  gezogen. Dieses Medium setzt sich aus 0,1 %

Trypton als Stickstoffquelle, 0,2 % D-Arabinose als primäre C-Quelle oder 0,2 % Sac-

charose und 0,1 % Hefeextrakt zusammen. Zum Schluss wurde ein pH von 3 mit

50%iger Schwefelsäure eingestellt, und das Wachstum erfolgte bei 78°C.

Das Medium wurde in Ölschüttlern oder Heißluftinkubatoren ein paar Minuten vorge-

wärmt, und entweder mit einem berechneten Volumen einer Vorkultur der stationären

Phase oder 200 µl eines Glycerinstocks angeimpft. Je nachdem ob es sich um eine

Anzucht von Uracil-auxotrophen Stämmen handelte, wurde das Medium zusätzlich

mit 10 µg/ml Uracil angeimpft. Dann wurden die Kulturen 4-6 Tage bei 78°C und ca.

500 rpm inkubiert, und mehrmals die optische Dichte photometrisch bei einer Wel-

lenlänge von 600 nm gemessen und kontrolliert.
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3.19 Entsalzung von DNA mittels Tropfendialyse

Durch die Tropfendialyse werden Puffersalze in der genomischen DNA-Lösung ent-

fernt. Durch die erhöhte Salzkonzentration wird die Leitfähigkeit erhöht, was unter

Umständen zu vermehrten Kurzschlüssen während der anschließenden Elektropora-

tion führen könnte. Für die Entsalzung wurde ein steriles Glasgefäß mit einer 1:1000

Verdünnung von Sso-H2O und 1 M Tris-HCl vorbereitet. Auf die Oberfläche wurde ein

Rundfilter (Millipore, Porengröße 0,025 µm) schwimmend mit den zu transformieren-

den DNA-Proben gelegt, und darauf für die Elektroporation jeweils 10 µl Transforma-

tionsansatz pipettiert. Dialysiert wurde 2 h bei Raumtemperatur.

3.20 Elektroporation von Sulfolobus solfataricus
Die Elektroporation wurde nach einer für Sulfolobus solfataricus optimierten Methode

(Schleper et al., 1992) durchgeführt.

Um diese Transformation durchführen zu können, wurde am Vortag von einer statio-

nären M16 Kultur so überimpft, dass sie sich am Versuchstag in der exponentiellen

Phase befand. Vor der Elektroporation wurden aus dieser Kultur kompetente Zellen

hergestellt, in welche anschließend transformiert wurde. Als nächstes streckte man

ca. 200-300 ng der dialysierten DNA in eine gekühlte Küvette (Elektrodenabstand 0,1

cm; Bio-Rad) vor, und mischte diese mit 50 µl kompetenter Zellen (OD600 von ca. 0,3)

der Übernachtkultur.

Die Elektroporation fand mit den Einstellungen 1,25 kV, 25 µF und 1000 Ohm statt.

Die Zeitkonstante sollte wegen der Transformationseffizienz in einem Bereich von 8,9

bis 9,1 msec liegen, damit die Überlebensrate der Zellen nicht rapide sinkt.

Anschließend wurde 1 ml Wachstumsmedium (Brock’s Basalsalzmedium mit 0,1 %

Trypton und 0,2 % D-Arabinose) zugegeben, und auf dem Heizblock bei 78°C und

250 rpm für 1-2 Stunden regeneriert. Nach der Regeneration wurden die Transforma-

tionsansätze in vorbereitete 50 ml Brock’s Basalsalzmedium mit 0,1 % Trypton als

Stickstoffquelle und 0,2 % D-Arabinose als Kohlenstoffquelle plus 10 µg/ml Uracil ino-

kuliert. Über das Messen der optischen Dichte wurde das Wachstum der Kulturen in

den folgenden 2-3 Tagen beobachtet. Bei einer optischen Dichte von ca. 0,2 bis 0,8

wurden die Kulturen in ein neues 50 ml Brock’s Basalsalzmedium mit  0,1 % Trypton

und 0,2 % D-Arabinose ohne Zugabe von Uracil überimpft. Durch das Fehlen von

Uracil wird nun auf die komplementierten, Uracil-auxotrophen M16 Transformanten
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selektioniert. Diese sind nun durch die Transformation mit den pyrEF-tragenden

Vektoren wieder in der Lage, das lebensnotwendige Uracil zu synthetisieren.

Auch dieses Wachstum wurde wieder photometrisch kontrolliert, und bei einer opti-

schen Dichte von ca. 0,5 erfolgte die Plattierung auf Arabinose/Trypton-Platten ohne

Uracil zur Gewinnung der Einzeltransformanten.

3.21. Herstellung von Sulfolobus solfataricus-Zellen für die Elektroporation
In 50 ml Brock’s Basalsalzmedium wurde eine M16 Übernachtkultur so angeimpft,

dass diese zum benötigten Zeitpunkt eine optimalen optischen Dichte von ca. 0,2-0,4

erreichte. Dann wurde die Kultur auf Eis vorgekühlt und 15 Minuten bei 4°C und 4000

rpm abzentrifugiert. Anschließend folgten mehrere Waschschritte zur Entfernung der

Salze in unterschiedlichen Volumen einer vorbereiteten und gekühlten 20 mM Sac-

charose-Lösung (in 50 ml, in 25 ml und in 1 ml). Nach den Resuspendierungsschrit-

ten wurde jeweils für 10 Minuten bei 4.000 rpm bei 4°C zentrifugiert. Die Konzentrati-

on der Zellen wurde durch das Resuspendieren in 1 ml 20 mM Saccharose auf 1010

Zellen/ml eingestellt.

3.22. Herstellung von Sulfolobus solfataricus-Zellen für die Elektroporation
Von einer Kultur der exponentiellen Wachstumsphase wurden zwischen 1 bis 5 ml

abgenommen, und für einige Minuten auf Eis gekühlt. Anschließend folgte ein

Zentrifugationsschritt von 10 Minuten bei 4.000 rpm und 4°C. Das Zellpellet wurde

10fach konzentriert in Brock’s Basalsalz mit 25%igem Glycerin (pH 5) resuspendiert.

Nun konnte die Zellsuspension aliquotiert und auf –80°C aufbewahrt werden.

3.23 Plattierung von Sulfolobus solfataricus
Für die Plattierung von Sulfolobus solfataricus wurden Platten bestehend aus 0,64 %

(w/v) Gelrite, 3 mM CaCl2, 50 mM MgSO4 und Brock’s Basalsalzmedium hergestellt.

Da die beimpften Platten für mindestens 5-8 Tage bei 78°C in feuchter Atmosphäre

inkubiert (Platten dürfen nicht austrocknen) werden, wurde hier anstatt des Agars

Gelrite verwendet. Dieses ist hitzestabiler und ein Polysaccharid aus Uronsäure, das

zur Quervernetzung einen erhöhten Anteil an zweiwertigen Kationen benötigt.
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3.24 Plattierung von Sulfolobus solfataricus Transformanten zur Gewinnung

von Einzeltransformanten
Für das Beimpfen der Selektionsmediums-Kultur auf die Tryptonplatten wurden ver-

schiedene Zelldichte-Verdünnungen (Endkonzentrationen 103, 104, 105) hergestellt.

Anfangs wurden 10 µl des Selektionsmediums in 990 µl 2x Brock’s Basalsalzmedium

mit 0,1 % Trypton und 0,2 % D-Arabinose vermengt, um bei einer optischen Dichte

von 0,4 (108 Zellen) eine Konzentration von 106 (Verdünnung 1:100) zu erreichen.

Dann wurden von dieser Verdünnung wieder 100 µl abgenommen und in 900 µl Me-

dium (Verdünnung 1:10 → Konzentration 105 Zellen) pipettiert. Dies wurde solange

weiter verdünnt, bis alle drei gewünschten Zelldichten vorhanden waren.

Danach plattierte man je 100 µl dieser Verdünnungen auf die vorbereiteten, mit Gel-

rite versetzten Tryptonplatten aus und inkubierte diese für 5-8 Tage in feuchter Atmo-

sphäre bei 78°C.

Nach der Inkubation konnte ein X-Gal Test zur Kontrolle auf korrekte Transformanten

durchgeführt werden. Dieser qualitative Test ist durch eine Blau/Weiß-Selektion auf-

grund der ß-Galaktosidase-Aktivität möglich. Durch die Transformation mit den Vekto-

ren, die das Reportergen lacS tragen, kommt es aufgrund der Promotoraktivität, die

durch eine UV-Bestrahlung ausgelöst wird, zur Exprimierung des lacS. Deshalb wur-

den die Platten mit einer UV-Dosis von 75 J/m2 bestrahlt, und anschließend wurden

die Einzelkolonien mit dem Farbstoff X-Gal (10 mg/ml in Dimethylformamid gelöst)

gleichmäßig besprüht und bei 78°C für eine halbe Stunde inkubiert.

War die Transformation erfolgreich, sollte nun durch die Besprühung mit X-Gal eine

Umsetzung des Farbstoffes stattfinden. Dadurch kommt es zu einer Blaufärbung der

Kolonien und so kann die ß-Galaktosidase qualitativ nachgewiesen werden. Bei die-

sen Kolonien handelt es sich dann um die gewünschten positiven Einzeltransfor-

manten, welche nun selektioniert werden können.

Einige davon wurden mittels einer Pipettenspitze gepickt und in verschiedene Volu-

mina à 30 ml (Sulfolobus-Kolben), 6 ml (Falcons) und 2 ml (Mikrotiterplatte) Brock’s

Basalsalzmedium mit 0,1 % Trypton und 0,2 % D-Arabinose ohne Zugabe von Uracil

angeimpft. Auch hier wurde das Wachstum regelmäßig mittels des Spektrophotome-

ters überprüft, bis eine exponentielle Wachstumsphase erreicht war. Parallel dazu

wurde außerdem mit den OD600-Werten eine Wachstumskurve erstellt und Proben

abgenommen um Glycerinkonserven herzustellen, sowie DNA-Proben für eine Mul-

tiplex- und lacS-PCR einzufrieren.
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3.25 Isolierung von Gesamt-DNA aus Sulfolobus solfataricus

Von einer Kultur, die sich in der exponentiellen Wachstumsphase befand, wurden 5

ml mit einer Glaspipette abgenommen und auf Eis gekühlt. Dann folgte ein

10minütiger Zentrifugationsschritt bei 4°C und 4.000 rpm. Der Überstand wurde ver-

worfen, und das Zellpellet in 500 µl TEN-Puffer (pH) 8 aufgenommen. Dann folgte die

Zugabe von 500 µl TENST-Puffer und die Proben wurden für 30 Minuten auf Eis in-

kubiert. Hier sollten die Zellen nun lysiert vorliegen, und die eigentliche DNA-

Extraktion beginnt mit der Zugabe von 500 µl Phenol-Chloroform-Isoamylalkohol. Die

Proben wurden gut gemischt und 15 Minuten bei 13.000 rpm und 4°C zentrifugiert.

Der wässrige Überstand wurde vorsichtig in ein frisches Reaktionsgefäß überführt

und nochmals 500 µl Phenol-Chloroform-Isoamylalkohol zugegeben, gemischt und

15 Minuten bei 13.000 rpm und 4°C zentrifugiert. Der wässrige Überstand sollte nun

klarer vorliegen. Diese Phase wurde abgenommen und mit 500 µl Chloroform ver-

setzt und bei 4°C 15 Minuten und 13.000 rpm zentrifugiert. Schließlich wurde die

Fällung der DNA, wie bereits im Punkt 3.10 besprochen, durchgeführt. Die Gesamt-

DNA eluierte man anschließend in ca. 60 µl TE-RNAse Puffer und inkubierte bei 40°C

für 15 Minuten. Anschließend wurde die isolierte DNA UV-spektroskopisch bei 260

nm vermessen.

3.26 Multiplex-PCR

Für eine Multiplex-PCR verwendet man mehrere Primerpaare, um verschieden lange

spezifische Amplifikate von unterschiedlichen DNA-Sequenzen, jedoch auf dem glei-

chen Template, in einem PCR-Ansatz zu produzieren. Vorraussetzung dafür ist, dass

die Primer keine homologen Sequenzen amplifizieren, da es sonst leicht zu einer

Fehlanlagerung der Primer kommt. Wie bei einer gewöhnlichen PCR wurde ein 50 µl

Mastermix angesetzt, mit dem Unterschied, dass hier in jedem Ansatz vier verschie-

dene Primer verwendet wurden. Für die DNA wurde ungefähr eine Konzentration von

100 ng verwendet. Die Schwierigkeit  liegt an der Einstellung der Temperatur, die für

alle 4 Primer ziemlich gleich sein sollte. Somit war das PCR-Programm:

- 3 Minuten 96°C

- 20 Sekunden 96°C

- 20 Sekunden 55°C
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- 1 Minute 50 Sekunden 72°C

- 10 Minuten 72°C

- Pause 4°C und 31 Zyklen

Je nachdem in welcher Form das Plasmid vorliegt, sind verschiedene PCR-Produkte

zu erwarten (wichtig um sie anschließend mittels der Agarosegelelektrophorese zu

separieren). Mittels dieser speziellen PCR kann man genau sehen, ob das transfor-

mierte Plasmid frei, in das Chromosom integriert, oder nur untransformierte M16-

Zellen vorliegen. Außerdem kann man durch die Intensität der Banden einschätzen,

in welchem Verhältnis die Integration zum z.B. freien Plasmid vorliegt. Zum Schluss

wurde das Ergebnis auf einem 1,5%igem mit Ethidiumbromid-gefärbten Agarosegel

kontrolliert.

3.27 UV-Induktion von Sulfolobus solfataricus
Für die UV-Induktion von Sulfolobus solfataricus wurden 200 µl eines Glycerinstocks

in 50 µl Brock’s Basalsalzmedium mit 0,1 % Trypton und 0,2 % D-Arabinose Medium

ohne Uracil angeimpft und 3-5 Tage bei 78°C kultiviert. Waren die Vorkulturen hoch

genug angewachsen, wurden sie für den nächsten Tag auf die optimale, exponen-

tielle Wachstumsphase von einer optischen Dichte von 0,2 - 0,3 in 300 - 400 ml

Brock’s Medium inokuliert. Am nächsten Tag wurde die Versuchskultur gemessen

und unter Rotlicht die UV-Bestrahlung vorgenommen. Vorher reinigte man die Ar-

beitsfläche gründlich mit Ethanol, stellte Bechergläser, Trichter, Kolben und die

Schale für die UV-Induktion bereit. Dann begann man mit der Kontrollkultur z.B. M16.

Von dieser wurden immer 20 ml in einem gekennzeichneten Becherglas abgemes-

sen, in eine Schale gegossen  und für 5 Sekunden in den Crosslinker gestellt, wieder

entfernt und in den beschrifteten Kontroll-Kolben geleert. Dies wiederholte man so oft,

bis genug Versuchskultur (ca. 100 – 150 ml) vorhanden war. Dann wurde mit der UV-

Induktion der selbigen Kultur angefangen. Auch hier wurden jeweils 20 ml vermes-

sen, in die Schale gekippt und für 5 Sekunden mit 75 J/m2 UV-Licht bestrahlt. Nach

der UV-Bestrahlung hatte man daher von jeder Versuchskultur eine Kontrolle (gleiche

Behandlung nur ohne UV-Bestrahlung) und die UV-bestrahlte Kultur. Nach der UV-

Bestrahlung stellte man sie für 15 Minuten bei Raumtemperatur ins Dunkle, damit die

durch die UV-Bestrahlung induzierten Doppelstrangbrüche durch die lichtabhängige
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Photolyase nicht repariert werden konnten. Danach wurden zu unterschiedlichen

Zeitpunkten DNA, RNA und Proteinproben entnommen, und eine weitere Inkubation

der Versuchskulturen erfolgte bei 78°C.

3.28 Erstellen einer Wachstumskurve
Für die Charakterisierung der verschiedenen Mutanten wurden unter anderem

Wachstumskurven erstellt. Dadurch kann man die Wachstumsverzögerung nach ei-

ner erfolgten UV-Induktion beobachten, und mit dem Wachstum der Kontrollkulturen

vergleichen. Abgenommen wurde jeweils vor der Bestrahlung, nach 15 Minuten, 2

Stunden usw. und jeweils die optische Dichte photometrisch ermittelt.

Anschließend wurde eine Grafik mit den gemessenen Werten gegen die Zeit in Stun-

den erstellt.

3.29 Qualitativer Test auf ß-Galaktosidase-Aktivität
Für den qualitativen Test auf die ß-Galaktosidase-Aktivität wurden die bei 78°C für 5-

8 Tage inkubierten Tryptonplatten mit 10 mg/ml X-Gal in Dimethylformamid gelöst,

besprüht und für eine halbe Stunde inkubiert. Zuvor wurden Einzelkolonien mit 75

J/m2  im Crosslinker für ein paar Sekunden aktiviert. Dann wartete man, bis sich eine

eindeutige Blaufärbung der Kulturen einstellte, um diese zu picken und in Selekti-

onsmedium zu kultivieren.

3.30 Herstellung von Proteinextrakten aus Sulfolobus
Wie schon im Punkt 3.24 beschrieben, wurden alle 2 Stunden Proben abgenommen,

um anschließend die Proteinkonzentration via Bradford-Test und die ß-

Galaktosidase-Aktivität zu bestimmen. Hierfür mussten Proteinextrakte gewonnen

werden und zu jedem Zeitpunkt 10 ml Kultur mit einer Glaspipette abgenommen, auf

Eis gekühlt und 10 Minuten bei 4°C und 4.000 rpm zentrifugiert werden. Der Über-

stand wurde verworfen und das Zellpellet in 500 µl 10 mM Tris/HCl Puffer (pH 8) re-

suspendiert. Das Lysieren der Zellen erfolgte durch abwechselndes Durchfrieren in

flüssigem Stickstoff und einem anschließenden Erhitzen der Proben auf 65°C für 5

Minuten. Dieser Ablauf wurde insgesamt fünfmal durchgeführt, bis die Lösung klar
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vorlag. Danach folgte ein Zentrifugationsschritt bei 15.000 rpm für 30 Minuten, um die

Membranfraktion von der Cytoplasmafraktion zu trennen. Folglich zeigte sich ein Ü-

berstand mit den Proteinen und ein Pellet aus den Zelltrümmern. Abgenommen wur-

de die obere Phase und diese entweder sofort auf –20°C verwahrt, oder umgehend

die Proteinkonzentration nach Bradford bestimmt.

3.31 Bestimmung der Proteinkonzentration nach Bradford
Die Bestimmung von Proteinkonzentrationsextrakten wurde nach dem Protokoll von

Bradford (1979) durchgeführt.

Als erstes ist es notwendig eine mit BSA ermittelte Standardkurve zu erstellen. Über

diese Kurve ist es möglich über die optische Dichte bei 595 nm die Proteinkonzentra-

tion zu berechnen. Für die Regressionsgerade wurden unterschiedliche Verdünnun-

gen des BSA (10 mg/ml)  mit Tris-HCl pH 8 (0,1 mg/ml, 0,2 mg/ml, 0,4 mg/ml, 0,6

mg/ml, 0,8 mg/ml 1 mg/ml) hergestellt. Die Geradengleichung der Standardkurve

konnte verwendet werden:

y = m * x +b y= OD595

x= BSA-Konzentration

m= Steigung der Geraden

b= y – Achsenschnittpunkt

Für die Eichgerade wurde die BSA-Verdünnungsreihe zweimal gemessen um eine

höhere Messgenauigkeit durch die Berechnung des Mittelwerts zu erreichen. Nach 5

Minuten Inkubationszeit wurde die optische Dichte bei einem 595 nm gemessen. Für

y ergab sich für die BSA-Standardkurve 0,7789x + 0,0704.

Nun begann man mit der eigentlichen Messung, und für jede Proteinprobe musste

die Konzentration gefunden werden, welche in diese gemittelte Eichgerade passte.

Dazu musste am Beginn die richtige Verdünnung für die Proteine eingestellt werden

(1:1, 1:2, 1:4). Auch diese wurden mit dem Puffer Tris/HCl (pH 8) versetzt und mit 980

µl Bradford-Reagenz auf 1 ml aufgefüllt. Nach 5 Minuten Inkubation im Dunkeln wur-

de jede Probe im Duplikat gemessen. Der davon erhaltene Mittelwert, der wiederum

auf die Verdünnung aufberechnet wurde, konnte in der nach x umgestellten Gera-
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dengleichung eingesetzt werden. Handelte es sich z. B. um eine Protein-Tris/HCl

Verdünnung von 1:2 (10 µl : 10 µl ), wurde der Wert mal 2 multipliziert, um diesen in

die Standardkurve (20 µl)  richtig einzurechnen.

Somit war es möglich die Proteinkonzentration des unverdünnten Zellextrakts über

die BSA-Standardkurve zu bestimmen.

3.32 Quantitativer Test auf ß-Galaktosidase-Aktivität
Nach dem Protokoll von Moracci et al. (2001) wurde der Test auf die ß-

Galaktosidase-Aktivität  aus Zellextrakten von Sulfolobus solfataricus durchgeführt.

Um den hergestellten Testpuffer (2,8 mM ONPG in 50 mM Natriumphosphatpuffer,

pH 6,5) aufzuwärmen, wurde ein Wasserbad auf 75°C erhitzt. Dann mischte man 50

µl des Zellextrakts mit 950 µl Testpuffer durch Invertieren. Jetzt folgte die enzymati-

sche Reaktion bei 405 nm für 5 Minuten bei der konstant gehaltenen Temperatur des

Photometers von 75°C. Gemessen wurde der Anstieg der spezifischen, enzymati-

schen Aktivität, welche sich durch die vom UV-VIS-Spektrophotometer durch die an-

gegebene Änderung der Absorption pro Zeiteinheit dA/dt (min-1) ergab. Das Lambert-

Beersche Gesetz wurde angewendet:

dA/dt = (dc/ dt) x e x d e = molare Absorptionskoeffizient (1 x mol-1 x cm-1)

c = Konzentration (M) ONPG

d = Schichtdicke der Küvette (cm)

Für ONPG ist der molare Extinktionskoeffizient in 50 mM NaPO4-Puffer pH (6,5) 3100

l x mol-1 x cm-1. Eine Einheit (U) der ß-Galaktosidase-Aktivität ist definiert als Enzym-

Menge, die die Hydrolyse von 1 µmol ONPG pro Minute bei 75°C katalysiert.

Auch diese Messung wurde wieder doppelt durchgeführt, um eine höhere Messge-

nauigkeit zu erhalten, d. h. von den beiden gemessenen Werten wurde ein Mittelwert

ermittelt. Dieser wurde durch den molaren Absorptionskoeffizienten 3100 l x mol-1 x

cm-1 dividiert. Die mittels Bradford berechnete Proteinkonzentration wurde auf das

Volumen des ONPG-Testpuffers aufberechnet (z. B. 1:2 Verdünnung = 10 µl Protein

→ x5 auf 50 µl). Somit ergab sich die Proteinkonzentration in mg/µl für 50 µl. Zum
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Schluss fehlte noch die Berechnung der spezifischen Aktivität in U/ mg, wofür die

Proteinkonzentration der untersuchten Zellkultur nun berücksichtigt werden musste.

Für die spezifische Aktivität gilt:

Spez. Akt. (U/ mg) = U/ 50 µl / Proteinkonzentration der Zellkultur in mg/ ml

3.33 Isolierung von Gesamt-RNA von Sulfolobus solfataricus
Von einer exponentiell gewachsenen Flüssigkultur wurden 5 ml für die Isolierung von

Gesamt-RNA abgenommen, auf Eis gekühlt und für 10 Minuten bei 4.000 rpm und

4°C abzentrifugiert. Bevor mit der Extraktion begonnen wurde, war der ganze Ar-

beitsplatz mit Ethanol zu reinigen um alle RNasen so gut wie möglich zu entfernen.

Der Überstand wurde abgenommen und 600 µl Lysis/Binding Solution des mirVana

RNA-Isolation Kits zugegeben. Die Probe wurde dreimal in einer 1 ml Spritze auf- und

abgezogen um die Zellen vollständig aufzuschließen. Die Zellsuspension wurde in ein

1,5 ml Eppendorf-Reaktionsgefäß überführt und 1/10 Volumen des miRNA Homoge-

nate Additive zum Zelllysat pipettiert. Es folgte eine Inkubation von 10 Minuten auf Eis

und anschließend wurde ein Volumen Acid-Phenol:Chloroform beigemengt. Die Pro-

be wurde gut gemischt und 5 Minuten bei 13.000 rpm bei Raumtemperatur zentrifu-

giert. Die wässrige Phase wurde vorsichtig abgenommen und in ein neues Gefäß

transferiert. Dann wurden 1,25 Volumen 100%iges Ethanol zur wässrigen Phase ge-

geben, und die gesamte Lysat/ Ethanol-Mischung in 700 µl Schritten durch das Säul-

chen in kurzen 15 sekündigen Zentrifugationsschritten passiert. Anschließend wurde

der Filter zweimal mit 500 µl Wash-Solution 2/3 gewaschen und die RNA in 100 µl

Elution Solution oder RNAse-freiem Wasser (DEPC-H2O) bei 95°C eluiert.

3.34 Northern-Analyse

Mit der isolierten RNA wurde eine Northern-Analyse durchgeführt, bei dem diese in

einem 1,2%igem Gel (Agarose, DPEC-H20, 10x RNA Gelpuffer pH 8 und 37%iger

Formamid) mittels Elekrophorese aufgetrennt, auf eine Nylonmembran transferiert

und zum Schluss die gewünschten RNA Fragmente mittels einer DIG-markierten

RNA- oder DNA-Sonde detektiert wurden. Wichtig ist hier steril zu arbeiten und alles

mit RNAse-freiem Wasser (DEPC-H2O) anzusetzen.
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Qualitätskontrolle der isolierten RNA

Die isolierte RNA musste anschließend qualitativ als auch quantitativ überprüft wer-

den. Quantitativ gemessen wurde sie mit dem Spektrophotometer über die Absorpti-

on bei 260 nm. Qualitativ wurde die RNA auf einem 1%igem Agarosegel mit 1x TAE-

Laufpuffer mittels Gelelektrophorese überprüft. Bevor das Gel mit der ca. 300 ng

RNA beladen wurde, denaturierte man diese mit einem RNA-Mix (9 µl) bestehend

aus Formamid, 36%igem Formaldehyd, Gelpuffer pH 8 und RNA Auftragspuffer für

10 Minuten bei 65°C. Nachdem im 1%igen Agarosegel die RNA Banden für die 23S-,

16S- und 5S – rRNA-Untereinheiten gut sichtbar und mit gleicher Intensität vorhan-

den waren, konnte das eigentliche denaturierende 1,2%ige Agarosegel gegossen

werden.

Northern-Transfer
1,8 g Agarose wurden eingewogen und in 109,5 ml DPEC-H20 und 15 ml 10x MOPS

Gelpuffer (pH 8) gelöst.

Zur Herstellung dieses speziellen RNAse-freien Wassers musste am Vortag eine

1:1000 Verdünnung von DEPC (Diethylpyrocarbonate) und bidest H20 gemischt und

über Nacht unter dem Abzug gerührt werden. Danach musste das DPEC-H20 noch

autoklaviert werden. Mit diesem RNAse-freien Wasser wurden sämtliche Puffer und

Lösungen angesetzt.

Nachdem die Agarose in der Mikrowelle aufgekocht wurde, musste man sie auf 65°C

abkühlen lassen ehe man 25,5 ml 37%iges Formaldehyd unter dem Abzug dazugab.

Dann konnte das 1,2 %ige Gel gegossen werden und anschließend ließ man es für

30 Minuten bei Raumtemperatur erstarren, um es dann mit 1x MOPS Laufpuffer zu

überschichten. Wichtig war das Gel unter der Spannung von 100 Volt 10 Minuten

vorlaufen zu lassen. In der Zwischenzeit wurden ca. 5 µg RNA mit 15 µl RNA-Mix

versetzt, ebenso wie 5 µl RNA-Marker, und für 15 Minuten bei 65°C denaturiert. Da-

nach kam die RNA sofort auf Eis und wurde unter dem Abzug auf das Gel aufgetra-

gen. Die Elektrophorese erfolgte bei 100 Volt für ca. 2-3 Stunden. Anschließend

transferierte man das Gel in eine Plastikwanne und schwenkte es zum Entfernen des

Formaldehyds zweimal für 15 Minuten in DEPC-H20. Es folgte ein weiterer Wasch-

schritt mit 2x SSC für 30 Minuten. Auch die Nylonmembran musste vorbereitet wer-
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den, und dafür schwenkte man diese 1 Minute in DEPC-H20 und unmittelbar danach

für 5-10 Minuten in 20x SSC.

Nun konnte der Blott aufgebaut werden, um über Kapillarkräfte den Transfer der RNA

auf die Nylonmembran mit 20x SSC über Nacht durchzuführen. Am nächsten Tag

wurde der Blott wieder abgebaut und die Nylonmembran zwischen 2 Whatman-

Papieren bei 78°C für 2 Stunden gebacken. Danach schwenkte man die Nylonmemb-

ran kurz in DEPC-H20, bevor sie für 5 Minuten in Methylenblau Lösung (0,04 % in 0,5

M Natriumacetat pH 5.5) gefärbt wurde. Entfärbungsschritte mit DEPC-H20 folgten so

lange, bis man die 23S- und die 16S- rRNA gut erkennen konnte. Die Membran wur-

de eingescannt, die Markerspuren abgeschnitten und bei –20°C aufbewahrt.

Hybridisierung

Um die Nylonmembran für die Hybridisierung mit der DIG markierten dsDNA-lacS-

Sonde vorzubereiten, wurde diese luftblasenfrei in eine Plastiktasche mit ca. 20 ml

Hybridisierungspuffer eingeschweißt, leicht einmassiert und bei 42°C für 2-3 h inku-

biert. Die mit DIG markierte dsDNA-lacS-Sonde wurde auf 95°C in einem Wasserbad

erhitzt und anschließend wieder auf Eis abgekühlt. Nun schnitt man die Plastiktasche

an einer Seite auf und kippte die erkaltete DIG markierte dsDNA-lacS-Sonde vorsich-

tig über die Nylonmembran. Die aufgeschnittene Seite wurde wieder luftblasenfrei

zugeschweißt und über Nacht bei 42°C inkubiert.

Waschen der Membran
Am nächsten Tag wurde die Sonde wieder entfernt und die Membran vorsichtig frei-

gelegt. Es folgte erneut ein Waschschritt mit 0,2x SSC/ 0,1 % SDS für 20 Minuten bei

55°C, 30 Minuten bei 60°C und 30 Minuten bei 65°C um eine Erhöhung der Stringenz

zu erreichen. Dann wurde die Nylonmembran in eine kleinere Schale transferiert und

2-3 Minuten in DIG-Waschpuffer (0,3 % Tween 20 in 1x Puffer1) und 30 Minuten in

Puffer 2 (Blockierungsreagenz in 1x Puffer 1) geschwenkt. In der Zwischenzeit

mischte man 7 µl Anti-DIG-Schafsantikörper mit der alkalischen Phosphatase gekop-

pelt mit 70 ml Puffer 2. Die Inkubation erfolgte bei Raumtemperatur für 30 Minuten.

Die nächsten Schritte waren erneut Waschschritte, 2x für 15 Minuten in ca. 100 ml

Waschpuffer 2 und 3-5 Minuten in Puffer 3.
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Exposition der Membran

Dafür wurde die Membran in einem möglichst kleinen Volumen  einer CSPD-Lösung

(CSPD 1:100 verdünnt in Puffer 3) 5 Minuten lang geschwenkt. Hier war es wichtig,

nicht unter direktem Lichteinfluss zu arbeiten, da es sonst zu einer Degradierung der

Lösung kommen kann. Nun musste die Nylonmembran vorsichtig mit Whatman-

Paper zum Trocknen aufgelegt werden. Dann transferierte man sie zwischen zwei

klare Folien in eine Film-Box. Der nächste Schritt war das direkte Auflegen eines

Röntgenfilms, der aber unbedingt in der Dunkelkammer unter Rotlicht befestigt wer-

den musste. Es folgte ein Inkubationsschritt der Box bei 37°C für eine Stunde. Durch

diese Inkubation kam es zur Aktivierung der Reaktion der alkalischen Phosphatase.

Wird eine Phosphatgruppe durch die Phosphatase abgespalten, entsteht  aus dem

CSPD eine metastabile Zwischenstufe, die unter Lichtemission zerfällt (Chemilumi-

neszenz). An den Stellen, wo die DIG markierte dsDNA-lacS-Sonde spezifisch an die

RNA gebunden hat, kommt es zu einer Schwarzfärbung des aufgelegten Röntgen-

films.

Dazu wurde der Film in der Dunkelkammer kurz in einer Entwicklungslösung ge-

schwenkt. Sobald ein Erscheinen von Banden zu erkennen war, wurde der Film in

eine Stop-Lösung gegeben, worin sie ca. für 15 Sekunden geschwenkt wurde. Dann

kam der Röntgenfilm kurz in ein Wasserbad, ehe er in einer Fixierungslösung kurz

eingelegt wurde. Nach der Entwicklung wurde der Film noch kurz mit ddH20 abge-

spült und getrocknet.
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        „BRE“ „TATA“                 +1TSS
SSO0691a:----CTATCTATCATCAGTTTCACATAACTCTCAGCCATTAAAAGAAAAAAATATCAACGATAAGTGATGGCTAATATAGTTC 79bp
Tind:     TACACAAACAGAGTTAGTCGACTCTGTGTATCTTATGTATCTTATACAAAAAATATGGGATGTGCAAAAT------------ 70bp

4. Ergebnisse

Zu Beginn wurden Sequenzstudien der Promotorregionen der Gene Tind und

SSO0691a durchgeführt, um mögliche cis-regulatorische Elemente zu identifizieren.

4.1 Sequenzstudien der Promotorregionen

Um eine Verkürzung der Promotorregionen für die Identifizierung wichtiger regu-

latorischer Elemente zu planen, wurden die beiden Promotoren-Sequenzen vergli-

chen.

Abb.1) Alignment der Promotorsequenzen von SSO0691a und Tind. Ausrichtung nach dem BRE-
Element (grau), TATA-Box (violett) und den Transkriptonsstartpunkten (TSS). In grün hervorgeho-
ben der 5’UTR-Bereich von SSO0691a. Weder TATA-Box noch BRE-Element sind eindeutig kon-
serviert. Konsensus TATA-Box: TA/TTAA/TA; Konsensus BRE-Element A/GNA/TAAA/T.

Für beide Sequenzen liegt keine eindeutige TATA-Box mit dem Konsensus für

Sulfolobus TA/TTAA/TA vor. Auch der Konsensus für das BRE-Element

(A/GNA/TAAA/T) konnte nicht identifiziert werden. Der Transkriptionsstartpunkt für

SSO0691 wurde von Daniela Teichmann mittels einer Primer-Extension-

Reaktionen 188 nt stromauf des annotierten Translationsstarts bestimmt. Die

Promotorelemente des Tind-Transkriptes wurden bereits von W.D.Reiter unter-

sucht, wobei auch der Transkriptionsstartpunkt experimentell bestimmt worden

war (Reiter et al. ,1987). Hier liegt der Transkriptionsstart auf einem Adenosin, das

gleichzeitig auch das ATG des Translationsstarts bildet.

Um etwaige konservierte Sequenzabfolgen in UV-induzierbaren Promotoren zu

identifizieren,  wurde ein Alignment erstellt. Alle UV-induzierbaren Gene der Mic-

roarray-Analyse von Sulfolobus solfataricus (Fröls et al., 2007) wurden auf gleiche

oder ähnliche Sequenzmotive untersucht (Abbildung 2).

Die Transkriptionsstartpunke der übrigen UV-induzierbaren Promotorregionen sowie

5’UTR-Bereiche und Startcodons konnten mithilfe der Daten des sequenzierten

Transkriptoms von P2 bioinformatisch identifiziert werden (Wurtzel et al., 2009). Beim

genauen Blick auf die stromauf des Transkriptionsstarts liegenden Sequenzen kon-
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+1
AAAGAAAAAAATATCAACGATAAGTGATGGCTAATATAGTTCCCATGGACT       SSO0691a neues Protein (-8)
ACTTAATTTAGATTGGGGTAAAAGTTTTGGTTTCAGCTAAGGACATA                    SSO0771 cdc6 (-12)
CCAAATTAAATACTAGGTGAAAAAATGAGTGAGGAAAGAATTCCATTAATAGGAGAAAGAT          SSO02121 (-10)
ATAAGTAGTAATCTTGATTAACCTATTAGAAGAGCTGGATAAAAATGAGTTCCGAAGCTAAGA         SSO0770 (-29)
TCGAACTTATATTCATGGCTGACGTTTTCATACAAATGCTTAGTGACGCTGTTACTG                 SSO1501 (0)
GAGAGATGTAACACATGGGAAGAACACAACCCTCATACACCATGGCGGTGAACAGAGAATTGG           SSO8124 (0)
CGTGAATTTTTAACATGAAAAAGGGAATATCATCAATCCTAGGTGCAATTATATTAATA               SSO0037 (0)
GTTATTGTTTTCATATGCAATGCCCTGCATGTGGTTCGAATGAAATAATTTGGGATAATAAGA           SSO0280 (0)
ACAATACTATATATATGATTTCTCTAACTAAATGGAGGGCGTCTTCATACATAAATTGCTTG             SO1823 (0)
GTAAGCTATTAGATATGGAACTTACTCCTAGGCTTCAAGATATAATAAATATGCTAAAGAATAA          SSO3242 (0)
CCAAAACCTTTAACATGATTGGCAAGGATGACGTCTTTGCTCTTATATTGAGTGAATATAAGGA           SSO2751(0)
GTTAAATAACATCCGTCTTAAAAGATGTATCAGTAAAAGTAAGTTAAGAGATGAGTGATATAATTGATGA   SSO0257(-36)
--AAGAGTCTAGACATGATAGTCACAGTAATAAATCAGAAAGGAGGAGTAGGCAAAACAACGACTTCAGT    SSO0034 (0)
CTAAATTAGTGAGTTAGGATGTTTGATAAGTTACCATTTATTTTTAACAACGAGAAGAGGCGAAAGGCTC   SSO0910 (-3)
ACAAGAACAAGATTAGAGCCGAAATGGCCTCAAGTAAAGTAGAAGATTTCGTAAAGAATTGGGGAG       SSO0881 (-9)
----TATGCTATTTGAGTTTCTATGAAAATAATAACGGTAAAACTACCAGAGCAGTTTCTGGAAGCAATAG  SSO5826 (-8)
TGAATCATATAACCATGAAGAAAAGGGTGGAAATCCTAATAGTAGAGGATTATAGTGGAAATCCCAAAA     SSO6687 (0)
-AAGCCTATACTACATGGAGCCATTCTATTTCAAGTCCTATAATAGAACAGTAGGAATAGCTCATGATAT   SSO10704 (0)
CAGAGTTAGTGTGAAGTTAGTATTACAGTTAGATGATCAGAAATATTTATACGTTGATGGCGTAAT        SSO3207 (0)
TAATGTTAAATGGTGATGGAAAGGGGAGAGATTATAGGAATAGTACTGCAGAAGAGCGAAGCAAATGAAA   SSO2200 (-1)
------TTTCCTGCTAATGATGAAGGTTAAAAGCTCCTATTAGATGACGAATCTCCGCTATCTGAAGAGCCC SSO0911(-28)
CATAAGGATAACTTGAAGAAATATGGCAACAGTAAAGTTCAAGTACAAAGGAGAAGAGAAGCAAGTAGAT   SSO9180 (-7)
TTTAAGAATAGCTTGGAGATATCAATGGCAACAGTAAAGTTCAAGTACAAGGGAGAAGAGAAGGAAGT   SSO10610 (-10)
ATAAGGATATCTTGAAGAAATATGGCAACAGTAAAGTTCAAGTATAAAGGAGAAGAAAAACAAGTAGACA   SSO9535 (-7)

Abb. 2) Alignment der UV-induzierten Gene von S. solfataricus, welche in der Datenbank des gesamten
Transkriptoms von P2 (Wurtzel et al., 2010) auf Transkriptionsstartpunkte und 5’UTR-Bereiche analy-
siert wurden. In gelb dargestellt die 5’UTR-Bereiche, jeweils umrahmt die Transkriptions- und Translati-
onsstartpunkte. Unterstrichen sind die unterschiedlich lange konservierten Sequenzabfolgen in den
5’UTR-Bereichen.

nten keine identischen Motive entdeckt werden. Analysiert man jedoch die 5’UTR

Bereiche, welche unmittelbar nach dem Transkriptionsstartpunkt beginnen und beim

ersten möglichen Methionin der Translation enden, findet man ein unterschiedlich

langes Motiv (TAAG, TAAAAG). Dies könnte ein Hinweis dafür sein, dass sich hier

ein cis- regulatorisches Transkriptionselement befinden könnte.

Aufgrund dieser Informationen wurde noch ein weiteres Alignment mit den nah ver-

wandten Sulfolobales angefertigt. Verglichen wurde die Promotorsequenz des Gens

SSO0691a mit homologen Genen von Sulfolobus islandicus, Sulfolobus tokodaii und

Sulfolobus acidocaldarius (Abbildung 4).

Durch den Vergleich der UV-induzierbaren Promotorsequenz von SSO0691a mit
den homologen Regionen der anderen Sulfolobales ist ersichtlich, dass S. islandi-
cus  ebenfalls das gleiche Motiv (TAAG – TAAAAG – TAG) an der gleichen Positi-
on aufweist wie Sulfolobus solfataricus. Bei S. acidocaldarius und S. tokodaii konnte

aber kein vergleichbares Motiv gefunden werden. Dennoch könnte man annehmen,

dass dies gute Hinweise für ein eventuell vorhandenes cis-regulatorisches Transkrip-
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S. islandicus M.16.27 TATGAATTCC CCAAGATCGA TAAAGAACTG CAATAAAAAT ATTATATCGG TAATAAAAGA TGAAAACTGA
S. islandicus L.D.8.5  TATGAATTCC CCAAGATCGA TAAAGAACTG CAATAAAAAT ATTATATCGG TAATAAAAGA TGAAAACTGA
S. islandicus M.16.4  TATGAATTCC CCAAGATCGA TAAAGAACTG CAATAAAAAT ATTATATCGG TAATAAAAGA TGAAAACTGA
S. islandicus Y.N.15.5 CATTATTT-- -TATGGCTTG CCAATTCCTA TCTATGGCTT GAAGAAATGG GGACCTAGAA TGATGAGTGA
S. islandicus M.14.25 TATGAATTCC CCAAGATCGA TAAAGAACTG CAATAAAAAT ATTATATCGG TAATAAAAGA TGAAAACTGA
S. islandicus L.S.2.15 TATGAATTCC CCAAGATCGA TAAAGAACTG CAATAAAAAT ATTATATCGG TAATAAAAGA TGAAAACTGA
S. islandicus Y.G.57.1 TATGAATTCC CCAAGATCGA TAAAGAACTG CAATAAAAAT ATTATATCGG TAATAAAAGA TGAAAACTGA
S. acidocaldarius DSM CTGCAATT-- -TACGCATTA CCAGTACCTG TATACGGTGT AAAAAAATGG GCACCGAGAC TGATTACTGA
S. tokodaii str. 7     CCATAATTA- -TCTATTCTA TTCAAAAAAT TTAAACGTTT AGCTCTTCTT GAGCTGGCGT TATTTTTCCC
SSO0691a:         CATCAGTT-- -T-CACATAA CTCTCAGCCA TTAAAAG--- AAAAAAATAT CAACGATAAG TGATGGTAA

“BRE”      “TATA” +1

Abb. 3) Sequenzvergleich der Promotorregion von SSO0691a mit S. islandicus, S. tokodaii und S. aci-
docaldarius. In gelb dargestellt das bestimmte BRE-Element und in grau die TATA-Box. Die unterstri-
chenen Bereiche sind die gleichen Sequenzmotive, die hauptsächlich in Sulfolobus islandicus entdeckt
wurden.

tionselement in der Promotorregion von SSO0691a sind.

Ausgehend von diesen Informationen wurden Deletionen im Bereich der 5’UTR-

Regionen in der Promotorregion von SSO0691a geplant.

Tind wurde nicht in die Vergleiche miteinbezogen, da in der Promotorregion kein

5’UTR Bereich vorhanden ist, und der Transkriptionsstart auch gleichzeitig das Start-

codon für die Translation ist. Deswegen war nicht davon auszugehen ein gleiches

Sequenzmotiv für diesen Promotor zu finden.

Ausgehend von diesen Informationen wurden die Deletionen geplant, und im Zuge

dessen synthetische Oligonukleotide designt. Weiters wird beschrieben, wie und wo

die verschiedenen Deletionen durchgeführt wurden.

4.2 Deletion des Promotors von Tind

Für den UV-induzierbaren Promotor des ersten Transkripts des Virus SSV1 wurde

eine Deletion hinter dem Transkriptionsstart geplant. Durch diese Deletion von 18 nt

wurde das ATG des Reportergens lacS auf die Transkriptionsstartstelle gelegt. Somit

hatte der Promotor eine Größe von 52 bp. Das zu erwartende Resultat war keine

große Veränderung in der Expression der ß-Galaktosidase, da hier der künstliche,
durch die Klonierung eingeführte 5ʼUTR-Bereich gelöscht wurde.
Der gekürzte Promotorbereich sollte für weitere Deletionen dienen.
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    AvrII                   „BRE“ „TATA“  +1TSS  NcoI
ATTCCCTAGGTACACAAACAGAGTTAGTCGACTCTGTGTATCTTATGTATCTTATACAAAAAATATGGGATGTGCAAAATCCATGGACTC

     Deletion
 18 bp

SLIM PCR

  +1
         5´TATTCCCTAGGTACACAAACAGAGTTAGTCGACTCTGTGTATCTTATGTATCTTATACAAAAAATATGGACTC 3’

Abb. 4) Hier dargestellt der Ausgangspromotor Tind. Dieser wurde um 18 nt gekürzt und somit das ATG
des Reportergens lacS gelöscht und auf die Transkriptionsstartstelle (TSS) gelegt. In blau dargestellt
die Restriktionsschnittstelle AvrII, in grau das BRE-Element, in violett die TATA-Box und in gelb die
Schnittstelle NcoI, außerdem unterstrichen der Transkriptionsstartpunkt, der zugleich das Startcodon für
die Translation darstellt. Eingerahmt dargestellt die geplante Deletion.

4.3 Deletionen des Promotors von SSO0691a

Für den am stärksten UV-induzierbaren Promotor SSO0691a wurden zwei verschie-

dene Deletionen geplant:

1. Deletion
Durch die Deletion von 18 bp stromauf der TATA-Box bis zur AvrII Schnittstelle, wur-

de die Region entfernt, die möglicherweise das BRE-Element (transcription factor B

recognition element) enthält. Hiermit sollte getestet werden, ob diese Region, die kei-

nen sichtbaren BRE-Konsensus aufweist, für die Transkription notwendig ist.

Abb. 5) Hier dargestellt der Ausgangspromotor pDT-0691aDelp mit einer Größe von 79 bp. Deletiert
wurde der Bereich zwischen der Restriktionsschnittstelle AvrII und der TATA-Box. Somit wurde das
gesamte BRE-Element gelöscht. Es bleibt eine Restgröße von 61 bp. In blau dargestellt die Restrikti-
onsschnittstelle AvrII, daneben eingerahmt die durchgeführte Deletion, in violett die potentielle TATA-
Box, in grün die 5’UTR-Region, davor unterstrichen der TSS +1 und stromab das erste mögliche Start-
codon GTG und in gelb die Restriktionsschnittstelle NcoI.

2. Deletion

In einer zweiten Deletion sollte die 5’UTR-Region entfernt werden, in der keine Shine-

Dalgarno-Sequenz (GAGGUGAU, Bell et al., 1998) gefunden werden konnte. Durch

das Entfernen von insgesamt 29 nt hatte der Promotor nur mehr eine Länge von 50

    AvrII     Deletion      „TATA“       +1 5’UTR  Met         NcoI
TTCCCTAGGCTATCTATCATCAGTTTCACATAACTCTCAGCCATTAAAAGAAAAAAATATCAACGATAAGTGATGGCTAATATAGTTCCCATGGACT

Deletion
               18bp
                                      SLIM PCR

+1
       TATTCCCTAGGACATAACTCTCAGCCATTAAAAGAAAAAAATATCAACGATAAGTGATGGCTAATATAGTTCCCATGGACT
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  AvrII       „BRE“ „TATA“ +1(TSS)      NcoI
CCCTAGGCTATCTATCATCAGTTTCACATAACTCTCAGCCATTAAAAGAAAAAAATATCAACGATAAGTGATGGCTAATATAGTTCCCATGGAC

  Deletion
                               SLIM PCR  18bp

                                  +1TSS
           TCCCTAGGCTATCTATCATCAGTTTCACATAACTCTCAGCCATTAAAAGAAAAAAATATCATGGACT

Abb. 6) 2. Deletionsschema für den Promotorbereich von SSO0691a. Entfernt wurde die gesamte Re-
gion stromab des Transkriptionsstartpunkts bis zum ATG der Restriktionsschnittstelle NcoI. Der Rest-
promotor weist nun eine Größe von 50 bp auf. In blau die Restriktionsschnittstelle AvrII, in grau das
BRE-Element, in violett die TATA-Box, in grün der 5’UTR-Bereich, unterstrichen der TSS und das GTG
für die Translationsinitiation, in gelb NcoI.

bp. Eventuell befindet sich hier eine Bindestelle für ein regulatorischnes Transkripti-

onselement. Würde in dieser Region ein Aktivator binden, würde die ß-

Galaktosidase-Aktivität im Falle der Deletion im Reportergensystem stark abnehmen.

Im folgenden Punkt wird die verwendete Methode für die geplanten Deletionen in den

Ausgangsplasmiden beschrieben, und die dadurch aufgetretenen Probleme disku-

tiert.

4.4 Ausgangsplasmide
Die gekürzten UV-induzierbaren Promotoren waren sowohl in einen Vorvektor

pSVA11 als auch in den shuttle Vektor pMJ0305 kloniert.

Abb. 7) Die Vorvektoren pSVA11-TindDelp mit 6.985 bp, pSVA11-0691aDelp mit 6.994 bp und der
shuttle Vektor pDT-TindDelp mit 21.573 bp und den klonierten verkürzten UV-induzierbaren Pro-
motorregionen. Hier ersichtlich die Restriktionsschnittstellen AvrII, NcoI und EagI in den Vektoren.

pSVA11 B49DelP
6985 bp

lacSpyrEF

B49-short promoter
AvrII (1)

NcoI (77)

EagI (1629)

NheI (5280)
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4.5 Deletionen via SLIM-PCR (Zielgerichtete – Ligase-unabhängige Mutagene-

se)
Via SLIM-PCR ist es möglich, Insertionen, Deletionen oder Substitutionen in Plasmi-

den größer als 8 kb einzuführen (Chiu et al, 2008).

Es wurde versucht diese Art der Polymerase-Kettenreaktion zu verwenden, um einen

aufwendigen Klonierungsschritt über den Vorvektor pSVA11 in den Zielvektor

pMJ0305 zu vermeiden.

Abb. 8) Das Schema der SLIM-Mutagenese-PCR. Details zum Ablauf siehe Methoden-Teil unter Punkt
3.2., Rv = revers, Fw = forward, Del = Deletion

Step 1: SLIM PCR
 AvrII  „BRE““TATA“

GTTTGATGGGGCAGCATTATTCCCTAGGCTATCTATCATCAGTTTCACATAACTCTCAGCCATTAAAAGAAAAAAATATC

Reaktion1: FwÜberhang + Rvspezifisch             Reaktion 2: Fwspezifisch + RvÜberhang

 Del  FwÜberhang  RvÜberhang  Del

Rvspezifisch  Fwspezifisch

          SSO0691_fwd: 5’ ACATAACTCTCAGCCATTAAAAGAAA 3’

          SSO0691_tail_rev:

          5’TTGTAATGAGACATAAGTTTGATGGGGCAGCATTATTCCCTAGG
                                             3’AACATTACTCTGTATTCAAACTACCCCGTCGTAATAAGGGATCC

         5’CCTAGGGAATAATGCTGCCCCATCAAACTTATGTCTCATTACAA
SSO0691_tail_fwd:
5’GCAGCATTATTCCCTAGGACATAACTCTCAGCCATTAAAAGAAA 3’

SSO0691_rev:
5’CCCATCAAACTTATGTCTCATTACAA 3’

Schritt 1:Slim PCR

            Reaktion 1                         Reaktion 2

 5’                          3’            5’                            3’

   3’                         5’             3’                           5’

- DpnI Behandlung und Phosphorylierung

  Mischen

Schritt 2: SLIM Hybridisierung:
                             Denaturierung & Hybridisierung
    99°C/ 3 min

65°C/ 5 min         2x
30°C/ 15 min

 5’                          3’                  5’                            3’

        3’                          5’       3’                           5’

Heteroduplex Formation

Hitzeschock E.coli
Keine Ligation!
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pMJ01 (K)   pDT-0691aDelp

4.5.1 Schema der Methode SLIM-PCR

In der vorherigen Abbildung 8) ist der Ablauf der verwendeten Mutagenese-PCR,

dargestellt.

Da die Amplifikation der Plasmide mit den klonierten Promotorregionen zu Komplika-

tionen führte, wird im Punkt 4.5.2 die Optimierung des Protokolls beschrieben.

4.5.2 Optimierung des SLIM-PCR Protokolls
Die Konzentrationen der isolierten Plasmide pDT-TindDelp und pDT-0691aDelp wur-

den spektroskopisch bei 260 nm vermessen und anschließend wurde die DNA auf

ca. 15 ng/µl verdünnt.

Dann folgten die Versuche die Plasmide pDT-TindDelp und pDT-0691aDelp mit den

4 verschiedenen Primern zu mutieren. Leider wurden keine PCR-Produkte erhalten

und Verschiedenes wurde zur Optimierung ausprobiert, z.B. Gradienten-PCR, Erhö-

hung der Zyklenzahl, Zusatz von DMSO, unterschiedliche Konzentrationen der Poly-

merasen „Phusion“ und „long-range“ und unterschiedliche Konzentrationen an einge-

setzter DNA.

9A) 9B)
Abb. 9A): 1%ges Ethidiumbromid-gefärbtes Agarosegel zur Kontrolle des PCR-Produkts der SLIM-PCR
der Plasmide pDT-0691aDelp1, pKL-0691aDelp2. Marker: GeneRuler™ 1 kb Plus DNA Ladder 1) Re-
aktion 1 mit jeweils fwd-18 bp Überhang und rev  Oligonukleotid, 2) Reaktion 2 mit jeweils fwd und rev-
18 bp Überhang-Primer
Abb. 9B) 1%iges Ethidiumbromid-gefärbtes Agarosegel mit dem Kontroll-Plasmid pMJ01 und den dazu
designten Primern. Gleiche wurden für das Plasmid pDT-0691a verwendet. Marker GeneRuler™ 1 kb
Plus DNA Ladder

 pMJ0305_0691aDelp1                          pMj0305_0691aDelp2

  1          1           2         2                      1          1         2           2

20 kb
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Doch auch nach etlichen PCR-Versuchen war auf einem 1%igem Agarosegel nicht

mehr zu sehen, als unspezifische Banden bzw. eine Schmier (Abbildung 9A).

Nach der SLIM-PCR sollte ein Produkt mit einer Größe von 21.564 bp sichtbar sein.

Wie auf dem Bild zu erkennen ist, wurden aber nur Produkte mit unterschiedlicher

Größe erhalten, die als Schmier erkennbar sind (Abbildung 9A). Der Verdacht bei

diesem Ergebnis war, dass zuviel DMSO eingesetzt wurde. Deswegen wurde durch

eine zusätzliche Phenol-Chloroform-Isoamylalkohol-Extraktion versucht, um die PCR-

Produkte aufzureinigen. Da auch dies nicht das erhoffte Ergebnis zeigte, wurde eine

Kontroll-SLIM-PCR mit ähnlich konzipierten Primern angesetzt. Diese wurden für eine

Region (im Reportergen lacS) entworfen und sollten auch für das Plasmid pMJ0305

ein ähnliches Produkt zeigen. In der Abbildung 9B) ist ersichtlich, dass die Amplifika-

tion für 19 kb für das Plasmid pMJ01, und für 21 kb mit dem Ausgangsplasmid

pDT0691-Delp funktionierte. Zum Vergleich mit diesen Primern hatten die für die ge-

planten Deletionen entworfenen Primer wahrscheinlich zu hohe Annealing-
Temperaturen. Dadurch konnten die Oligonukleotide eventuell nicht spezifisch binden

und die Amplifizierung konnte zu keinem positiven Ergebnis führen.

Es war somit nicht möglich die Mutagenese-PCR im 21 kb großen Vektor pJM0305

durchzuführen. Deswegen wurden die Deletionen im Vorvektor pSVA11 in den 2 ver-

schiedenen klonierten Promotorsequenzen durchgeführt. Das gewünschte Resultat

konnte nun mittels zwei verschiedener Ansätze erreicht werden. Zum einen mit der

SLIM-PCR und den entworfenen 4 Primern, und zum zweiten mit einer PCR mit den

2 Primern ohne Überhänge und dem Enzym Phusion-Polymerase. Mit letzteren Pro-

dukten wurde eine blunt-end Ligation durchgeführt.

In den Abbildungen 10 A) und 10 B) sind jeweils die erhaltenen Produkte der Muta-

genese-PCR der Vektoren pSVA11-0691aDelp1 und pSVA11-0691aDelp2 mit den

richtigen Größen (pSVA11-0691aDelp1 6.967 bp, pSVA11-0691aDelp2 6.956 bp)

dargestellt.

Davon abhängig, ob die Amplifikation mit der Phusion-Polymerase bewerkstelligt

wurde, war eine anschließende Behandlung mit dem Enzym Pfu-Polymerase not-

wendig um die 3’-Überhänge zu entfernen. Es folgte eine Phenol-Chloroform-Isoamyl
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7 kb

       pSVA11 - 0691aDelp2

     55     56    57     58     59    60

7 kb

  1      1      2     2     K     K    1      1     2      2   

pSVA11 - 0691aDelp2

A) B)

Abb. 10 A) 1%iges mit Ethidiumbromid-gefärbtes Agarosegel mit dem Produkt einer Gradienten-PCR
und den Primern ohne Überhängen mit den Temperaturen von 55°C bis 60°C. Marker GeneRuler DNA
Ladder Mix 1 kb.
Abb. 10 B) 1%iges mit Ethidiumbromid-gefärbtes Agarosegel mit dem Produkt der SLIM-PCR im Vor-
vektor pSVA11. Marker GeneRuler™ DNA-Ladder-Mix.

Aufreinigung wie im Punkt 3.10 beschrieben, und eine photometrische Messung der

DNA-Konzentration im Spektrophotometer. Um eine Ligation zu ermöglichen, wurde

die lineare DNA mit der T4 Polynukleotid Kinase inkubiert. Dadurch kommt es zu ei-

ner 5’-Phosphorylierung der PCR-Produkte. Gleichzeitig fand eine Inkubation mit dem

Enzym DpnI statt, durch welche die methylierte Ausgangs-DNA abgebaut wird und es

dadurch zu einer Trennung von amplifizierter und Ausgangs-DNA kommt.

Im nächsten Schritt folgte ein Mischen, eine Denaturierung und eine Hybridisierung

der linearen Plasmide. Je nachdem, welche PCR-Reaktion vorlag, wurde entweder

eine „blunt-end“-Ligation durch die Zugabe der T4 DNA-Ligase durchgeführt, oder

eine Heteroduplex-Formation der SLIM-PCR Amplifikate durch die Hybridisierung der

Enden. Als nächstes wurden die Plasmide in E.coli transformiert. Um die erhaltenden

Plasmide pSVA11-0691aDelp1, pSVA11-0691aDelp2 und pSVA11-TindDelp1 aus

E.coli zu isolieren, wurde ein Miniprep aus den erhaltenen Klonen durchgeführt.

4.6 Überprüfung der mutagenisierten Promotorregionen
Die Plasmide mit den Ausgangspromotoren sowie den beiden mutierten Promotoren

wurden einer Restriktion mit den Endonukleasen NcoI und PstI unterzogen. Durch die

Deletion ist die NcoI Schnittstelle in den mutierten Promotorregionen nicht mehr vor-
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handen und so sollte ein Unterschied nach der NcoI-Hydrolyse im Vergleich zum

Ausgangsplasmid zu sehen sein.

Im Falle der eingestellten Deletion des Promotors pSVA11-TindDelp1 zeigen sich für

die Mutanten 2 Banden mit 4.744 bp und 2.531 bp. In Abbildung 11A) sind die Re-

sultate der Restriktionsanalyse auf einem 1%igen, mit Ethidiumbromid gefärbten Aga-

rosegel, dargestellt. Im Falle von pSVA11-TindDelp1 kann man nach der Agarose-

gelelektrophorese die positiven Klone 1, 2, 3, 4, 5 und 8 aufgrund der beiden richtigen

Banden erkennen.

In der Abbildung 11B) zeigt sich ein ähnliches Bild des verdauten Vektors pSVA11-

0691aDelp2 mit den fehlenden 29 nt. Hier wurden 5 gepickte und restrigierte Klone

aufgetragen. Zu sehen sind die erwarteten Fragmente von 4.434 bp und 2.531 bp.

Ganz rechts wurde das Ausgangsplasmid als Positivkontrolle pipettiert, welche die

gewünschten 3 Banden aufzeigt (4.224 bp, 2.531 bp und 239 bp), da diese auch

noch die ursprüngliche NcoI-Schnittstelle besitzt.

11A) 11B)
Abb. 11A) Restriktionsspaltung von pSVA11-TindDelp1 mit den Endonukleasen NcoI und PstI auf ei-
nem 1%igen mit Ethidiumbromid-gefärbten Agarosegel mit 4.744 bp und 2.531 bp. Marker GeneRuler
DNA-Ladder Mix™ und in der Abb. 11B) Selbige Spaltung ebenfalls mit 2 Banden für pSVA11-
0691aDelp2 (4.434 bp, 2.531 bp) und als Kontrolle das Ausgangsplasmid mit 4.224 bp und 2.531 bp
plus einem zusätzlichen Fragment von 239 bp.

           pSVA11-TindDelp1
1      2     3      4      5     6      7     8

5 kb

2.5 kb

           pSVA11-0691aDelp2

   1        2        3        4        5       K

5 kb

2.5 kb

300  bp
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pSVA11 0691aDelP1
6976 bp

lacSpyrEF

SSO0691a-short promoter

EagI (1620)

AvrII (1)

NcoI (68)

PstI (4292)

PstI (6823)

pDT SSO0691aDelP1
21564 bp

lacS

pyrEF

SSO0691a-short promoter
AvrII (3981)

EagI (5600)

NheI (1661)

NcoI (4048)

NcoI (13364)

NcoI (13676)

NcoI (19976)

TF55 Promoter

 pyrEF

lacS

pUC18

 attB

pMJ0305
  21868 bp 

SSV1

pSVA11 0691DelP
6994 bp

lacSpyrEF

SSO069-short promoter
AvrII (1)

NcoI (86)

EagI (1638)

NheI (5289)

PstI (4310)

PstI (6841)

Mutagenese-PCR im Vorvektor pSVA11

Doppelverdau mit den Restriktionsenzymen AvrII und EagI
Ligation der mutierten Promotorregionen plus Reportergen lacS in den Vektor pMJ0305

KL

promotor

Zusätzlich wurde eine Sequenzierreaktion durchgeführt, um die Promotorsequenzen

auf jedes Nukleotid genau zu überprüfen. Dafür wurden jeweils 3 Klone ausgesucht

und analysiert. Weiters wurde auch für die Mutante pSVA11-0691aDelp1 eine Se-

quenzierreaktion für 3 Klone angesetzt. Bei dieser Deletion war es nicht möglich,

die Promotorsequenz mit Hilfe eines Restriktionsverdaus zu kontrollieren. Alle  9

ausgesuchten Klone konnten anhand ihrer Sequenz als positiv nachgewiesen

werden.

4.7 Klonierungsschema

Die Klonierung der mutagenisierten Promotorsequenzen in dem S. solfatari-

cus/E.coli shuttle Vektor erfolgte nach folgendem Schema:

Abb. 12) Ablauf der einzelnen Klonierungsschritte vom Ausgangsplasmid pSVA11 und dem benötigten
Vektor pMJ0305. Details siehe Text.
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 pSVA11-
TindDelp1

6 kb

 1.5 kb

Im Folgenden werden nun die Restriktionsspaltungen und die anschließende Ligation
beschrieben.

4.8 Umklonierung in den shuttle Vektor pMJ0305
Es wurde ein Restriktionsansatz hergestellt, um den verkleinerten Promotorbereich

mit dem Reportergen lacS aus dem Vorvektor mit den Endonukleasen AvrII und EagI

herauszuschneiden. Für den Vektor pSVA11-TindDelp1 war eine Größe von 5.537

bp zu erwarten und für die Promotor-lacS-Kassette mit dem zum Teil deletierten

Promotor eine Bande von 1.610 bp. Gleichzeitig wurde der shuttle Vektor

pMJ0305 mit denselben Enzymen behandelt, um den hitzeinduzierbaren Promotor

TF55 und das Reportergen zu entfernen (Fragmente 19.945 nt und 1.923 nt).

Nach der Inkubation wurden die Produkte auf ein 1%iges mit Ethidiumbromid-

gefärbtes Agarosegel aufgetragen und mittels Elektrophorese wurden die Frag-

mente aufgetrennt. Die benötigten Fragmente wurden mit einem Skalpell unter

UV-Licht herausgeschnitten (siehe Abb. 13A) und 13B)).

A)

B)
Abb. 13A) 1%iges Ethidiumbromid-gefärbtes Agarosegel zur Kontrolle des Restriktionsverdaus mit
AvrII/Eag I. des  Vektors pMJ0305. Marker GeneRuler™ 1 kb Plus DNA Ladder
Abb. 13B) Zur Überprüfung des Endonukleaseverdaus, hier als Beispiel pSVA11-TindDelp1 mit der
Bande für den Promotor plus lacS und dem geschnittenen Vorvektor mit der größeren Bande. Marker
GeneRuler™ DNA Ladder Mix

  20 kb

    2 kb

pMJ0305
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Tabelle 1: Übersicht mit den nach der Transformation von E.coli erhaltenen Kolonien

Vektor molares Ligationsverhält-

nis (ng-Vektor : nt-Insert)

ausplatierter Transformati-

onsansatz

gezählte Transfor-

manten

pMJ0305-pKL-0691Delp1 1:3  50 µl 27
pMJ0305-pKL-0691Delp1 1:3 100 µl 83 (5 Klone)
pMJ0305-pKL-0691Delp1 1:5  50 µl 37
pMJ0305-pKL-0691Delp1 1:5 100 µl 116
pMJ0305- neg.K 1:3 100 µl 12

pMJ0305-pKL-0691Delp2 1:3 50 µl 14 (Klon 1 u 2)
pMJ0305-pKL-0691Delp2 1:3 100 µl 11
pMJ0305-pKL-0691Delp2 1:5 50 µl 43 (Klon 3, 4 u 5)
pMJ0305- neg. K 1:3 100 µl 8

pMJ0305-pKL-TindDelp1 1:3 100 µl 3
pMJ0305-pKL-TindDelp1 1:3 50 µl 0
pMJ0305-pKL-TindDelp1 1:5 100 µl 65
pMJ0305-pKL-TindDelp1 1:5 50 µl 30
pMJ0305- neg. K 1:3 100 µl 0
pMJ0305- neg. K 1:5 50 µl 0

Wichtig für die folgende Ligation war die zusätzliche Behandlung des Vektors

pMJ0305 mit dem Enzym alkalische Phosphatase um diesen zu dephoshorylieren.

Durch die Behandlung mit dem Enzym kann es aufgrund der fehlenden 5’-

Phosphatreste zu keiner Religierung des Vektors kommen.

Vor der Ligation wurde nochmals eine Gelelektrophorese durchgeführt, um die DNA-

Konzentrationen genauer abzuschätzen. Die Fragmentgrößen schienen korrekt und

deswegen konnten die Ansätze ligiert werden. Für die verschiedenen Ligationen

wurde jeweils das Insert im drei- und fünffachen molaren Überschuss im Verhält-

nis zum Vektor in die Reaktion eingesetzt. Außerdem wurde eine Negativkontrolle

hergestellt, in der anstatt des Inserts das adäquate Volumen an ddH20 verwendet

wurde. Dadurch konnte im Anschluss der Anteil der Religanten ermittelt werden.

Ligiert wurde in zwei Ansätzen, einmal über Nacht und einmal für 1 h bei Raum-

temperatur. Anschließend fand eine Transformation von E.coli statt, und am

nächsten Tag wurden jeweils 5 Klone gepickt (siehe Tabelle 1).

Nach der Isolierung der Plasmid-DNA wurde eine Restriktion mit der Endonuklease

NcoI durchgeführt, um die Klone mit dem Zielvektor zu identifizieren. Geschnitten

wurden wieder pKL-TindDelp1 und pKL-0691aDelp2 sowie die dazugehörigen Aus-

gangspromotoren pDT-TindDelp und pDT-0691aDelp2, die wieder eine Bande mehr
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pKL-0691aDelp2
pDT-0691aDelp

3 kb

300 bp

pKL-TindDelp1
 1     2      3     4      5

pDT-TindDelp

20 kb

5kb

aufweisen solten. In Tabelle 2) sind die erwarteten Banden für den Restriktionsverdau

mit NcoI abgebildet.

Tabelle 2: Übersicht der unterschiedlichen Fragmentgrößen nach der Restriktionsanalyse mit NcoI:

Plasmid-DNA Fragmentgrößen

pDT-TindDelp 5.645 nt, 9.316 nt, 6.300 nt, 312 nt

pKL-TindDelp1 14.943 nt, 6.300 nt, 312 nt

pDT-0691aDelp 9.316 nt, 6.300 nt, 5.645 nt, 312 nt

pKL-0691aDelp2 14.941 nt, 6.300 nt, 312 nt

Wie in Abb. 14A) und 14B) zu sehen ist, zeigten sich die erwarteten Ergebnisse nach

der Agarosegelelektrophorese.
Das Plasmid pKL-0691aDelp1 konnte mit dieser Restriktionsanalyse wieder nicht

kontrolliert werden, da es hier keine Deletion einer Schnittstelle gibt, und somit kein

unterschiedliches Bild auf einem Kontrollgel sichtbar wäre. Deswegen wurden von

diesem Klonierungsansatz 4 Klone mit einer Sequenzierreaktion analysiert, und von

pKL-0691aDelp2 und pKL-TindDelp1 jeweils 2. Von den insgesamt 8 Klonen konnten

6 als korrekt identifiziert werden.

A) B)

B)
Abb. 14A) und 14 B): Mit Ethidiumbromid-gefärbte 1%ige Agarosegele für die Kontrolle auf die richtigen
Deletionen mit der Restriktionsanalyse der Plasmid-DNA plus NcoI, welche aus E.coli isoliert wurden.
Marker GeneRuler™ 1 kb Plus DNA Ladder in 14A). In 14B) GeneRuler™ 100 bp Plus DNA-Ladder,
unpassender Marker deswegen konnten die Banden nicht beschriftet werden. Alle Ansätze wurden mit
dem Restriktionsenzym NcoI durchgeführt. Jeweils gegenübergestellt die Ausgangsplasmide mit den
Zielvektoren, die aufgrund der Deletion eine NcoI-Schnittstelle weniger aufweisen.
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4.9 Expressionsstudien in Sulfolobus solfataricus

Für die Überprüfung der Funktionalität der mutierten Promotoren wurden sowohl die

Ausgangs-, also auch die mutierten Plasmide für in vivo Studien zur Transformation

von S. solfataricus M16 eingesetzt. Hier wurde angestrebt, durch ein verändertes Ex-

pressionslevel des Reports Informationen über UV-abhängige cis-regulatorische E-

lemente zu bekommen.

4.9.1 Transformation von S. solfataricus und Gewinnung von Einzeltransfor-
manten

Für die Transformation von S. solfataricus M16 wurde eine Kultur in Arabinose-

Trypton Medium plus Uracil inokuliert. Nachdem diese exponentiell angewachsen

war, konnten die Plasmide pDT-TindDelp, pKL-TindDelp1, pDT-0691aDelp, pKL-

0691aDelp1 und pKL-0691aDelp2 in M16 elektroporiert werden. Der Stamm M16 ist

eine Uracil-auxotrophe Mutante. Das bedeutet, diese ist entweder auf die Zugabe von

Uracil angewiesen, oder kann durch die transformierten Plasmide mit den pyrEF-

Genen komplementiert werden. Durch das Fehlen des intakten Reportergens lacS

kann die Mutante M16 keine eigene funktionelle ß-Galaktosidase exprimieren. Da-

durch ist es möglich, mittels einer Blau/Weiß-Selektion die transformierten und nicht

transformierten Kolonien zu unterscheiden.

Nach der Elektroporation und Regeneration wurden die Transformanten in Brock’s

Arabinose-Trypton Medium mit Uracil inokuliert. Die gemischten Transformanten

wurden 4 Tage kultiviert und im Anschluss in das Selektionsmedium ohne Uracil ü-

berimpft. Dadurch war es möglich, auf die erfolgreich transformierten Zellen zu selek-

tionieren. Nun wurden die Kulturen 5-7 Tage lang kultiviert, bis sie die exponentielle

Wachstumsphase erreicht hatten.

Aus den erstellten Wachstumskurven war deutlich erkennbar, dass die Komplemen-

tation der Stammes M16 erfolgreich war. Die Mutante M16 zeigte mit der Zugabe von

Uracil ein normales Wachstum, im Gegensatz zum Selektionsmedium ohne Uracil,

in denen der Stamm nicht mehr wachsen konnte. M16 mit den Plasmiden trans-

formiert zeigte ein langsameres Wachstum zu Beginn, welches sich nach einiger

Zeit wieder normalisierte. Dies war ein eindeutiges Indiz dafür, dass die Komple-

mentation mit den pyrEF Genen erfolgreich stattgefunden hatte und dass sich der

shuttle Vektor als Virus in der Kultur ausbreiten konnte.
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Für die Gewinnung der Einzeltransformanten wurden verschiedene Verdünnungen

der Mischkulturen auf Glucose-Trypton Platten mit Gelrite plattiert. Anschließend in-

kubierten die Platten bei 78°C in feuchter Atmosphäre. Nach 7-10 Tagen Inkubation

waren Kolonien auf den Platten zu sehen, welche mit einer Dosis UV-Licht Dosis von

75J/m2 bestrahlt und anschließend mit X-Gal besprüht wurden. Durch das Besprühen

des Farbstoffes war es aufgrund der Blaufärbung möglich, positive Einzeltransfor-

manten nachzuweisen. Nach einer Inkubation von etwa 20-30 Minuten zeigten sich

die Blaufärbungen wie in Abbildung 15) dargestellt.

Abb. 15) Platten mit qualitativem Test auf die ß-Galaktosidase-Aktivität nach einer Bestrahlung von
75J/m2 und anschließendem Besprühen der Platten mit X-Gal zur Identifizierung positiver Einzeltrans-
formanten. Durch die Blau/Weiß Kennzeichnung der Kolonien konnte man zwischen den positiven, mit
den Vektoren transformierten Kolonien aufgrund der Blau-Färbung und den weißen, untransformierten
Kolonien unterscheiden.

Auf allen Platten zeigten sich blaue Kolonien mit unterschiedlicher Intensität. Davon

wurden jeweils 4 Einzelkolonien gepickt und in unterschiedlichen Volumina mit Uracil

inokuliert (1x 2ml Mikrotiterplatte, 2x 6 ml Reagenzglas, 1x 30 ml). Nach dem Errei-

chen der exponentiellen Wachstumsphase wurden die Einzeltransformanten wieder

in das Selektionsmedium ohne Uracil angeimpft, um auf die plasmid- tragenden

Transformanten zu selektionieren. Es wurden hiervon Wachstumskurven erstellt, die

in Abb. 16) ersichtlich sind.
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Abb. 16) Wachstumsverlauf der Einzeltransformanten im Selektionsmedium Arabinose-Trypton ohne
Uracil.

In dieser Analyse ist erkennbar, dass es für die Uracil-auxotrophe Mutante M16 (vio-

lett) aufgrund des Fehlens der pyrEF-Gene nicht möglich war zu wachsen. Vergleicht

man den Wachstumsverlauf der Mutante mit den transformierten Einzelkolonien,

kann man einen deutlichen Wachstumsunterschied erkennen. Letztere zeigen am

Anfang ein etwas langsameres und verzögertes Wachstum, welches auf eine erfolg-

reiche Komplementation des Stammes M16 mit den pyrEF Genen hinweist, da das

Virus wachstumsverzögernd wirkt.

Um eine weitere phänotypische Charakterisierung vorzunehmen, wurden die ver-

schiedenen Transformanten nochmals auf Glucose-Trypton Platten ohne Uracil aus-

plattiert (Abbildung 17). Es zeigte sich ein ähnliches Wachstumsverhalten wie in den

Arabinose-Trypton Flüssigkulturen, da auch hier M16-pKL0691a-Delp2 wiederum ein

deutlicheres Wachstum aufwies als M16-pDT0691a-Delp und M16-pKL0691a-Delp1.

Auch auf der Platte sichtbar, das bessere Wachstum der Mutante M16-pKLTind-

Delp1 im Gegensatz zu weniger Kolonien der Transformanten M16-pDTTind-Delp.

4.9.2 Überprüfung des Genotyps der Transformanten
Die Gesamt-DNA der Primär- (+ Uracil), Sekundär- (-Uracil), und Ein-

zeltransformanten wurde isoliert, um sie mittels PCR-Tests zu überprüfen. In

Abbildung 18) ist eine Multiplex-PCR die mit 4 unterschiedlichen Primern (RATFw,

RATRw, LeATRw und LeATFw) durchgeführt wurde. 2 Primer binden spezifisch für

SSV1
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M16 + U

M16-pDTTind-DelpM16-pKLTind-Delp1

M16-pKL0691a-Delp1

M16-pKL0691a-Delp2

M16-pDT0691a-Delp

Abb. 17) Plattierung der Einzeltransformanten zur Charakterisierung des Phänotyps auf Glucose-
Trypton Platten ohne Uracil.

SSV1 DNA und 2 weitere Primer binden stromauf und stromab der Integrationsstelle

von SSV1 im S. solfataricus Chromosom. Je nachdem in welcher Form das SSV1-

Plasmid in der Mutante M16 vorliegt (zirkulär oder integriert linear), sind verschieden

lange Fragmente zu erwarten. Liegt das Plasmid frei in den Zellen von M16 vor, er-

wartet man eine Bande mit 359 nt und eine Bande das Chromosom mit 717 nt. Liegt

der shuttle-Vektor integriert durch die sequenzspezifische Rekombination mit dem

Chromosom von M16 vor, zeigt sich dies mit zwei Integrationsbanden von 482 nt für

die linke Flanke, und von  562 nt für die rechte Flanke der attachment site (attP-

Sequenz).

Auf dem Gel der Multiplex-PCR in Abbildung 18) sind in der Tasche 1-7 die Primär-

gemische der Transformanten angezogen aufgetragen. Deutlich zu erkennen ist,

dass das jeweilige Plasmid frei in der Zelle mit einer starken Bande bei 359 nt vor-

liegt. In der Tasche 1 wurde zur Kontrolle M16 + Uracil aufgetragen, und eine leere

chromosomale „attachment site“ mit 717 nt wurde wie erwartet amplifiziert.

Somit scheint die Elektroporation erfolgreich gewesen zu sein, mit der Ausnahme

einer Einzeltransformante von pKL0691a-Delp2 (Spur 6 im Gelbild). In den Ta-

schen 8-14 sind die PCR-Produkte der Transformanten aufgetragen, die im Selek-

tionsmedium ohne Uracil kultiviert wurden. Hier können nur noch jene Zellen ü-

berleben, welche mit den pMJ0305-Derivaten transformiert wurden, und für die

dadurch eine Komplementation der benötigten pyrEF-Gene erfolgte. Auch hier

zeigt sich ein ähnliches Bild wie das der Primärgemische. Der Unterschied besteht
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Primärgemisch  A/T + U        Selektionsmedium A/T

 1     2     3     4      5     6    7    8      9    10    11   12   13   14   1      2      3     4      5       6  

       2 ml A/T -  Einzelkolonien   - 30 ml A/T

750 nt

500 nt

250nt

Untransformiert

500 nt

Plasmid

250nt

 7      8      9    10     11    12

Abb. 18) Multiplex-PCR auf einem 1,5%igem Ethidiumbromid-gefärbten Agarosegel zur Kontrolle auf
die Transformation des Plasmids pMJ0305 mit den klonierten Promotorregionen der Gene Tind und
SSO0691a. 3 mögliche Produkte mit unterschiedlich großen Fragmenten. 717 nt leerer M16, 359 nt
Plasmid, 482 nt Integration linke Flanke, 562 nt Integration rechte Flanke; Marker GeneRuler™ DNA
Ladder Mix. 1) M16+U, 2) M16-pDTTind-Delp, 3) M16-pKLTindDelp1, 4) M16 – pDT0691a-Delp, 5)
M16-pKL0691aDelp1, 6) pKL0691a-Delp2, 7) M16-pMJ0305, 8) M16+U, 9) M16-pDTTind-Delp, 10)
M16-pKLTind-Delp1, 11) M16-pDT0691a-Delp, 12) M16-pKL0691aDelp1, 13) M16-pKL0691a-Delp2,
14) M16-pMJ0305, 1) M16-pDTTind-Delp, 2) M16-pKLTind-Delp1, 3) M16-pDT0691a-Delp, 4) M16-
pKL0691aDelp1, 5) M16-pKl0691a-Delp2, 6) M16-pMJ0305, 7) M16-pKLTind-Delp1, 8) M16-
pDT0601a-Delp, 9) M16-pKL0691aDelp1, 10) M16-pKL0691a-Delp2, 11) M16-pMJ0305, 12) M16+U

darin, dass es durch den  Selektionsdruck zur Integration des Plasmids in das

Chromosom gekommen ist. Dies ist durch die zusätzliche Bande mit einer Größe

von 482 nt sichtbar. In der Spur 13 ist die Mutante M16-pKL0691a-Delp2 aufge-

tragen und eine stärkere Bande für den leeren Wildtyp im Gegensatz zur leichten

Bande für den Vektor ist erneut sichtbar (linke Flanke). Somit konnte die Vermu-

tung bestätigt werden, dass die Transformation in diesem Fall nicht erfolgreich

stattgefunden hatte. Nach einer Plattierung auf Glucose-Trypton Platten wurden

nach einer 8-10 Tage langen Inkubation blaue Einzelkolonien gepickt und wieder

in Selektionsmedium ohne Uracil gezogen. Diese sind in unterschiedlichen Arabi-

nose-Trypton Volumina (2 ml und 30 ml) gewachsen, und das Multiplex-PCR Pro-

dukt wurde jeweils in Tasche 1-12 (rechte Hälfte Abbildung 18) aufgetragen. Auch

hier stellt sich ein ähnliches Bild ein, wie das des Selektionsgemisches zuvor. Die

große Bande für das Wirtsgenom M16 von 717 nt ist kaum in einer Kultur sichtbar.

Hingegen scheint es, dass sich die unterschiedlichen Plasmide pDT und pKL er-

folgreich in das Wirtsgenom integriert haben. In der Tasche 2, 3, 5, 6, 7, 8 und 9

sind sogar beide Integrationsbanden für die linke (482 nt) und rechte Flanke (562

nt) der attachment Stelle sichtbar. Soweit scheint die Transformation und die In-

tegration der Plasmide für alle Transformanten außer M16-pKL0691a-Delp2 er-
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Primärgemisch   A/T + U        Selektionsmedium  A/T

 1     2     3    4     5    6    7   8    9   10   11  12   13  14  15  

 2.5 kb
  2  kb
 1,5 kb

       2 ml A/T -  Einzelkolonien   - 30 ml A/T

  1      2      3     4      5      6   7     8      9   10    11    12   13

 2.5 kb
 2 kb

1,5 kb

folgreich gewesen zu sein. In der Spur 11 ist die Kontrolle mit dem transformierten

Plasmid pMJ0305 aufgetragen, welches nun auch integriert vorliegt, und in 1 und

2 die Negativkontrolle für die untransformierte Mutante M16 mit 717 nt. Prinzipiell

kann man sagen, dass die Integration der Vektoren im Selektionsmedium stattge-

funden hat, während es ohne diesen Druck zu keiner Integration im Wirtsgenom

kam. Die Einzeltransformanten enthielten nun die Plasmide, welche aufgrund

chromosom- und plasmidspezifischer Primer nachgewiesen werden konnten.

Weiters wurde noch eine zweite Kontroll-PCR für das Reportergen mit den lacS

spezifischen Primern angesetzt, welche in Abbildung 19) ersichtlich ist. Auch hier

sind unterschiedliche Bandengrößen, je nachdem ob es sich um das lacS der

Mutante oder des transformierten Vektors handelt, sichtbar. Das Reportergen lacS

des Plasmids pMJ0305 weist eine kleinere Größe von 1,5 kb auf, während das

gleiche Gen der Mutante durch ein Insertionselement unterbrochen ist, und da-

durch im Agarosegel eine Bande von 2,5 kb zeigt.

Abb. 19) 1,2%iges Ethidiumbromid-gefärbtes Agarosegel zur Kontrolle der Transformation auf das Re-
portergen mittels lacS-PCR. Primärgemisch 1) M16+U, 2) M16-pDTTind-Delp, 3) M16-pKLTindDelp1,
4) M16-pDT0691a-Delp, 5) M16-pKL0691a-Delp1, 6) M16-pKL0691a-Delp2, 7) M16-pMJ0305, Selekti-
onsmedium 8) M16+U, 9) M16-pDTTind-Delp, 10) M16-pKLTind-Delp1, 11) M16-pDT0691a-Delp, 12)
M16-pKL0691a-Delp1, 13) M16-pKL0691a-Delp2, 14) M16-pMJ0305, 15) pDT-0691aDelp, Marker
GeneRuler™ DNA Ladder Mix. 1) M16--pDTTindDelp, 2) M16-pKLTindDelp1, 3) M16-pDT0691aDelp,
4) M16-pKL0691aDelp1, 5) M16-pKL0691aDelp2, 6) M16-pMJ0305, 7) M16-TindDelp1, 8) M16-
pDT0691aDelp, 9) M16-pKL0691a-Delp1, 10) M16-pKL0691aDelp2, 11) M16-pMJ0305, 12) M16 + U,
13) pDT0691aDelp, Marker GeneRuler™ DNA Ladder Mix
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Weiters wurde noch ein zweite Kontroll-PCR für das Reportergen mit den lacS

spezifischen Primern angesetzt, welche in Abbildung 19) ersichtlich ist. Auch hier

sind unterschiedliche Bandengrößen, je nachdem ob es sich um das lacS der

Mutante oder des transformierten Vektors handelt, sichtbar. Das Reportergen lacS

des Plasmids pMJ0305 weist eine kleinere Größe von 1,5 kb auf, während das

gleiche Gen der Mutante durch ein Insertionselement unterbrochen ist, und da-

durch im Agarosegel eine Bande von 2,5 kb zeigt.

4.9.3 UV-Exposition der Einzeltransformanten
Nachdem die Einzeltransformanten mittels Multiplex- und lacS-PCR erfolgreich nach-

gewiesen werden konnten, folgte die UV-Bestrahlung, um die Aktivität der Promoto-

ren und somit die Expression des Reportergens über die spezifische Aktivität der ß-

Galaktosidase in den Zellen zu überprüfen.

Die Kulturen wurden erneut in Arabinose-Trypton Selektionsmedium angeimpft, und

über Nacht bis zu einem Wachstum der exponentiellen Phase mit einer optischen

Dichte von 0,2-0,4 gezogen. Dafür wurden die Transformanten in einem größeren

Volumen von ca. 300-400 ml ohne Uracil angeimpft. Zusätzlich wurde M16 mit Uracil

als Positivkontrolle in Arabinose-Trypton Medium inokuliert. Sobald die optimale

Wachstumsphase erreicht war, konnte die UV-Bestrahlung mit einer Dosis von

75J/m2 für 5 Sekunden durchgeführt werden. Für die Bestrahlung wurden die Kultu-

ren in einen Kontroll- (gleiche Behandlung nur ohne UV-Exposition) und in einen UV-

Licht behandelten Ansatz aufgeteilt, um den Wachstums- bzw. Aktivitätsunterschied

darstellen zu können. Nach der UV-Induktion wurden die Kulturen nach einer kurzen

Aufbewahrung im Dunkeln weiter auf 78°C inkubiert und es wurde stündlich das

Wachstum gemessen. Außerdem wurden auch noch DNA-, RNA- und Proteinproben

zu verschiedenen Zeitpunkten für weitere Analysen abgenommen.
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Abb. 20) Wachstumskurve der Einzeltransformanten M16, M16-pDTTind-Delp und M16-pKLTind-
Delp1. M16 wurde in Brock’s Arabinose-Trypton Medium plus Uracil kultiviert, während die trans
formierten Kulturen jeweils in Selektionsmedium kultiviert wurden. Jeweils gegenübergestellt eine
Kontrolle und UV-induziert mit 75J/m2.

4.9.4. Phänotypische Charakterisierung der Einzeltransformanten nach der UV-
Bestrahlung mittels Wachstumskurven

Wie in Abbildung 20) sichtbar, stellt sich für die Kontrollkultur M16 in Brock’s Arabino-

se-Trypton Medium mit Uracil, das schnellste Wachstum ein. Grund dafür ist, dass es

sich hier um die untransformierte Mutante M16 handelt, welche nicht mit dem Virus

SSV1 infiziert wurde.

Wird eine Kultur mit SSV1 und den SSV1-Derivaten (pMJ0305, pDT und pKL) trans-

formiert, stellt sich eine Wachstumsverzögerung aufgrund der Vermehrung des

Transformationsplasmids ein. Gegenübergestellt in dieser Abbildung ist jeweils eine

Kontrollkultur (gleiche Behandlung nur ohne Exposition mit einer Dosis von 75 J/m2

für 5 Sekunden) und die gleiche Kultur nach UV-Bestrahlung. Auch hier sind die Un-

terschiede eindeutig zu vermerken. Ein wichtiger Hinweis für eine erfolgreiche UV-

Bestrahlung ist das verzögerte Wachstum der bestrahlten Kulturen im Gegensatz zur

Kontrolle. Die Kontrollkulturen weisen immer ein schnelleres Wachstum auf.
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Abb. 21) Wachstumskurve der Einzeltransformanten M16-pDT0691a-Delp, M16-pKL0691aDelp1
und M16-pKL0691aDelp2 in Brock’s Arabinose-Trypton Selektionsmedium ohne Uracil kultiviert.
Jeweils gegenübergestellt eine Kontroll-Kultur und eine UV-induzierte.

Betrachtet man die UV-bestrahlten Kulturen stellt man fest, dass diese eigentlich

kaum noch in der Lage sind hochzuwachsen und eigentlich im Wachstum stagnie-

ren. Genau der gleiche Effekt ist in den restlichen Einzeltransformanten in der Ab-

bildung 21) zu beobachten. Alles in allem konnte man darauf schließen, dass die

Kulturen durch das UV-Licht induziert zu sein scheinen.

4.9.5. Quantitativer Test der ß-Galaktosidase-Aktivität

Nach dem Abnehmen der Proben von den UV-bestrahlten- und Kontrollkulturen, wur-

de ein quantitativer Test der Einzeltransformanten zum Nachweis auf die UV-

Induzierbarkeit der unterschiedlich langen Promotoren von den Genen Tind und

SSO0691a auf die Aktivität der ß-Galaktosidase durchgeführt.

Als erstes wurden die Zellpellets von 10 ml Kultur in 500 µl 10 mM Tris/HCl Puffer pH

8 aufgenommen. Danach folgte ein Aufschließen der Zellen durch mehrmaliges Ein-

frieren in flüssigem Stickstoff, und anschließendem Erhitzen auf 65°C. Dann zentrifu-

gierte man für 30 Minuten und konnte nun die Membranfraktion und die überflüssigen

Zelltrümmer abtrennen. Der flüssige Überstand wurde abgenommen und dieser für

die Bestimmung der Proteinkonzentration nach Bradford und den anschließenden

Aktivitätstests weiterverwendet.
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Prinzipiell ist nach einer UV-Bestrahlung eine zunehmende spezifische Aktivität der ß-

Galaktosidase durch die Induktion der Promotorregionen der Einzeltransformanten

M16-Tind und M16-SSO0691a im Gegensatz zu den Kontrollkulturen messbar.

4.9.6 Quantitativer Test der ß-Galaktosidase des veränderten Mutationspromo-

tors Tind

Die Promotorregion von Tind wurde um weitere 18 Nukleotide mittels der SLIM-PCR

im Vorvektor pSVA11 auf 52 nt deletiert. Somit ist die gesamte restliche Promotorre-

gion stromab des Transkriptionsstarts +1 gelöscht, und der Translationsstart ATG ist

nun identisch mit diesem. Durch die Deletion dieser Region wurde keine gravierende

Veränderung der ß-Galaktosidase-Aktivität erwartet, was auch in der Abbildung 22A)

und 22B) bestätigt werden konnte. Dargestellt sind die absoluten Werte und die x-

fache Induktion des Enzyms nach der UV-Induktion der Kulturen.

In Abbildung 22A) ist ersichtlich, dass die Einzeltransformanten (grün M16-pDTTind-

Delp Ausgangspromotor, orange M16-pKLTindDelp1 Mutante) nach einer UV-

Bestrahlung eine zunehmende spezifische Aktivität des Enzyms ß-Galaktosidase bis

zu 10 h aufweisen. Betrachtet man die Werte der Aktivität des Enzyms vor der UV-

A)

Abb. 22 A) Quantitativer Test der ß-Galaktosidase (absolute Werte 22A, x-fache Induktion 22
B) der Einzelkolonien mit dem transformierten Ausgangspromotor M16-pDTTindDelp und der
Mutante M16-pKLTindDelp1. In rot die nicht transformierte Negativkontrolle M16 + Uracil.
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22B)

Exposition, ist hier kaum etwas messbar. Vergleicht man die vor UV-Werte mit der

Negativkontrolle der Mutante M16 (in rot dargestellt), ist ein Unterschied der Induktion

ersichtlich. Danach kommt es zu einem gleichmäßigen Anstieg der Aktivität über die

Zeit mit dem höchsten Wert für den Ausgangspromotor M16-pDTTind-Delp von ca.

0,4 mU/mg. In orange ersichtlich die spezifische Aktivität des Enzyms des verkürzten

Promotors der Mutante M16-pKLTind-Delp1. Diesem UV-induzierbaren Promotor

wurden 18 nt stromabwärts des Transkriptionsstarts deletiert, und wie es scheint hat

er bei 10 h nach UV-Bestrahlung einen höheren Wert der Aktivität von ca. 1 mU/mg.

Rechts im Bild dargestellt die Kontrollkulturen, welche gleich behandelt wurden nur

ohne UV-Bestrahlung. Diese weisen eine gleichbleibende Aktivität der ß-

Galaktosidase über die Zeit auf, wieder vergleichbar mit den Werten vor UV-

Bestrahlung. Somit konnte bestätigt werden, dass die spezifische Aktivität des En-

zyms auf die UV-Induktion der Promotoren zurückzuführen ist, und nicht auf die Be-

handlung der Kulturen.

Abbildung 22B) zeigt ebenfalls den quantitativen Test der ß-Galaktosidase mit der x-

fachen Induktion von M16-pDTTind-Delp, M16-pKLTind-Delp1 über die Zeit. Die x-

fache Induktion der Promotoren bezieht sich jeweils auf die erhaltenen Werte vor der

UV-Bestrahlung und hat daher eine Induktion von 1. Bei 2 h  nach der UV-
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Bestrahlung ist kaum ein Unterschied für die x-fache Induktion verglichen mit vor UV

vermerkbar. Aber bei 6 h nach UV-Bestrahlung ist ein deutlicher Anstieg der UV-

Induktion von fast 17fach für die Einzeltransformante M16-pDTTind-Delp, und für die

Einzeltransformante M16-pKLTind-Delp1 von 13fach erreicht. Bei 10 h nach UV-

Bestrahlung stellt sich wieder die höchste Induktion ein, wobei auch hier höhere

Werte für die verkürzte Einzeltransformante M16-pKLTind-Delp1 gemessen werden

konnte. Rechts in Abbildung 22B) wieder die Kontrollkulturen mit den gleich bleiben-

den Werten, nicht mehr induziert als vor UV-Exposition, also nicht erhöht.

4.9.7 Quantitativer Test der ß-Galaktosidase der veränderten Mutationspromo-
toren SSO0691a
In der Promotorregion für das UV-induzierbare Gen SSO0691a wurden 2 verschie-

dene Verkürzungen durchgeführt. In der ersten Deletion wurden 18 nt direkt strom-

aufwärts der „TATA“-Box entfernt. In der Abbildung 24) ersichtlich ist der quantita-

tiven Test auf die ß-Galaktosidase Aktivität mit den absoluten Werten in mU/mg

Auch hier wurden die Messungen von zwei Einzeltransformanten für ein biologisches

Replikat verwendet. Beide wiesen keine Induzierbarkeit des Promotors mehr auf, je-
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Abb. 23) Quantitativer Test der ß-Galaktosidase Aktivität als x-fache Induktion dargestellt. Nach UV-
Bestrahlung zeigt das biologische Replikat der beiden vermessenen Einzeltransformanten der Mutante
M16-pKL0691a-Delp1 große Standardabweichungen. In blau dargestellt die Kontrollkulturen mit
schwachen Standardabweichungen und in violett die UV-induzierten Kulturen von M16-pKL0691a-
Delp1.
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doch unterschieden sie sich so stark, dass die statistische Auswertung der Ein-

zeltransformante M16-pKL-0691a schwierig war und für die Darstellung eines biologi-

schen Replikats nicht verwendet werden konnte. Daher wurde jede Einzeltransfor-

mante als Duplikat vermessen und getrennt dargestellt.

In Abbildung 23) klar ersichtlich ist die große Standardabweichung des biologischen

Replikats von 2 Einzelkolonien. Deswegen konnte für diese Mutante ein Vergleich zur

Einzeltransformante des Ausgangspromotors M16-pDT0691a nur mit einem quantita-

tiven Test der ß-Galaktosidase für die absoluten Werte der beiden Einzelkolonien

separat durchgeführt werden. Diese sind unterschiedlich bezeichnet als MT (gezogen

in einer Mikrotiterplatte mit 2 ml Brock’s Basalsalz-Medium) und als SC (Einzelkolonie

in 30 ml Selektionsmedium gezogen).

In Abbildung 24) sind die Ergebnisse dem Ausgangspromotor M16-pDT0691a-Delp

gegenübergestellt. Aus dem Diagramm ist die ansteigende Induzierbarkeit des Pro-

motors der Einzeltransformante M16-pDT0691a-Delp in grün ersichtlich. Die Aktivität

des Enzyms für den Ausgangspromotor erreichte einen Wert von 0,6 mU/mg und war

höher als die Mutante M16-pKL0691a-Delp1 bei beiden Einzelkolonien. Mit Hilfe der

absoluten Werte des quantitativen Tests für die Aktivität des Enzyms sind nun die

Unterschiede zwischen den beiden Einzelkolonien sichtbar. Während die Einzelkolo-

nie MT in rot keine Aktivität zeigt, sieht man in orange die Kolonie SC mit einer 10fach
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Abb. 24) Quantitativer Test auf die ß-Galaktosidase Aktivität der Mutanten M16-pDT0691aDelp in grün,
M16-pKL0691aDelp1 in orange und M16-pKL0691aDelp2 in rot mit den absoluten Werten in mU/mg.
MT=Einzelkolonie gezogen in einer Mikrotiterplatte; SC=Einzelkolonie in 30 ml Selektionsmedium ino-
kuliert.
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höheren Aktivität. Vergleicht man die Werte mit den Kontrollkulturen, welche nicht mit

UV-Licht bestrahlt wurden, sind diese ungefähr gleich mit den UV-behandelten Kultu-

ren der Mutante M16-pKL0691a-Delp1 vor UV.

Um die Ursache für die unterschiedlichen ß-Galaktosidase Werte zu eruieren, wurde

eine Sequenzierreaktion mit spezifischen lacS-Primern angesetzt. Diese binden vor

und im Reportergen und somit konnte die Promotorregion auf eventuelle spontane

Mutationen analysiert werden. Wie im Anhang ersichtlich, konnten die Promotor-

Sequenzen für die beiden Einzelkolonien (MT und SC) der Mutante M16-

pKL0691aDelp1 als komplett identisch nachgewiesen werden. Auch aus der phäno-

typischen Charakterisierung mittels einer Wachstumskurve konnte kein unterschiedli-

ches Verhalten nachgewiesen werden (Abb. 25). In dieser Wachstumskurve ist wie-

der das verzögerte und kaum noch vorhandene Wachstum der UV-behandelten Kul-

turen verglichen mit den Kontrollkulturen ersichtlich. Auch wenn hier der Grund für die

verschiedene kaum vorhandene spezifische Aktivität nicht eindeutig geklärt werden

konnte, steht fest, dass ein wichtiges Element für die archaeale Transkription deletiert

wurde, und somit der Promotor des Gens SSO0691a nicht mehr induziert werden

konnte.
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Abb. 25) Wachstumskurve der Einzelkolonien MT und SC der Mutante M16-pKL0691a-Delp1. Jeweils
gegenübergestellt die Kontrollkultur mit der UV-behandelten Kultur.
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Die zweite Mutation, die in der Promotorregion des UV-induzierbaren Gens

SSO0691a durchgeführt wurde, befindet sich direkt stromabwärts des Transkripti-

onsstartpunkts +1 und die Deletion umfasst 29 nt (Abb. 29). Somit wurde der voll-

ständige 5’UTR-Bereich (untranslated region) mit 8 nt bis zum Startcodon ATG des

Reportergens lacS deletiert. Der TSS befindet sich dadurch gleich neben den dem

ATG für den Translationsstart (CATG).

In der folgenden Abbildung 26) zeigt sich das Ergebnis für die x-fache Induktion des

Promotors der Mutante M16-pKL0691a-Delp2. Auffällig ist, dass die UV-induzierte

Kultur von M16-pKL0691a-Delp2 keine signifikant höhere Aktivität der ß-

Galaktosidase zeigt als die Kontrollkultur.

Die Kontrolle mit der basalen Aktivität der ß-Galaktosidase, welche in einer Zeitspan-

ne von 2 h bis 24 h gemessen wurde ist hier in blau zu sehen. Links davon die UV-

bestrahlte Kultur von M16-pKL0691Delp2, mit einer leicht kontinuierlichen Steigung

der x-fachen Induktion bis zu einem Wert von 1.5fach. In Abbildung 27) sind zusam-

menfassend nochmal die Ergebnisse der x-fachen Induktion von der Mutante M16-

pKL0691a-Delp2 verglichen mit der Einzeltransformante M16-pDT0691a-Delp (Aus-

gangspromotor) und der BRE-Mutante M16-pKL0691-Delp1 abgebildet. Aus der Ge-
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 Abb. 26) Spezifische ß-Galaktosidase Aktivität mit den Werten der x-fachen Induktion des Promotors
der Mutante M16-pKL0691a-Delp2 vor und nach UV-Bestrahlung. In blau dargestellt die Kontrollkultu-
ren.
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Abb. 27) Quantitativer Test auf die Aktivität der ß-Galaktosidase mit den Werten der xfachen Induktion
von M16-pDT0691a-Delp (grün), M16-pKL0691a-Delp1 (orange) MT, M16-pKL0691a-Delp1 (rot) SC
und M16-pKL0691aDelp2 (blau).

genüberstellung in diesem Diagramm sind deutlich die Unterschiede in der ß-

Galaktosidase Aktivität sichtbar. In grün der bis zu 16fach durch UV-Bestrahlung in-

duzierte Ausgangspromotor der Einzeltransformante M16-pDT0691a-Delp, und im

Vergleich dazu in blau die Aktivität von M16-pKL0691a-Delp2, welche im Bereich der

Kontrollkulturen liegt. Auch hier bezieht sich die x-fache Induktion der Promotoren

jeweils auf die erhaltenen Werte vor UV-Bestrahlung und hat daher eine Induktion

von 1.

Dieses Ergebnis führte zur Annahme, dass durch die Deletion ein regulatorischer

Faktor nicht mehr an die DNA binden kann und es dadurch nicht mehr zur transkripti-

onellen Induktion kommt. Die zweite Folgerung war, dass es durch den fehlenden

Sequenzabschnitt zu keiner vollständigen Translation mehr kommen könnte, wodurch

ebenfalls weniger Protein umgesetzt würde.

Um zu überprüfen, ob es sich bei diesem Ergebnis um eine Regulation auf transkripi-

oneller oder translationeller Ebene handelt, wurde ein Northern Blot zum Nachweis

der induzierten Expression der ß-Galaktosidase durchgeführt.
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4.10 Northern Blot Analyse von M16-SSO0691a-Delp2

Die Gesamt-RNA der Proben von M16-pDT0691a-Delp (Ausgangspromotor) und von

M16-pKL0691a-Delp2 von verschiedenen Zeitpunkten wurde isoliert, und diese

quantitativ und qualitativ überprüft. Als nächstes wurden für die Northern-

Hybridisierung je 5 µg der RNA-Proben von M16-pDT0691a-Delp und M16-

pKL0691a-Delp2 auf einem denaturierenden 1,2 %igen Agarosegel aufgetrennt und

mittels Kapillarblot auf eine Nylonmembran transferiert.

Auf das denaturierende Agarosegel wurden jeweils 4 verschiedene Zeitpunke nach

UV-Induktion von den Stämmen M16-pDT0691a-Delp als Kontrolle und M16-

pKL0691a-Delp2, plus einer dazugehörigen Kontrolle ohne UV-Bestrahlung und zu-

sätzlich eine Negativkontrolle mit M16, UV-bestrahlt, aufgetragen. Nach dem Blotten

wurde die Nylonmembran gewaschen, nachdem sie mit einer DIG-markierten

dsDNA-Sonde von lacS hybridisiert worden war (Abb. 28). Wie auf der Nylonmemb-

ran ersichtlich ist, war  die RNA-Konzentration nicht vollkommen gleichmäßig, jedoch

ist die Intensität der 23S rRNA und der 16S rRNA jeder Probe zueinander gleich

stark, was auf keinen Abbau der RNA deutet.

Das erwartete Ergebnis der Northern Blot Analyse sollte einen Unterschied der UV-

bestrahlten- und Kontrollkultur anhand der Transkriptmenge von lacS mRNA aufwei-

 11  10   9    8    7    6     5    4     3    2   1

3 kb

1,5 kb

0,5 kb

23S rRNA

16S rRNA

M16-pDT0691a-Delp  M16-pKL0691a-Delp2

Abb. 28) Northern-Blot Analyse zum Nachweis des lacS-Transkripts der Einzeltransformante M16-
pKL0691a-Delp2 mit 1) vor der UV-Induktion, 2) 2 h UV, 3) 6 h UV, 4) 10 h UV, 5) 6 h K und M16-
pDT0691a-Delp, M16-pDT0691a-Delp mit 6) vor UV, 7) 2 h UV, 8)  4 h UV, 9) 8 h UV, 10) 6 h K und
eine Negativkontrolle M16 + U 11) 6 h UV, Methylenblau gefärbte Nylonmembran zum Nachweis der
23S rRNA und 16S rRNA.
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sen. Außerdem sollte der Versuch Aufschluss darüber geben, ob die schwächere

Aktivität der ß-Galaktosidase der Einzeltransformante M16-pKL0691a-Delp2 ein Re-

sultat eines nicht mehr bindenden transkriptionellen Faktors an die DNA ist,  oder ei-

ner nicht mehr vollständig ablaufenden Translation.

Das lacS-Transkript zeigte die erwartete Größe von 1,6 kb auf dem Röntgenfilm. Für

M16-pDT0691a-Delp (Ausgangspromotor) sah man wie erwartet einen Anstieg der

Intensität der Transkriptmenge über die Zeit von vor UV bis zu 8 h nach UV-

Bestrahlung. Eigentlich sollte man eine zunehmend stärker werdende Bande für das

1,6 kb sehen, jedoch ist auf dem Röntgenfilm in der Abbildung 29) ein zunehmender

Schmier erkennbar. Dennoch ist die kontinuierlich stärker werdende 1,6 kb Bande für

das lacS-Transkript detektierbar, mit einem Maximum bei 8 h nach UV- Bestrahlung.

Hier kommt es offensichtlich zu einer starken Expression des Reportergens lacS

durch die UV- Induktion des Promotors des Gens SSO0691a. In der Spur 11 befindet

sich die Negativkontrolle M16 bei 6 h nach UV-Bestrahlung. Hier ist keine spezifische

lacS-Bande erkennbar, dh es wurde wie erwartet kein detektierbares lacS-Transkript

gebildet.

M16-pKL0691aDelp2          M16-pDT0691aDelp      M16

   1       2       3      4       5      6       7      8      9      10     11
   1       2       3      4      5       6        7      8      9      10    11

1,6 kb

Abb. 29) Northern-Blot Analyse zum Nachweis des lacS-Transkripts der Einzeltransformante M16-
pKL0691a-Delp2 mit 1) vor der UV-Induktion, 2) 2 h UV, 3) 6 h UV, 4) 10 h UV, 5) 6 h K und M16-
pDT0691a-Delp, M16-pDT0691a-Delp mit 6) vor UV, 7) 2 h UV, 8) 4 h UV, 9) 8 h UV, 10 ) 6 h K und
eine Negativkontrolle M16 + U 11) 6 h UV, Röntgenfilm, Dedektion mit einer DIG-markierten dsDNA-
Sonde von lacS.
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In der Spur 1-5 ist die Mutante M16-pKL0691a-Delp2 mit der Deletion von 29 nt

sichtbar. Die Northern-Blot Analyse bestätigt die Ergebnisse des quantitativen Tests

auf die spezifische Aktivität der ß-Galaktosidase. Auf dem Röntgenfilm ist die

gleichbleibende basale Transkription durch die konstante Expression der 1,6 kb lan-

gen lacS-mRNA, erkennbar.

Insgesamt lässt sich hier sagen, dass mittels der Northern-Blot Analyse auf RNA-

Ebene das lacS-Transkript nachgewiesen werden konnte, und eine Übereinstimmung

mit den Ergebnissen der Aktivitätstests festgestellt werden konnte.
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5. Diskussion

In dieser Diplomarbeit wurden die Promotorregionen von zwei stark UV-

induzierbaren Genen aus S. solfataricus, SSO0691a und das erste Transkript

des Sulfolobus shibatae Virus SSV1 Tind auf mögliche cis-regulatorische

Transkriptionselemente untersucht. Diese beiden Gene gehören zu den am

stärksten induzierten nach UV-Bestrahlung der Zellen (Fröls et al., 2007). Wei-

ters konnte in einer zuvor durchgeführten Diplomarbeit gezeigt werden, dass ei-

ne UV-induzierte Transkription im Reportergensystem von S. solfataricus dar-

stellbar ist (Teichmann 2007).

Basierend auf diesen Promotorstudien wurden in dieser Arbeit mittels einer Mu-

tagenese-PCR verschiedene Deletionen vorgenommen, und die verkleinerten

Konstrukte wurden vor das Reportergen lacS in den shuttle Vektor pMJ0305 klo-

niert. Nach einer Transformation von Sulfolobus solfataricus M16 wurden Tests

auf die Induzierbarkeit der Promotorregionen mittels Expressionsstudien des Re-

portergens lacS durchgeführt. Außerdem wurden die beiden Promotorregionen

noch mittels Alignments mit anderen induzierten Genen von S. solfatericus und

homologen Genen anderer Sulfolobales Spezies auf eventuell vorhandene cis-

regulatorische Elemente analysiert.

5.1 Vergleichende Charakterisierung der UV-induzierten Promotor-
sequenzen

Beide Promotorregionen von Tind und SSO0691a weisen keine eindeutigen Kon-

sensusmotive für die basalen Transkriptionselemente einer TATA-Box oder eines

direkt stromaufwärts liegenden BRE-Elements auf. Im Falle von Tind wurde dies

schon von Reiter et al. (1987) beschrieben. Außerdem kann man hier auch keine

Shine-Dalgarno-Sequenzen im 5’UTR Bereich finden, welcher in Bacteria (und

manchmal auch in Archaea) für die Initiation der Translation wichtig ist. Im Falle

der Promotorregion von SSO0691, konnte der experimentel bestimmte

Transkriptionsstart auf 188 nt stromauf des annotierten Translationsstarts deter-

miniert werden. Dies würde eine sehr lange 5’UTR Region darstellen. Tatsäch-

lich deutet ein konservierter, kleiner offener Leserahmen in dieser Region auf ein
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weiteres Gen hin, SSO0691a. Auch in einer Publikation von Wurtzel et al. (2009),

basierend auf der Transkriptom-Analyse des gesamten Genoms von Sulfolobus

solfataricus P2 wurde die Transkription von 0691a bestätigt. Aufgrund dieser A-

nalyse ist der 5’UTR-Bereich 8 nt lang. Interessanterweise war es auch in dieser

Studie nicht möglich, einen eigenen Transkriptionsstart für das Gen SSO0691 zu

finden. Dies bestätigt das Ergebnis der Primer-Extension-Reaktionen, bei denen

es ebenfalls nicht möglich war, den TSS für das Gen zu finden. Das bedeutet

höchstwahrscheinlich, dass die beiden Gene als Operon vorliegen und co-

transkribiert werden.

Außerdem wurde in dieser Analyse auch festgestellt, dass in den meisten

Transkripten von Sulfolobus P2 keine 5’UTR-Sequenzen gefunden werden

konnten. Dies wurde auch in einer anderen Studie von Brenneis et al. (2007) in

Haloarchaea gezeigt, und selbst jene, die eine 5’UTR aufwiesen beinhalteten

meistens keine Shine-Dalgarno-Sequenz.

In dieser Arbeit wurden einige Gene der Transkriptomanalyse herausgesucht

(Wurtzel et al., 2009), welche in der Studie von Fröls et al. (2007) als UV-

induziert identifiziert werden konnten. Beim Vergleich der Promotorregionen

konnte festgestellt werden, dass nur ein Teil der UV-induzierbaren Promotorse-

quenzen einen 5’UTR-Bereich aufweisen. Die 5’-untranslatierten Regionen ha-

ben eine unterschiedliche Länge zwischen 3 und 36 nt, jedoch ohne erkennbare

Shine-Dalgarno-Sequenz.

Bei weiterer Betrachtung der stromauf des Transkriptionsstartpunkts liegenden

Sequenzen, konnten keine gemeinsamen potentiellen cis-regulatorischen Ele-

mente identifiziert werden. Deswegen wurden auch die stromabwärts liegenden

Basen genauer analysiert. Dabei konnte festgestellt werden, dass diejenigen

Gene, die einen 5’UTR-Bereich aufweisen, ähnliche Sequenzabfolgen (TAAG,

TAAAG, TAAAAAG usw.) in dieser Region besitzen (Abbildung 3). Durch diese

Entdeckung könnte man vermuten, dass der 5’UTR Bereich der UV-

induzierbaren Gene von Sulfolobus solfataricus vermutlich eine wichtige Rolle für

die Regulation der Transkription darstellen könnte, und dass hier eventuell eine

Bindestelle für einen UV-spezifischen Transkriptionsregulator vorzufinden wäre.



                                                                                                                                            5. Diskussion

- 81 -

Aufgrund dieser Informationen war es nun interessant, sich zusätzlich die Pro-

motorsequenz für das Gen SSO0691a in den nah verwandten Sulfolobales an-

zusehen. Hierfür wurde erneut eine Sequenzstudie mittels eines Alignments vor-

genommen. Das Ergebnis dafür war jedoch nicht aussagkräftig, es zeigte nur,

dass S. islandicus der einzige Stamm neben S. acidocaldarius und S. tokodaii

ist, der ebenfalls ein solches Sequenzmotiv aufweisen könnte (Abbildung 4).

5.2 Untersuchung der UV-aktivierbaren Promotoren im Reportergensystem

von Sulfolobus solfataricus
Für die Promotorregionen von den beiden stark UV-induzierbaren Genen Tind

und SSO0691a wurden verschiedene Deletionen zur Identifizierung von cis-

regulatorischen Elementen durchgeführt. Für Tind wurde eine Deletion hinter dem

TSS geplant und somit wurde das ATG des Reportergens lacS auf die

Transkriptionsstartstelle gelegt. Im Falle von SSO0691a wurden zwei Verkürzun-

gen geplant, wobei einmal die Region entfernt wurde, die normalerweise das

BRE-Element enthält und in der zweiten Deletion wurde die 5’UTR-Region ent-

fernt.

Nachdem die Promotordeletionen in dem Vorvektor pSVA11 erfolgreich durch-

geführt waren, konnten die verkürzten Promotoren in den shuttle Vektor

pMJ0305 kloniert werden, um diesen anschließend in die S. solfataricus PH1

Mutante M16 einzubringen. Dadurch war es möglich in vivo Expressionsstudien

mit dem Reportergen ß-Galaktosidase durchzuführen, denn die Mutante ist durch

eine Unterbrechung des entsprechenden chromosomalen Gens nicht imstande,

eine funktionelle ß-Galaktosidase auszubilden. Durch die Transformation des

shuttle Vektors war es durch das Einbringen der pyrEF-Gene möglich, die au-

xotrophe Mutante M16 zu komplementieren. Diese erfolgreiche Komplementation

konnte durch das typische langsamere Wachstum der Primärtransformanten im

Selektionsmedium aufgezeigt werden. Nach der Gewinnung von Einzeltransfor-

manten über Glucose-Trypton Platten, wurde der erste qualitative Test auf die ß-

Galaktosidase-Aktivität nach einer UV-Bestrahlung mit einer Dosis von 75J/m2

und ohne Bestrahlung durchgeführt. Hierfür wurden die Einzeltransformanten mit

dem Farbstoff X-Gal besprüht und nach ca. einer halben Stunde stellte sich je-

weils auf den Platten eine Blaufärbung ein (Abbildung 15). Ein erkennbarer Un-
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terschied im Bezug auf die Blaufärbung der Transformanten, je nachdem ob sie

vor der Besprühung mit dem Farbstoff nicht bestrahlt, oder mit UV-Licht bestrahlt

wurden, konnte gezeigt werden. Im Gegensatz dazu wies die nicht-transformierte

Negativkontrolle M16 weder ein Wachstum im Selektionsmedium noch auf den

Glucose-Trypton Platten auf, da aufgrund der fehlenden Uracil-Prototrophie die

notwendigen Überlebensbedingungen nicht geschaffen werden konnten.

Somit konnte gezeigt werden, dass eine Dosis von 75J/m2 ausreichend ist, um

einen UV-induzierbaren Promotor zu aktivieren, und eine Expression des Re-

portergens lacS in den Transformanten herbeizuführen.

Die positiven blauen Kolonien wurden gepickt und konnten erfolgreich als Inok-

kulum für Arabinose-Trypton Medium verwendet werden. Sie zeigten ein gutes

Wachstum, obwohl sie zuvor mit UV-Licht bestrahlt und mit dem Farbstoff X-Gal

besprüht worden waren (Abbildung 16). Ein außergewöhnlich schnelles Wachs-

tum im Verhältnis zu den anderen Mutanten, welches sogar schneller war als das

der Positivkontrollen, zeigte die Einzeltransformante M16-pKL0691a-Delp2.

Demnach war hier eine Veränderung des Phänotyps M16-pKL0691a-Delp2 er-

kennbar. Außerdem zeigte dieser bei der Multiplex-Kontroll-PCR auch das Bild,

als wäre die Transformation von pKL-0691a-Delp2 in M16 nicht erfolgreich ge-

wesen. Das gleiche Ergebnis stellte sich für die zweite Kontroll-PCR auf das Re-

portergen lacS ein. Ein etwas unwahrscheinlicher Grund für das aufgetretene

Phänomen der Mutante M16-pKL0691a-Delp2 wäre eine Rekombination der py-

rEF-Gene des Plasmids mit dem pyrEF-Locus im Chromosom von M16, um den

Wildtyp-Phänotyp wiederherzustellen. Hier ist aber zu erwähnen, dass sich die-

ses Erscheinungsbild nur für das Primärgemisch und das Selektionsmedium

zeigte. Vergleicht man dieses Ergebnis mit den anschließend gewonnenen Ein-

zelkolonien, kann man auch bei M16-pKL0691a-Delp2 eine erfolgreiche Integra-

tion des Shuttlevektors in das Wirtsgenom erkennen.

Für den quantitativen Test auf die spezifische ß-Galaktosidase-Aktivität wurden

die Kulturen bei einer OD600 von 0,3 mit einer Dosis von 75J/m2 UV-Licht für fünf

Sekunden bestrahlt. Anschließend wurde das Wachstum der Kontrollkulturen

(gleiche Behandlung nur ohne Bestrahlung) und die der bestrahlten Kulturen
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verglichen, wodurch eine Wachstumsverzögerung aufgrund einer erfolgreichen

UV-Bestrahlung zu vermerken war (Abbildung 20 und 21).

Beim Test zum Nachweis der ß-Galaktosidase-Aktivität konnte für die längere

Promotorsequenz von M16-pDTTindDelp ein maximaler Wert von ca. 12 mU/mg,

und somit eine 7fache UV-Induzierbarkeit des Promotors gemessen werden.

Dieser Promotor wurde in der Arbeit von Daniela Teichmann von 141 bp auf 70

bp verkürzt, und wies dadurch nur eine minimale Reduktion der spezifischen Ak-

tivität des Enzyms auf. Im Zuge einer Mutagenese-PCR in dieser Arbeit wurden

die 70 bp auf 52 bp gekürzt, und dabei der Bereich stromab des Transkripti-

onsstarts (gleichzeitig der Translationsstart) bis zum ATG des Reportergens lacS

deletiert. In der Abbildung 24A) ist eine zunehmende spezifische ß-

Galaktosidase-Aktivität nach UV-Bestrahlung bis zu 10 h ersichtlich. Der höchste

messbare Wert für die Aktivität des Ausgangspromotors M16-pDTTind-Delp war

bei 0,4 mU/mg Zellprotein. Im Vergleich damit zeigte die verkürzte Mutante M16-

pKLTind-Delp1 sogar etwas höhere Werte mit 1 mU/mg Gesamtprotein. Be-

trachtet man die x-fache Induktion dieser beiden Einzeltransformanten, auf die

Werte vor UV bezogen, sieht man für den Ausgangspromotor pDT mit 70 bp eine

Induktion von 17fach. Diese ist minimal geringer als das Ergebnis für die auf 52

bp verkürzte Promotorregion mit einer Induktion von 19fach. Demnach kann man

schließen, dass sich in der 18 bp Deletion des SSV1-Transkripts keine Binde-

stellen für einen regulatorischen Transkriptionsfaktor befindet da es hier zu kei-

nem Rückgang bezüglich der UV-abhängigen Expression des Reportergens lacS

gekommen ist.

Ein anderes Bild zeigte sich für den am stärksten induzierten Promotor der UV-

spezifisch regulierten Gene mit der Deletion von 18 bp, direkt stromauf der „TA-

TA-Box“ bis zur Restriktionsschnittstelle von AvrII. Hierdurch wurde die Region

stromauf der potenziellen TATA-Box deletiert. Bei der Vermessung der Promo-

toraktivitäten konnte keine Transkription des Reportergens lacS mehr festgestellt

werden. Dennoch verhielten sich die Replikate etwas unterschiedlich und konn-

ten deshalb nur als Duplikate der Einzeltransformanten dargestellt werden (in

Abbildung 27 ersichtlich). Es wurde versucht die Ursache für die verschiedenen

Werte zu eruieren. Ein Verdacht war, dass es hier eventuell zu einer spontanen

Mutation im Promotorbereich einer der Transformanten kam, aber dieser konnte
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aufgrund einer Sequenzier-Reaktion nicht bestätigt werden (Abbildung 31). Eine

weitere recht unwahrscheinliche Möglichkeit für die abweichenden Werte könnte

eine Veränderung in der Sequenz von lacS sein, welche hier aber nicht kontrol-

liert wurde. Weiters könnte ein Erklärung für diese unterschiedlichen Ergebnisse

der beiden Einzeltransformanten sein, dass möglicherweise durch die Transfor-

mation des Vektors in die Mutante mehr Plasmid in der Zelle vorlag und es da-

durch zu einer höheren messbaren Expression des Reportergens lacS kommen

konnte.

Dennoch war es überraschend, dass aufgrund der Deletion der Region, in der

sich wahrscheinlich das BRE-Element befindet, keine Expression des Reporter-

gens lacS mehr messbar war. Deswegen kann man daraus schließen, dass die-

ser Bereich eine wichtige Funktion für die basale Aktivierung der Transkription

darstellt.

Ein anderes Bild im Bezug auf die UV-Induzierbarkeit zeigte sich im zweiten her-

gestellten Promotorkonstrukt von SSO0691a-Delp2. Hier wurden 29 bp direkt

stromab des Transkriptionsstarts, inklusive dem 8 nt langen 5’UTR-Bereich bis

zum ATG des Reportergens lacS, deletiert. Unter anderem wurde hier zusätzlich

der natürlich vorkommende Translationsstart GUG entfernt und somit das Start-

codon des lacS direkt neben den Transkriptionsstart gesetzt. Somit handelt es

sich hier um eine ähnliche Deletion wie im Promotor des Gens Tind, nur um 11 nt

länger. Am Resultat für die x-fache Induktion des verkürzten Promotors ist zu

erkennen, dass die UV-induzierte Kultur von M16-pKL0691a-Delp2 kaum eine

höhere Aktivität der spezifischen ß-Galaktosidase zeigt, als die Kontrollkultur

(Abbildung 26). Dadurch dass die Expression des Reportergens über einen Zeit-

verlauf von 24 h nur auf ein 1,5faches stärker induziert vorliegt als vor UV, kann

davon ausgegangen werden, dass ein regulatorischer Transkriptionsfaktor nicht

mehr an die deletierte DNA-Sequenz binden kann. Wie schon zuvor diskutiert,

wurde in der 5’UTR-Region des Promotors von SSO0691a-Delp2 eine unter-

schiedliche lange A/T reiche Sequenz (TAAG, TAAAG, TAAAAAG usw.) in fast

allen an der UV-Regulation beteiligten Gene mit 5’UTR-Bereich identifiziert. E-

ventuell könnte hier eine Bindestelle für einen Regulationsfaktor positioniert sein.

Möglicherweise kann auch der generelle Transkriptionsfaktor TFB nicht mehr
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vollständig binden, da seit kurzem vermutet wird, dass A/T-reiche Abschnitte in

der Promotorsequenz als zusätzliche Bindestellen für diesen dienen (Torarinsson

et al., 2005, Peng et al., 2009). Eine andere Überlegung für die nur kaum vor-

handene UV-Induktion war, dass es durch den fehlenden Sequenzabschnitt nicht

mehr zu einer vollständigen Initiation der Translation kommen kann. Weiters be-

steht auch noch die Möglichkeit, dass durch die Deletion des natürlich vorkom-

menden Startcodons GUG eine korrekte Erkennung der mRNA am Ribosom

nicht mehr möglich ist, und dadurch ein nicht mehr korrektes oder zu kurzes

Protein prozessiert wird.

Um folglich zu überprüfen, ob es sich bei dem Ergebnis des quantitativen Tests

auf die Aktivität der ß-Galaktosidase um eine Regulation auf transkriptioneller

oder translationeller Ebene handelt, wurde ein Northern Blot zum Nachweis der

Expression von lacS-mRNA durchgeführt.

5.3 Northern Blot Analyse von M16-pKL0691a-Delp2
Um die Regulation des Gens SSO0691a auf mRNA-Ebene zu analysieren, wur-

de eine Northern-Blot-Analyse durchgeführt. Dadurch sollte ersichtlich werden,

ob es sich bei dem eingestellten Ergebnis der Aktivität der ß-Galaktosidase von

M16-pKL0691a-Delp2 um einen transkriptionellen oder translationellen Effekt

handelt.

Das Ergebnis zeigte, dass trotz der fehlenden 29 bp eine Bildung von mRNA

möglich ist. Ein deutlicher Unterschied zur Kontrolle M16-pDT0691a-Delp auf

lacS-mRNA Level ist erkennbar. Durch die zunehmende Intensität des Signals

der lacS-Sonde konnte gezeigt werden, dass es nach der UV-Induktion über eine

Zeitspanne von 8 h zu einer stärkeren Expression des Reportergens (Abbildung

32) kommt. Auf dem Röntgenfilm ist ein immer stärker werdender Schmier er-

kennbar, der zum Teil allerdings auch auf unspezifische Hybridisierung zurück-

zuführen sein könnte.

Zusammengefasst lässt sich sagen, dass mit der Northern Blot Analyse erfolg-

reich gezeigt werden konnte, dass bei der verkürzten Mutante M16-pKL0691a-

Delp2 zwar mRNA gebildet wird, das Signal jedoch gleich stark wie die Kontrolle

ist. Somit konnte das Ergebnis des quantitativen Tests auf das Enzym ß-

Galaktosidase bestätigt werden. Daher wurde anscheinend eine wichtige Binde-
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stelle für ein regulatorisches Element zur Transkription deletiert, wobei es sich

um einen Aktivator handeln könnte. Grund für diese Annahme ist, dass im Falle

eines nicht mehr bindenden Aktivators es zu keiner Verstärkung der Expression

des lacS-Reportergens mehr kommen kann, was dieses gleichbleibende starke

Signal der 1,6 kb großen Bande erklären könnte.
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6. Ausblick

Die Identifizierung des cis-regulatorischen Elementes in der Promoterregion von

SSO0691a eröffnet nun die Möglichkeit, das entsprechende regulatorische Protein

aus Rohextrakten von UV-induzierten S. solfataricus Zellen zu isolieren. Hierzu

könnte beispielsweise das in vitro Transkriptionssystem von Sulfolobus verwendet

werden. Mit dem Promoter, der das Element enthält, sowie der RNA Polymerase

und der basalen Transkriptionsfaktoren könnte in vitro Transkriptionsaktivität

vermessen werden, die sich mithilfe von UV-bestrahltem Zellextrakt verstärken

lassen sollte. Eine Fraktionierung des Zellextraktes kann so zur Anreicherung oder

Reinigung eines Aktivators führen. Alternativ könnte das kurze identifizierte cis-

regulatorische Element dazu genutzt werden, um über Bindungsassays ein

Protein direkt aus UV-induzierten Extrakten zu „fischen“. Hierzu könnte das

Sequenzelement an magnetische Beads gekoppelt werden.

Zur Identifizierung weiterer cis-regulatorischer Elemente UV-spezifischer

Transkriptionsregulatoren, könnte außerdem ein Mutagenese-Screening durch

eine Raster-Mutationsanalyse der gekürzten Promotoren durchgeführt werden, die

anschließend im Reportergensystem getestet werden müssten.
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8.1 Zusammenfassung
In dieser Arbeit wurden Studien zur UV-abhängigen Transkriptionsregulation bei

dem hyperthermophilen Archaeon  Sulfolobus solfataricus durchgeführt.

Ausgehend von einer zuvor durchgeführten Microarray-Studie und einer

Promotoranalyse sollten die Promotorregionen von zwei stark UV-induzierbaren

Genen, SSO0691a und dem ersten Transkript Tind des S. shibatae Virus SSV1

untersucht werden. Durch Deletionen von Sequenzbereichen und anschließenden

Tests im Reportergensystem sollten potenzielle cis-regulatorische Elemente für

die UV-abhängige Transkription in vivo gefunden werden. Drei verschiedene

Deletionen wurden mittels SLIM-PCR (Site-directed, Ligase-Independent

Mutagenesis) durchgeführt und die verkürzten Promotoren wurden stromauf des

Reportergens lacS in den Transformationsvektor pMJ0305 kloniert. Nach der

Transformation von S. solfataricus M16 konnte die UV-abhängige Expression der

ß-Galaktosidase im Zellextrakt vermessen werden. Für Tind wurde der Promotor

von 70 bp auf 52 bp verkürzt, und das ATG des Reportergens lacS auf den

Transkriptionsstart gelegt. Das Ergebnis für die Transformante M16-pKLTind-

Delp1 war eine 19fache-Induktion 6 Stunden nach der UV-Bestrahlung im

Gegensatz zur Transformante mit dem  Ausgangspromotor M16-pDTTind-Delp mit

einer 17fachen Induktion. Somit wurde offenbar keine wichtige regulatorische

Region deletiert. In der Promotorregion von SSO0691a wurden zwei

Verkürzungen durchgeführt. Bei der ersten wurde die Region entfernt die

möglicherweise das BRE-Element des basalen Transkriptionspromotors enthält.

Hier konnte im Vergleich zur Transformante mit dem Ausgangspromotor M16-

pDT0691a-Delp keine signifikante Transkription des Reportergens mehr

gemessen werden. In der zweiten Deletion wurde der 5’UTR Bereich in der keine

Shine-Dalgarno-Sequenz gefunden wurde, deletiert. Die Aktivitätsmessungen

dieser zweiten Transformante zeigten im Vergleich maximal eine 1,5fache UV-

abhängige Induktion. Daraus kann man schlussfolgern, dass durch die Deletion

ein regulatorischer Faktor nicht mehr an die DNA binden kann, und es nicht mehr

zur UV-abhängigen Induktion der Transkription kommt. Durch vergleichende

Sequenzstudien des Promotors SSO0691a mit anderen UV-induzierbaren

Transkripten konnte ein potenzielles konserviertes cis-regulatorisches Element

(TAAG, TAAAG usw.) im 5’UTR-Bereich von SSO0691a und anderen Genen

entdeckt werden. Mittels einer Northern-Analyse wurde das lacS-Transkript in den
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Transformanten ohne und mit UV-Behandlung nachgewiesen. Da die Stärke der

Expression der lacS-mRNA gleich war, lässt sich in der deletierten Region eine

potenzielle Bindestelle für einen Aktivator vermuten. Mit der Identifizierung einer

cis-regulatorischen Region wurde in dieser Arbeit die Vorarbeit geleistet, um einen

Regulator für die UV-abhängige Transkription in Archaea zu identifizieren.
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pSVA11_B49_Deletion 18 Nukleotide-Klon 4:

AvrII  „BRE“ „TATA“
IX_D08_008_2009-09-25.ab1    5’CCTAGGTACACAAACAGAGTTAGTCGACTCTGTGTATCTTATGTATCTTA 150
pSVA11_B49DelP_6985nt        5’-CTAGGTACACAAACAGAGTTAGTCGACTCTGTGTATCTTATGTATCTTA 49
                                *************************************************

+1 NcoI
IX_D08_008_2009-09-25.ab1      TACAAAAAATATG------------------GACTCATTTCCAAATAGCT 182
pSVA11_B49DelP_6985nt          TACAAAAAATATGGGATGTGCAAAATCCATGGACTCATTTCCAAATAGCT 99
                               *************  Deletion 18bp   *******************

IX_D08_008_2009-09-25.ab1      TTAGGTTTGGTTGGTCCCAGGCCGGATTTCAATCAGAAATGGGAACACCA 232
pSVA11_B49DelP_6985nt          TTAGGTTTGGTTGGTCCCAGGCCGGATTTCAATCAGAAATGGGAACACCA 149
                               **************************************************

pSVA11_B49_Deletion 18 Nukleotide-Klon 8:

8_C08_006_2009-09-25.ab1    5’ATTCAACTGTATTGTRTGAGARTAAGTTTGATGGGGCAGCATTATTCCCT 100
pSVA11_B49DelP_6985nt       5’------------------------------------------------CT 2
                                                                              **

AvrII „BRE“ „TATA“
8_C08_006_2009-09-25.ab1      AGGTACACAAACAGAGTTAGTCGACTCTGTGTATCTTATGTATCTTATAC 150
pSVA11_B49DelP_6985nt         AGGTACACAAACAGAGTTAGTCGACTCTGTGTATCTTATGTATCTTATAC 52
                              **************************************************

+1   NcoI
8_C08_006_2009-09-25.ab1      AAAAAATATGGGATGTGCAAAATCCATGGACTCATTTCCAAATAGCTTTA 200
pSVA11_B49DelP_6985nt         AAAAAATATGGGATGTGCAAAATCCATGGACTCATTTCCAAATAGCTTTA 102
                              **************************************************

8_C08_006_2009-09-25.ab1      GGTTTGGTTGGTCCCAGGCCGGATTTCAATCAGAAATGGGAACACCAGGG 250
pSVA11_B49DelP_6985nt         GGTTTGGTTGGTCCCAGGCCGGATTTCAATCAGAAATGGGAACACCAGGG 152
                              **************************************************

pSVA11_B49_Deletion 18 Nukleotide-Klon 1:

1_E08_010_2009-09-25.ab1    5’CATTCAACGATTGAATGAGARTAAGTTTGAKGGGGCAGCATTATTCCCTA 150
pSVA11_B49DelP_6985nt       5’-----------------------------------------------CTA 3
                                                                             ***

AvrII „BRE“ „TATA“
1_E08_010_2009-09-25.ab1      GGTACACAAACMSAGTTAGTCGACTCTGTGTATCTTATGTATCTTATACR 200
pSVA11_B49DelP_6985nt         GGTACACAAACAGAGTTAGTCGACTCTGTGTATCTTATGTATCTTATACA 53
                              ***********  ************************************

+1 NcoI
1_E08_010_2009-09-25.ab1      AAAAATATG------------------GACTCATTTCCAAATAGCTTTAG 232
pSVA11_B49DelP_6985nt         AAAAATATGGGATGTGCAAAATCCATGGACTCATTTCCAAATAGCTTTAG 103
                              ********* Deletion 18bp    ***********************

1_E08_010_2009-09-25.ab1      GTTTGGTTGGTCCCAGGCCGGATTTCAATCAGAAATGGGAACACCAGGGT 282
pSVA11_B49DelP_6985nt         GTTTGGTTGGTCCCAGGCCGGATTTCAATCAGAAATGGGAACACCAGGGT 153
                              **************************************************
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pSVA11_0691_Deletionspromotor 1, Klone 1, 2 und 3

AvrII „BRE“ „TATA“
pSVa11_0691_DelP_             CTAGGCTATCTATCATCAGTTTCACATAACTCTCAGCCATTAAAAGAAAA 50
pSVA11_0691_DelP1_Klon1_      CTAGG------------------ACATAACTCTCAGCCATTAAAAGAAAA 33
                              *****  Deletion 18bp   ***************************

+1  Met NcoI
pSVa11_0691_DelP_             AAATATCAACGATAAGTGATGGCTAATATAGTTCCCATGGACTCATTTCC 100
pSVA11_0691_DelP1_Klon1_      AAATATCAACGATAAKTGATGGCTAATATAGTTCCCATGGACTCATTTCC 83
                              *************** **********************************

pSVa11_0691_DelP_             AAATAGCTTTAGGTTTGGTTGGTCCCAGGCCGGATTTCAATCAGAAATGG 150
pSVA11_0691_DelP1_Klon1_      AAATAGCTTTAGGTTTGGTTGGTCCCAGGCCGGATTTCAATCAGAAATGG 133
                              **************************************************

pSVA11_0691_Deletionspromotor 1, 18 Nukleotide-Klon 2:

pSVa11_0691_DelP_             AAACTGTATTGTAATGCCGACATAAGTTTGATGGGGCAGCATTATTCCCT 85
pSVA11_0691_DelP1_Klon2_      AA-CTGTATTGTAATGA-GACATAAGTTTGKKGGGGCAGCATTATTCCCT 97
                              ** *************  ************  ******************

AvrII „BRE“ „TATA“
pSVa11_0691_DelP_             AGGCTATCTATCATCAGTTTCACATAACTCTCAGCCATTAAAAGAAAAAA 135
pSVA11_0691_DelP1_Klon2_      AGG------------------ACATAACTCTCAGCCATTAAAAGAAAAAA 129
                              ***  Deletion 18bp   *****************************

 +1 Met NcoI
pSVa11_0691_DelP_             ATATCAACGATAAGTGATGGCTAATATAGTTCCCATGGACTCATTTCCAA 185
pSVA11_0691_DelP1_Klon2_      ATATCAACGATAAKTGATGGCTAATATAGTTCCCATGGACTCATTTCCAA 179
                              ************* ************************************

pSVa11_0691_DelP_             ATAGCTTTAGGTTTGGTTGGTCCCAGGCCGGATTTCAATCAGAAATGGGA 235
pSVA11_0691_DelP1_Klon2_      ATAGCTTTAGGTTTGGTTGGTCCCAGGCCGGATTTCAATCAGAAATGGGA 229
                              **************************************************

pSVA11_0691_Deletionspromotor 1, 18 Nukleotide-Klon 3:

pSVa11_0691_DelP_             ACTATTCAAACTGTATTGTAATGCCGACATAAGTTTGATGGGGCAGCATT 78
pSVA11_0691_DelP1_Klon3_      ACTATTCAAACTGTATTGTAATGA-GACATAAGTTTGARGGGGCAGCATT 98
                              ***********************  ************* ***********

AvrII  „BRE“ „TATA“
pSVa11_0691_DelP_             ATTCCCTAGGCTATCTATCATCAGTTTCACATAACTCTCAGCCATTAAAA 128
pSVA11_0691_DelP1_Klon3_      ATTCCCTAGG------------------ACATAACTCTCASCCATTAAAA 130
                              **********  Deletion 18b    ************ *********

+1 Met NcoI
pSVa11_0691_DelP_             GAAAAAAATATCAACGATAAGTGATGGCTAATATAGTTCCCATGGACTCA 178
pSVA11_0691_DelP1_Klon3_      GAAAAAAATATCAACGATAAKTGATGGCTAATATAGTTCCCATGGACTCA 180
                              ******************** *****************************
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pSVA11_0691_Deletionspromotor 2, Klone 1, 4 und 5

AvrII
pSVa11_0691_DelP_             ACTGTATTGTAATGCCGACATAAGTTTGATGGGGCAGCATTATTCCCTAG 87
pSVA11_0691_DelP2_Klon1_      ACTGTATTGTAATGA-GACATMMGTTTGATGGGGCAGCATTATTCCCTAG 99
                              **************  *****  ***************************

„BRE“  „TATA“
pSVa11_0691_DelP_             GCTATCTATCATCAGTTTCACATAACTCTCAGCCATTAAAAGAAAAAAAT 137
pSVA11_0691_DelP2_Klon1_      GCTATCTATCATCAGTTTCACATAACTCTCAGCCATTAAAAGAAAAAAAT 149
                              **************************************************

+1 NcoI
pSVa11_0691_DelP_             ATCAACGATAAGTGATGGCTAATATAGTTCCCATGGACTCATTTCCAAAT 187
pSVA11_0691_DelP2_Klon1_      ATC-----------------------------ATGGACTCATTTCCAAAT 170
                              ***        Deletion 29bp        ******************

pSVA11_0691aDelp2 29 Nukleotide-Klon 4:

pSVa11_0691_DelP_             AAACTGTATTGTAATGCCGACATAAGTTTGATGGGGCAGCATTATTCCCT 85
pSVA11_0691_DelP2_Klon4_      AAACTGTATTGTAATGA-GACATAAGTTTWATGGGGCAGCATTATTCCCT 99
                              ****************  *********** ********************

AvrII „BRE“ „TATA“
pSVa11_0691_DelP_             AGGCTATCTATCATCAGTTTCACATAACTCTCAGCCATTAAAAGAAAAAA 135
pSVA11_0691_DelP2_Klon4_      AGGCTATCTATCATCAGTTTCACATAACTCTCAGCCATTAAAAGAAAAAA 149
                              **************************************************

+1 NcoI
pSVa11_0691_DelP_             ATATCAACGATAAGTGATGGCTAATATAGTTCCCATGGACTCATTTCCAA 185
pSVA11_0691_DelP2_Klon4_      ATATC-----------------------------ATGGACTCATTTCCAA 170
                              *****      Deletion 29bp          ****************

pSVA11_0691aDelp2_Deletion 29 Nukleotide-Klon 5:

AvrII
pSVa11_0691_DelP_             AACTGTATTGTAATGCCGACATAAGTTTGATGGGGCAGCATTATTCCCTA 86
pSVA11_0691_DelP2_Klon5_      AACTGTATTGTAATGA-GACATMAGTTAGARGGGGCAGCATTATTCCCTA 99
                              ***************  ***** **** ** *******************

„BRE“ „TATA“
pSVa11_0691_DelP_             GGCTATCTATCATCAGTTTCACATAACTCTCAGCCATTAAAAGAAAAAAA 136
pSVA11_0691_DelP2_Klon5_      GGCTATCTATCATCMGTTTCACATAACTCTCAGCCATTAAAAGAAAAAAA 149
                              ************** ***********************************

+1 NcoI
pSVa11_0691_DelP_             TATCAACGATAAGTGATGGCTAATATAGTTCCCATGGACTCATTTCCAAA 186
pSVA11_0691_DelP2_Klon5_      TATC-----------------------------ATGGACTCATTTCCAAA 170
                              ****      Deletion 29bp          *****************

Abb. 30) Darstellung der Sequenzier-Reaktion verschiedener Klone des
Vorvektors pSVA11 mit den klonierten UV-induzierbaren Promotoren TindDelp1
(18 bp), 0691aDelp1 (18 bp)  und 0691aDelp2 (29 bp) nach den durchgeführten
Deletionen
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 NcoI  „TATA“
0691Delp1_MT                 CAGCATTATTCCCTAGGACATAACTCTCAGCCATTAAAAGAAAAAAATAT
148
0691Delp1_SC_2010-07-28      CAGCATTATTCCCTAGGACATAACTCTCAGCCATTAAAAGAAAAAAATAT
149
                             **************************************************

+1 5’UTR Met AvrII
0691Delp1_MT                 CAACGATAAGTGATGGCTAATATAGTTCCCATGGACTCATTTCCAAATAG
198
0691Delp1_SC_2010-07-28      CAACGATAAGTGATGGCTAATATAGTTCCCATGGACTCATTTCCAAATAG
199
                             **************************************************

0691Delp1_MT                 CTTTAGGTTTGGTTGGTCCCAGGCCGGATTTCAATCAGAAATGGGAACAC
248
0691Delp1_SC_2010-07-28      CTTTAGGTTTGGTTGGTCCCAGGCCGGATTTCAATCAGAAATGGGAACAC
249
                             **************************************************

0691Delp1_MT                 CAGGGTCAGAAGATCCAAATACTGACTGGTATAAATGGGTTCATGATCCA
298
0691Delp1_SC_2010-07-28      CAGGGTCAGAAGATCCAAATACTGACTGGTATAAATGGGTTCATGATCCA
299
                             **************************************************

Abb. 31) Sequenzierreaktion zur Kontrolle der Einzelkolonien M16-pKLTind-Delp1
auf die Promotorregion, da sie eine etwas unterschiedliche UV-abhängige Aktivität
zeigten.
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