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Zusammenfassung 

Die kürzlich entdeckte Klasse der diversitätsgenerierenden Retroelemente (DGRs) kann ihrem 

Wirt einen selektiven Vorteil über eine beschleunigte Proteinevolution verschaffen. Dazu 

bedient sich das DGR eines nicht proliferativen Ăcopy and replaceñ Mechanismus, der 

kodierende Sequenzinformation zielgerichtet von einem Templat Repeat über ein RNA-

Intermediat zu einem spezifischen Gen transferiert. Die Sequenz wird während dem Prozess 

hypermutiert, was vermutlich durch eine Fehleranfälligkeit der DGR-kodierten reversen 

Transkriptase (RT) geschieht. Dabei kann die mutierte Sequenz eine höhere Diversität 

erreichen, als es für die Antikörper und T-Zell-Rezeptoren des Immunsystems von Vertebraten 

beobachtet wurde. 

In dieser Arbeit wurde die Verteilung von DGRs in einer Stammsammlung von Cyanobakterien 

untersucht. Dafür wurde ein Screening mit degenerierten Primern auf die DGR-kodierte RT 

durchgeführt. Es konnten ca. 30 % (34) der analysierbaren Cyanobakterienstämme positiv auf 

Präsenz eines DGRs getestet werden. Dazu gehört ein DGR aus Anabaena flos-aquae, von 

dem auch die Sequenz ermittelt werden konnte. Dieses neu entdeckte DGR wurde zusammen 

mit zwei weiteren DGRs aus Nostoc sp. PCC7120 und Treponema denticola auf Aktivität 

untersucht, wobei die letzten beiden Elemente eine DGR-vermittelte Variation gezeigt haben. 

Das demonstriert die Funktionsfähigkeit der Elemente, gibt aber zugleich einen Hinweis auf 

eine starke Regulation, da die beobachtete Frequenz der Diversifizierung sehr gering war. 

Eine Regulation wäre vorteilhaft für den Wirt, da vermutlich ein Großteil der Mutationen die 

Funktion der variablen Proteine beeinträchtigt. 

Von dem funktionsfähigen DGR aus Nostoc sp. PCC7120 wurde anschließend die Struktur 

des RNA-Intermediats bioinformatisch und experimentell aufgeklärt. Dabei handelt es sich um 

die erste aufgeklärte Struktur von RNA-Intermediaten aus DGRs. Basierend auf den Daten 

konnte eine Konsensus-Struktur für 13 Sequenzen aus Cyanobakterien, grünen 

Schwefelbakterien, Purpurbakterien, Treponema denticola und dem Bordetella-Phagen 

berechnet werden, in der vier Haarnadelstrukturen konserviert zu sein scheinen. Diese 

Strukturelemente könnten auf eine konservierte Funktion des RNA-Intermediats hinweisen 

und eine hochaffine Bindestelle für die DGR-kodierte RT bereitstellen bzw. für eine 

katalytische Aktivität als Endonuklease benötigt werden. 

Damit liefert diese Arbeit einen wichtigen Beitrag für die experimentelle Identifizierung von 

DGRs, sowie deren Verteilung und Regulation in Bakterien. Desweiteren bietet die Arbeit 

einen Hinweis darauf, dass es sich bei dem RNA-Intermediat nicht nur um eine mobile 

Komponente handelt, sondern weitere Funktionen hinzukommen könnten.
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Summary 

The recently discovered class of diversity-generating retroelements (DGRs) is able to provide 

a selective advantage to their host via an accelerated protein evolution. Therefore the DGR 

uses a non proliferative Ăcopy and replaceñ mechanism that transfers coding sequence 

information from a template repeat over an RNA intermediate to a specific gene in a site-

directed manner. The sequence gets hypermutated during the process which probably 

happens due to an error-proneness of the DGR-encoded reverse transcriptase (RT). The 

mutated sequence can achieve a higher diversity than the antibody and T cell receptors of the 

vertebrate immune system. 

In the present work the distribution of DGRs in a cyanobacterial culture collection was 

investigated. Therefore a screening was performed that uses degenerate primers to amplify a 

region of the DGR-encoded RT. The screening showed that about 30 % (34) of the analyzable 

strains is associated with DGRs. From this strains the sequence of a theoretical functional 

DGR could be determined in the species Anabaena flos-aquae. This newly discovered DGR 

was analyzed for activity together with two DGRs from Nostoc sp. PCC7120 and Treponema 

denticola at which the latter two showed DGR mediated variation. This shows the functional 

capability of these elements but indicates a strong regulation since the observed frequency of 

diversification was very low. A regulation would be beneficial for the host since a large part of 

the variable proteins is probably inactive after the hypermutation. 

The structure of the RNA intermediate from the functional DGR in Nostoc sp. PCC7120 was 

identified using a bioinformatical and experimental approach. This is the first identified 

structure of a RNA intermediate from DGRs. Based on this data a consensus structure could 

be calculated that uses 13 sequences from cyanobacteria, green sulfur bacteria, purple 

bacteria, Treponema denticola and the Bordetella phage. In this consensus structure there 

seem to be four conserved hairpin loops that indicate a conserved function for the RNA 

intermediate. A potential function could include a high affinity binding site for the DGR-encoded 

RT or a catalytic activity as an endonuclease. 

Thereby the present work provides an important contribution to the experimental identification 

of DGRs and their distribution and regulation in bacteria. Furthermore the results indicate that 

the RNA intermediate is not solely a mobile component but might have other functions 

important for the DGR mechanism.
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1 Einleitung 

1.1 Mobile Elemente 

Die ersten mobilen Elemente wurden von Barbara McClintock beschrieben (McClintock 1950). 

Bei mobilen Elementen handelt es sich um DNA-Sequenzen, die ihre Position innerhalb des 

Genoms einer Zelle wechseln können (Transposition). Mobile Elemente die mit Hilfe eines 

RNA-Intermediats transponieren, werden als Retrotransposons bezeichnet. Retrotransposons 

benötigen eine reverse Transkriptase, um das RNA-Intermediat in komplementäre DNA 

(cDNA) umzuschreiben. Die cDNA kann anschließend an einer anderen Stelle im Genom 

integriert werden. Dadurch kommt es zu einer Verdopplung des Elements (zusammengefasst 

in Han 2010). 

Retrotransposons sind weit verbreitet in Pflanzen und Tieren und können hohe Kopienzahlen 

erreichen. So besteht das menschliche Genom zu über 40 % aus Retrotransposons (Lander 

et al. 2001). Dabei können Retrotranspositionen einen schädlichen Einfluss auf ihren Wirt 

haben. Finden die Retrotranspositionen in proteinkodierenden oder regulatorischen Regionen 

statt, kann sich dies negativ auf die Funktion der betroffenen Proteine auswirken und 

Krankheiten hervorrufen (zusammengefasst in Hancks & Kazazian 2012). 

Dabei wird ein Großteil der Krankheiten durch non-LTR Retrotransposons hervorgerufen. Die 

non-LTR Retrotransposons haben ihre Bezeichnung daher, dass sie im Gegensatz zu den 

LTR Retrotransposons nicht über lange terminale Repeats verfügen. Bei der 

Retrotransposition integrieren sie ¿ber einen Prozess in das Chromosom, der als Ătarget 

primed reverse transkriptionñ (TPRT) bezeichnet wird (Luan et al. 1993). Dabei wird die an der 

Stelle der Integration vorliegende DNA als Primer für die reverse Transkription verwendet. 

Die in den mitochondrialen und chloroplastidären Genomen von Pilzen und Pflanzen, sowie 

den Genomen einiger Bakterien vorkommenden Gruppe II Introns, besitzen einen ähnlichen 

Mechanismus der reversen Transkription. Das ist einer der Gründe, weshalb Gruppe II Introns 

als potentielle Vorfahren der non-LTR Retrotransposons angesehen werden (Keller & Michel 

1985; Ferat & Michel 1993; Zimmerly et al. 1995). 
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1.1.1 Selbstspleißende Gruppe II Introns 

Gruppe II Introns sind Retroelemente deren RNA-Intermediat katalytische Aktivität besitzt. 

Dadurch können sie sich aus der prä-mRNA ausschneiden und die flankierenden Exon-

Sequenzen kovalent verbinden (Selbstspleißen). Entscheidend für die katalytische Aktivität ist 

die Ausbildung einer konservierten RNA-Struktur. Anhand dieser Struktur lassen sich Gruppe 

II Introns in die Klassen A-C einteilen (Lambowitz & Zimmerly 2004). In Abbildung 1 ist die 

konservierte Sekundärstruktur der Gruppe IIA Introns gezeigt. 

 

 

Abbildung 1: Konservierte Sekundärstruktur von Gruppe IIA Introns.¶ Sechs doppelhelikale Domänen (DI-DVI) 

gehen von einem zentralen Rad aus. Dabei signalisieren kleine Buchstaben die Subdomänen. Subdomäne IVb 
kodiert für das multifunktionale Protein, welches Subdomäne IVa bindet und damit die Tertiärstruktur stabilisiert. 
Die Exon-bindenden Sequenzen EBS, ŭ und ɔ, binden die Intron-bindenden Sequenzen IBS, ɔË und ŭË, wodurch 
die Exon-Sequenzen für den nukleophilen Angriff des Adenosins in DVI positioniert werden. (Modifiziert nach 
Lambowitz & Zimmerly 2004) 

 

Die Sekundärstruktur besteht aus sechs Domänen (DI-DVI), die von einem zentralen Rad 

ausstrahlen (Michel & Ferat 1995). Damit die native Tertiärstruktur ausgebildet werden kann, 

muss diese stabilisiert werden. Das geschieht in vivo über eine Bindung an ein 

multifunktionales Protein, welches von dem Intron kodiert wird (IEP). Das IEP besitzt eine 

Reverse Transkriptase-Domäne, eine Maturase-Domäne, eine DNA-Bindedomäne und eine 

Endonuklease-Domäne. Über die Maturase-Domäne und Teile der Reverse Transkriptase-

Domäne bindet das IEP an die RNA, was preferentiell in cis geschieht (Moran et al. 1994; Cui 

et al. 2004; Dai et al. 2008). In vitro wird die RNA-Struktur durch hohe Temperaturen und 

Salzkonzentrationen stabilisiert, welche nicht den physiologischen Bedingungen entsprechen 

(Peebles et al. 1986; Schmelzer & Schweyen 1986; Van der Veen et al. 1986). 
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Nachdem die native Tertiärstruktur ausgebildet wurde übernehmen die Domänen spezifische 

Funktionen (zusammengefasst in Fedorova & Zingler 2007). Dabei fungiert DI als Gerüst für 

den Aufbau der katalytisch aktiven Tertiärstruktur indem es mit anderen Domänen interagiert. 

DII und DIII werden ebenfalls für die Ausbildung der Tertiärstruktur benötigt und beschleunigen 

das Spleißen (Pyle 2010; Toor et al. 2010). Domäne IVb kodiert für das IEP, welches eine 

hochaffine Bindungsstelle in DIVa bindet und dadurch die aktive Tertiärstruktur stabilisiert 

(Watanabe & Lambowitz 2004). DV konnte anhand einer Kristallstruktur als aktives Zentrum 

identifiziert werden (Toor et al. 2008). Ein konserviertes, nicht basengepaartes Adenosin in 

DVI wird in der Spleiß-Reaktion benötigt (Abbildung 2). Damit die Spleiß-Reaktion stattfinden 

kann müssen die Exons zu dem katalytischen Zentrum und dem Adenosin positioniert werden. 

Dies geschieht über Interaktionen zwischen Intron- und Exon-bindenden Sequenzen (Robart 

& Zimmerly 2005). 

 

 

Abbildung 2: Spleißen und reverses Spleißen von Gruppe II Introns.¶ In einer SN2-Reaktion attackiert das 2´-OH 

eines konservierten Adenosins nukleophil die 5´-Spleißstelle. Dabei entsteht ein Intron-Lariat/3´-Exon-Intermediat. 
Anschließend agiert das 3´-OH des 5´-Exons als Nukleophil und attackiert die 3´-Spleißstelle. Dadurch kommt es 
zu einer Ligation der Exons und dem Ausschneiden des Intron-Lariats (Modifiziert nach Lambowitz & Zimmerly 
2011). 

 

In Abbildung 2 ist der in vivo vorherrschende Spleiß-Mechanismus von Gruppe II Introns 

abgebildet. Dabei initiiert das nicht basengepaarte Adenosin in DVI zwei aufeinanderfolgende 

Umesterungsreaktionen (Cech 1993). Zunächst agiert die 2´-Hydroxylgruppe des Adenosins 

als Nukleophil und attackiert das Phosphat am 5´Ende des Introns. Dabei kommt es zu einer 

ungewöhnlichen 2´-5´-Phosphodiesterbindung, die zur Ausbildung einer Lassoform (Lariat) 

des Introns und dem Freisetzen des 5´-Exons führt. Im zweiten Schritt der Reaktion attackiert 

die freie 3´-Hydroxylgruppe des 5´-Exons nukleophil die Spleißstelle am 3´-Exon. Dadurch 

kommt es zur Verknüpfung beider Exons und dem Freisetzen des Lariats (Peebles et al. 1986). 

Der Spleißvorgang lässt sich umkehren, was als reverses Spleißen bezeichnet wird. 

Das reverse Spleißen hat eine Bedeutung im Retrohoming (Abbildung 3). Dafür muss jedoch 

zunächst die Zielsequenz erkannt werden. Dies geschieht für das Gruppe IIC Intron aus 

Bacillus halodurans in vitro über eine Haarnadelschleifenstruktur ähnlich einem Rho-

unabhängigen Transkriptionsterminator, in dessen Nähe das Intron in vivo inseriert (Robart, 

Seo & Zimmerly 2007). Anschließend interagiert die DNA-Bindedomäne des IEP mit der 

Zielsequenz und fördert die lokale Trennung der doppelsträngigen DNA. An den entstehenden 

einzelsträngigen Bereich bindet die Intron-RNA über Interaktionen zwischen den Intron- und 
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Exon-bindenden Sequenzen (Singh & Lambowitz 2001). Daraufhin kann die RNA in den 

Sense-Strang der DNA inserieren. Dies geschieht unabhängig von der RecA-vermittelten 

homologen Rekombination über reverses Spleißen, wodurch die RNA linear zwischen den 

beiden Exons vorliegt (Cousineau et al. 1998). Die Endonuklease-Domäne des IEP schneidet 

den gegenüberliegenden Strang, wodurch die entstehende 3´-Hydroxylgruppe als Primer für 

die reverse Transkription der inserierten RNA verwendet werden kann. Alternativ können 

Gruppe II Introns ohne Endonuklease-Domäne den entstehenden Strang während der DNA-

Replikation als Primer verwenden (Zhong & Lambowitz 2003). Da die Zielsequenz als Primer 

für die reverse Transkription dient, handelt es sich um einen TPRT-Mechanismus (Zimmerly 

et al. 1995). Die cDNA-Integration wird über Wirts-Enzyme vermittelt. Der RNA-Strang wird 

durch die RNase H entfernt, der Zweitstrang von der Polymerase III synthetisiert und die DNA-

Stränge durch die DNA-Ligase verknüpft (Smith et al. 2005). 

 

 

Abbildung 3: Retrohoming von Gruppe II Introns.¶ Das Intron-Lariat ist an das Intron-kodierte Protein (IEP) 

gebunden, welches die Zielsequenz erkennt. Daraufhin kann die RNA revers in den Sense-Strang der DNA 
spleißen. Der gegenüberliegende Strang wird durch die Endonuklease-Domäne (EN) geschnitten und das Intron 
durch die Reverse Transkriptase-Domäne (RT) revers Transkribiert. Die Insertion wird durch Replikations- und 
Reparaturmechanismen fertiggestellt. 

 

Gruppe II Introns sind evolutionär mit den diversitätsgenerierenden Retrolementen verwandt, 

welche ihrem Wirt einen selektiven Vorteil vermitteln können (Liu et al. 2002; Doulatov et al. 

2004). 
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1.1.2 Diversitätsgenerierende Retroelemente 

Das erste diversitätsgenerierende Retroelement (DGR) wurde im Bordetella-Phagen 

beschrieben (Liu et al. 2002). Dieser Phage infiziert Bakterien der Spezies Bordetella, die ihre 

Oberflächenproteine innerhalb des Infektionszyklus verändern können. Darunter befindet sich 

auch der Phagenrezeptor, weshalb der Phage nur Bakterien einer bestimmten Phase im 

Infektionszyklus infizieren kann. Durch das in Abbildung 4 dargestellte DGR kann der Phage 

den Rezeptor wechseln und Bakterien anderer Phasen infizieren. Die Anpassung des Phagen 

an die dynamische Oberflächenstruktur des Wirts wird über eine beschleunigte Protein-

evolution des Liganden vermittelt. Neben dem Bordetella-Phagen wurden weitere DGRs, unter 

anderem in Nostoc sp. PCC7120 und Treponema denticola, identifiziert (Doulatov et al. 2004). 

Nostoc sp. PCC7120 ist ein cyanobakterieller Modellorganismus für Untersuchungen an 

Heterocysten (Mitschke et al. 2011). In dem Genom befinden sich zwei DGRs, von denen 

eines (RT: all5014) aufgrund unspezifischer Mutationen als inaktiv gewertet wird. In dieser 

Arbeit wurde das andere DGR (RT: alr3497) untersucht (Abbildung 4). 

Treponema denticola ist ein humanpathogener Spirochät, der mit Parodontitis assoziiert wird 

(Loesche & Grossman 2001). Für das DGR aus Treponema denticola wurden sieben 

potentielle Zielgene beschrieben (Le Coq & Ghosh 2011). In dieser Arbeit wurde das zur RT 

nächstgelegene Zielgen (TDE2269) analysiert (Abbildung 4). 

 

 

Abbildung 4: Aufbau von DGRs.¶ Die DGRs besitzen eine reverse Transkriptase (RT), sowie ein oder mehrere 

Zielgene mit variabler Region (VR) am 3´-Ende. Die VR ist fast identisch mit dem Templat Repeat (TR). VR und 
TR besitzen am 3´-Ende eine Region, die sich in einigen Positionen voneinander unterschiedet und als IMH 
(Ăinitiation of mutagenic homingñ) bezeichnet wird. Wenn das DGR nicht für die Avd (Ăaccessory variability 
determinantñ) kodiert, überlappt der RT-ORF mit einer Helikase und RNaseD C-terminalen (HRDC) Domäne. Die 
Ausbildung einer Haarnadel/Kreuz-Struktur downstream zur VR ist eingetragen. 
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Die Zielgene der DGRs kodieren für die variablen Proteine. Eine Kenntnis über die Funktion 

des variablen Proteins kann entscheidend für das Verständnis der biologischen Funktion des 

DGRs sein. Das Zielgen des Bordetella-Phagen mtd (Ămajor tropism determinantñ) kodiert für 

ein Schwanzfaserprotein das in die Rezeptorerkennung involviert ist und erklärt weshalb der 

Phage den Rezeptor wechseln kann (Liu et al. 2002). Das Zielgen von Treponema denticola 

(TDE2269) kodiert für ein variables Protein (TvpA) das an der äußeren Bakterienoberfläche 

lokalisiert ist und dadurch mit der Umwelt interagieren kann (Le Coq & Ghosh 2011). Mtd, 

TvpA und die variablen Proteine aus Nostoc sp. PCC7120 werden als Formylglycin-

generierende Enzyme (FGEs) annotiert. Diese Annotation wurde für ca. 27 % der variablen 

Proteine beobachtet (Schillinger & Zingler 2012). 

Die Komponente der DGRs, welche hypermutiert wird, ist die variable Region (VR) am 3´-Ende 

des Zielgens. Die VR besitzt mehrere variable Positionen, die mit jedem der vier Nukleotide 

besetzt werden können. Daher ergibt sich eine theoretisch maximale Sequenzdiversität von 

4X. Für die Berechnung der theoretisch maximalen Aminosäurediversität ist die Lage der 

variablen Positionen innerhalb der Kodons entscheidend. Da diese vorrangig an den ersten 

beiden Positionen eines Kodons lokalisiert sind, ist die Chance auf einen 

Aminosäureaustausch massiv erhöht (Liu et al. 2002; Medhekar & Miller 2007). Die variablen 

Positionen entsprechen Adeninen in dem Templat Repeat (TR). Dieser ist, bis auf die Adenine, 

fast identisch mit der VR. 

Am 3´-Ende von VR und TR ist ein nicht variabler Bereich vorzufinden, der als IMH (Ăinitiation 

of mutagenic homingñ) bezeichnet wird (Doulatov et al. 2004). Die IMH des Bordetella-Phagen 

besteht aus einer 14 bp langen GC-reichen Region, gefolgt von einer 21 bp langen Region mit 

fünf Unterschieden zwischen VR (IMH) und TR (IMH*). Der Aufbau der IMH ist zwischen DGRs 

nicht konserviert. Dennoch ist eine Region vorzufinden, die keine Adenine enthält (G/C/T-

Region). Darauf folgt eine Region die in der Sequenz über einige Abweichungen zwischen VR 

und TR verfügt. In dieser Arbeit wurde angenommen, dass diese Regionen der IMH des 

Bordetella-Phagen entsprechen. 

Desweiteren gehört eine Haarnadelstruktur oder eine kreuzförmige DNA-Struktur downstream 

der VR zum DGR. Die Sequenz der Schleife ist in Phagen-assoziierten DGRs konserviert, 

zeigt aber Abweichungen in anderen DGRs. Die Ausbildung der Struktur wurde in vitro durch 

einen Struktur-spezifischen Nuklease-Assay bestätigt und wird in vivo für die Generierung der 

Variabilität benötigt (Guo et al. 2011; Arambula et al. 2013). 
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Eine weitere Komponente der DGRs ist die reverse Transkriptase (RT). Diese verfügt über 

sechs gemeinsame Domänen mit anderen RTs (Simon & Zimmerly 2008). In Domäne fünf 

befindet sich bei allen RTs das YxDD-Motiv, welches für die katalytische Aktivität notwendig 

ist. In Domäne vier konnte dagegen ein Motiv identifiziert werden das diagnostisch für DGR-

kodierte RTs ist. Dabei handelt es sich um das SQ-Motiv mit der Konsensus-Sequenz 

(L/I/V)GxxxSQ (Medhekar & Miller 2007; Schillinger et al. 2012). 

Die Avd (Ăaccessory variability determinantñ) ist nicht immer Teil des DGRs (s. Treponema 

denticola). In solchen Fällen überlappt der RT-ORF mit einer Helikase und RNaseD C-

terminalen (HRDC) Domäne (Medhekar & Miller 2007). Sowohl für die HRDC-Domäne als 

auch für die Avd wird eine Interaktion mit Nukleinsäuren postuliert (Liu et al. 1999; Alayyoubi 

et al. 2013). Daher könnte die HRDC-Domäne die Funktion der Avd übernehmen, wenn diese 

nicht vom DGR kodiert wird. Ein Merkmal der Avd ist das GGW-Motiv mit der Konsensus-

Sequenz [L/I/V]G[K/R]xxGGWxK am C-Terminus (Schillinger 2013). Die Bedeutung des 

Motivs ist jedoch noch nicht geklärt. 

Die wichtigsten Eigenschaften der DGRs aus dem Bordetella-Phagen, Nostoc sp. PCC7120 

und Treponema denticola sind in Tabelle 1 zusammengefasst. 

Tabelle 1: Eigenschaften der beschriebenen DGRs 

  

 
Bordetella- 

Phage 

Nostoc sp. 

PCC7120 

Treponema 

denticola 

Größe  2828 bp 3483 bp 2879 bp 

SQ-Motiv (RT) IGSLTSQ IGNLTSQ 

GGW-Motiv (Avd) VGRILGSWIA IGTELGGWIK -------- 

Zielgen Homologie zur FGE-Familie 

Länge der VR 134 137 136 

IMH 

(G/C)14, 21 bp 

Sequenz mit 5 

Abweichungen 

(G/C/T)29, 11 bp 

Sequenz mit 2 

Abweichungen 

(G/C/T)27 bp 

Sequenz mit 2 

Abweichungen 

Variable Positionen 23 31 40 

Nukleotiddiversität 7,0 x 1013 4,6 x 1018 1,2 x 1024 

Aminosäurediversität 9.2 x 1012 5,0 x 1017 6,0 x 1020 

Haarnadel/Kreuz-

Struktur 

Stamm: 8 bp 

Schleife: 5´GAAA´3  

Stamm: 7 bp 

Schleife: 5´TTT´3  

Stamm: 4 bp 

Schleife: 5´AGG´3  
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1.1.2.1 Der Mechanismus von diversitätsgenerierenden Retroelementen 

Das DGR kann einen definierten Genabschnitt hypermutieren und seinem Wirtorganismus 

dadurch einen selektiven Vorteil vermitteln. Der postulierte Mechanismus des DGRs beinhaltet 

einen zielgerichteten Sequenztransfer von dem TR über ein RNA-Intermediat zur VR, der von 

Adenin-spezifischen Mutationen begleitet wird (Abbildung 5). Dabei wird das Retrohoming der 

mutierten Sequenz als mutagenes Homing bezeichnet. 

 

 

Abbildung 5: Schematische Darstellung des DGR-Mechanismus.¶ Das DGR kodiert für eine fehleranfällige 

reverse Transkriptase (RT), welche die RNA des Templat Repeats (TR) in cDNA umschreibt und dabei mutiert. Die 
cDNA ersetzt in einem Prozess, der als mutagenes Homing bezeichnet wird, die variable Region (VR) am 3´-Ende 
des Zielgens. Das mutagene Homing könnte durch die Avd koordinierend unterstützt und die Haarnadel/Kreuz-
Struktur downstream der VR für die Erkennung der Zielsequenz benötigt werden. Der Diversifizierungszyklus 
verläuft aufgrund der IMH/IMH*-Regionen gerichtet von dem TR zur VR. 

 

Der Mechanismus des DGRs wurde anhand mehrerer Experimente postuliert. Dabei wurde 

der Sequenztransfer vom TR zur VR über eine stille Mutation im TR nachgewiesen, welche 

nach der Diversifizierung ebenfalls in der VR beobachtet werden konnte (Liu et al. 2002). Damit 

der Sequenztransfer gerichtet vom TR zur VR verläuft, wird die IMH benötigt. Dies wurde durch 

Experimente aufgeklärt, bei denen die IMH mit der IMH* vertauscht wurde (Doulatov et al. 

2004). 
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Die Verwendung eines RNA-Intermediats für den Sequenztransfer konnte mit einem Versuch 

bestätigt werden, bei dem ein Gruppe I Intron mit flankierenden Exons in den TR eingebracht 

wurde (Guo et al. 2008). Nach dem Sequenztransfer konnten die ligierten Exons, mit den 

charakteristischen Mutationen an den variablen Positionen, in der VR identifiziert werden. 

Das RNA-Intermediat (Templat RNA) wurde auf Mutationen untersucht die spezifisch Adenine 

betreffen. Dabei konnten keine Mutationen beobachtet werden (Guo et al. 2008). Demnach 

könnten die beobachteten Mutationen in der VR durch die DGR-kodierte RT entstanden sein, 

wenn diese eine fehlerhafte Adenin-Erkennung aufweist. Das SQ-Motiv der RT könnte für die 

Adenin-spezifische Mutagenese verantwortlich sein, da das korrespondierende Motiv 

(GQxxxSP) in der RT des humanen Immundefizienz-Virus (HIV), an der Koordinierung von 

Templat und dNTPs im aktiven Zentrum beteiligt ist (Huang et al. 1998). Die HIV-RT ist 

ebenfalls ein Beispiel für ungenau arbeitende RTs, fördert die genetische Variation jedoch 

nicht über eine basenspezifische Ungenauigkeit (Preston, Poiesz & Loeb 1988). 

Das mutagene Homing besitzt Parallelen zu dem Retrohoming der Gruppe II Introns (Kap. 

1.1.1). Die Erkennung der Zielsequenz könnte analog zu dem Gruppe IIC Intron aus Bacillus 

halodurans über die Haarnadel/Kreuz-Struktur downstream der VR stattfinden (Guo et al. 

2011). Auch scheint es trotz der Homologie zwischen VR und TR keine RecA-vermittelte 

homologe Rekombination zu geben, da ein Sequenztransfer sowohl im Wildtyp, als auch in 

einem RecA-Knockout-Stamm beobachtet wurde (Guo et al. 2008). Als Primer für die cDNA-

Synthese wurde die Verwendung des entstehenden Strangs während der DNA-Replikation 

ausgeschlossen. Stattdessen wird ein Endonuklease-abhängiger TPRT-Mechanismus 

postuliert, für den die Endonuklease noch identifiziert werden muss. Ein möglicher Kandidat 

wäre eine katalytisch aktive Templat RNA (Guo et al. 2011). Die cDNA-Integration am 5´-Ende 

der VR erfordert einen homologen Bereich zwischen VR und cDNA und könnte über einen 

Templat-Wechsel der DGR-kodierten RT erfolgen (Guo et al. 2008). Die entstehenden 

Unterschiede an den variablen Positionen könnten während der DNA-Replikation behoben 

werden (Doulatov et al. 2004). 

Die enorme Aminosäurediversität der variablen Proteine (1020 in Treponema denticola) muss 

von der Proteinstruktur toleriert werden, während die variable Region an der Oberfläche 

präsentiert wird. Dies geschieht durch die Ausbildung einer CLec-Faltung innerhalb der C-

terminalen Domäne des variablen Proteins (McMahon et al. 2005; Medhekar & Miller 2007). 

Die CLec-Faltung ist damit vergleichbar mit der Immunglobulin-Faltung des Immunsystems, 

welche die hypervariablen Regionen der Antikörper und T-Zell-Rezeptoren toleriert (~ 1014-

1016 Sequenzen) (Chothia & Lesk 1987; Davis & Bjorkman 1988). 

  



Einleitung | 10 
  

Die Avd ist notwendig für die Generierung der Diversität (Doulatov et al. 2004). Über die 

genaue Funktion der Avd ist aber nichts bekannt. Aufgrund eines nukleinsäurebindenden 

Charakters und einer spezifischen Bindung an die RT werden jedoch zwei Funktionen 

postuliert. Zum einen könnte Avd die katalytische Aktivität der RT verstärken. Dies konnte 

jedoch nicht zufriendenstellend überprüft werden, da die Primärsequenz der Templat RNA, 

welche das Substrat der RT darstellt, nicht bekannt ist. Desweiteren ist eine Funktion von Avd 

vorstellbar, welche das mutagene Homing koordinierend unterstützt (Alayyoubi et al. 2013). 

Die gesammelten Daten der DGRs lassen auf einen konservierten Mechanismus schließen 

(Medhekar & Miller 2007). Ein Verständnis von diesem Mechanismus würde es erlauben 

DGRs in Verfahren einzusetzen, bei denen Proteine diversifiziert werden. Die DNA-Sequenz 

des zu testenden Proteins kann dabei in den TR eingebracht werden. Der TR toleriert 

Sequenzen bis zu 200 bp und transferiert diese mit den charakteristischen Mutationen zur VR 

(Guo et al. 2008). Diese Verwendung von DGRs wurde bereits erfolgreich für die 

Diversifizierung von Phagen-Display Bibliotheken angewendet (Overstreet et al. 2012). 

Dadurch könnte die Entwicklung neuer biologischer Arzneistoffe beschleunigt werden. 

1.1.2.2 Verbreitung von diversitätsgenerierenden Retroelementen 

Der potentielle Nutzen einer beschleunigten Proteinevolution durch das DGR könnte auch in 

anderen Organismen Verwendung finden. Um die Verbreitung von DGRs zu untersuchen, 

wurde zunächst von Hand und später durch das bioinformatische Programm DiGReF 

(ĂDiversity Gerating Retroelement Finderñ) nach weiteren Vertretern gesucht (Doulatov et al. 

2004; Schillinger et al. 2012). Durch DiGReF konnten 155 DGRs in den öffentlichen Sequenz-

datenbanken identifiziert werden. Diese wurden am häufigsten in den Genomen von Bakterien, 

aber auch in Phagen und Plasmiden vorgefunden. Da über 6000 Genome von Prokaryoten 

und Phagen auf die Präsenz von DGRs untersucht wurden, erscheint die Anzahl der 

identifizierten DGRs (< 3 %) gering (Schillinger et al. 2012). Eine mögliche Ursache stellen die 

konstanten Kultivierungsbedingungen der sequenzierten Stämme dar. Diesen fehlt infolge ein 

Anpassungsdruck auf sich ändernde Umweltbedingungen. Dadurch wird das DGR nicht 

benötigt und könnte als genomischer Ballast entfernt werden. Etwas Vergleichbares konnte 

für Virulenzfaktoren in kultivierten Bakterien der Gattung Shigella beobachtet werden (Chosa 

et al. 1989). Daher wurde die Suche nach DGRs auf Metagenomdatenbanken ausgeweitet, 

wobei Hinweise auf eine stärkere Verbreitung unter natürlichen Bedingungen gefunden 

wurden (Schillinger & Zingler 2012; Ye 2014). 
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1.1.3 Zielsetzung 

Ein bioinformatischer Ansatz zur Identifizierung von DGRs in öffentlichen Sequenz-

datenbanken konnte zeigen, dass nur 6,5 % (9) der analysierten Cyanobakterien mit DGRs 

assoziiert sind (Schillinger et al. 2012). Im Hinblick auf den potentiellen Nutzen einer 

beschleunigten Proteinevolution durch das DGR scheint dieser Prozentsatz sehr gering. Eine 

Hypothese verbindet das geringe Vorkommen mit den konstanten Kultivierungsbedingungen 

der sequenzierten Stämme (Schillinger & Zingler 2012). Unter diesen Bedingungen werden 

DGRs nicht benötigt und könnten als genomischer Ballast entfernt werden. 

Durch eine Kooperation mit der Abteilung Pflanzenökologie & Systematik (TU Kaiserslautern) 

ergab sich die Möglichkeit die oben genannte Hypothese experimentell zu überprüfen und 

neue DGRs zu identifizieren. Dafür sollte ein PCR-Screening etabliert werden, welches DGRs 

in kultivierten Cyanobakterien systematisch und effizient erfassen kann. Um die komplette 

Sequenz der identifizierten DGRs zu erhalten, sollte zudem die inverse PCR als 

nachgeschaltete Methode getestet werden. 

Ein weiteres Ziel dieser Arbeit war es einen Eindruck zu bekommen, wie Häufig eine 

Diversifizierung der VR in bakteriellen DGRs auftritt. Dafür sollte die Aktivität der identifizierten 

DGRs über einen längeren Zeitraum beobachtet werden. Eine beobachtete Aktivität würde 

zudem zeigen, dass auch die einzelnen Komponenten funktionsfähig sind, was für weitere 

Untersuchungen an diesen Komponenten sinnvoll wäre. 

Eine dieser Untersuchungen beschäftigte sich mit der Templat RNA, welche bereits als mobile 

Komponente für den Sequenztransfer identifiziert wurde und für die eine weitere Funktion als 

Endonuklease postuliert wurde (Guo et al. 2008; Guo et al. 2011). Diese Funktion würde durch 

die Struktur vermittelt werden, die bislang jedoch für keine Templat RNA aufgeklärt wurde. 

Daher sollte die Templat RNA-Struktur eines aktiven DGRs als weiteres Ziel dieser Arbeit 

bestimmt werden. Dafür mussten zunächst die Transkriptenden der Templat RNA identifiziert 

werden. Anschließend bot sich für die Strukturaufklärung eine Kombination aus 

bioinformatischer Berechnung und experimentell erlangten Daten an. Ausgehend von der 

Struktur könnten anschließende Analysen Strukturelemente aufzeigen, die für eine spezifische 

Bindung zur DGR-kodierten RT benötigt werden und/oder der Templat RNA eine katalytische 

Aktivität verleihen. 

  



Material und Methoden | 12 
  

2 Material und Methoden 

2.1 Material 

2.1.1 Chemikalien 

Chemikalien wurden im molekularbiologischen Grad von folgenden Firmen erworben: Sigma-

Aldrich (Steinheim), AppliChem (Darmstadt), New England Biolabs (NEB) (Frankfurt a. M.), 

Serva (Heidelberg), Roth (Karlsruhe), Fluka (Deisenhofen), Merck (Darmstadt), ChemSolute 

(Renningen), Roche (Mannheim) und Invitrogen (Darmstadt). [32P]-markierte Radionuklide 

wurden von PerkinElmer (Baesweiler) und Hartmann Analytik (Braunschweig) bezogen. 

2.1.2 Enzyme 

DNA und RNA modifizierende Enzyme wurden von folgenden Herstellern bezogen und nach 

deren Angaben verwendet: New England Biolabs (NEB) (Frankfurt a. M.), Roche (Mannheim), 

Bioline (Luckenwalde), Epicentre (USA), Fisher Scientific (Schwerte) und Invitrogen 

(Darmstadt). 

2.1.3 Geräte 

Eine Auswahl der verwendeten Geräte ist in Tabelle 2 zusammengestellt. 

Tabelle 2. Verwendete Geräte 

Gerät Hersteller 

Cyclone Phosphor Imager PerkinElmer Inc, Rodgau 

Gel iX Imager 

Geldokumentationssystem 

Intas Science Imaging Instruments GmbH, 

Göttingen 

Innova Incubation Shaker 44/44R New Brunswick/Eppendorf AG, Hamburg 

Kühlmikrozentrifuge 5415R Eppendorf AG, Hamburg 

MyCycler Thermocycler Bio-Rad Laboratories GmbH, München 

Qubit 1.0 Fluorometer Invitrogen/Life Technologies GmbH, Darmstadt 

Vortex-Schüttler VF2 IKA-Werke GmbH & Co. KG, Staufen 
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2.1.4 Kit-Systeme 

Die Kit-Systeme sind in Tabelle 3 aufgelistet und wurden nach Herstellerangaben verwendet. 

Tabelle 3. Verwendete Kit-Systeme 

2.1.5 Bakterienstämme 

Die in der Arbeit verwendeten Bakterienstämme sind in Tabelle 4 beschrieben 

Tabelle 4. Verwendete Bakterienstämme 

 

Kit-System Hersteller 

High Pure RNA Isolation Kit for total RNA Roche Diagnostics GmbH, Mannheim 

HiYield® Plasmid Mini Kit Süd-Laborbedarf GmbH, Gauting 

NEBlot® Kit New England Biolabs GmbH, Frankfurt a. M. 

NucleoSpin® Gel and PCR Clean-up Macherey-Nagel, Düren 

QIAquick Nucleotide Removal Kit Qiagen, Hilden 

Stamm Eigenschaften Referenz 

Nostoc sp. 

PCC7120 
Wildtyp 

Sammlung von 

Algenkulturen, Göttingen 

(SAG 25.82) 

Anabaena 

flos-aquae 
Wildtyp 

Pflanzenökologie & 

Systematik, TU 

Kaiserslautern (BB 97.35) 

DH5Ŭ T1R 

F' ű80lacZȹM15 ȹ(lacZYA-argF)U169 

recA1 endA1 hsdR17(rk-,mk+) phoA 

supE44 ɚ- thi-1 gyrA96 relA1 tonA 

Invitrogen/ Life 

Technologies GmbH, 

Darmstadt 

BL21 (DE3) 

fhuA2 [lon] ompT gal (ɚ DE3) [dcm] æhsdS 

ɚ DE3 = ɚ sBamHIo æEcoRI-B 

int::(lacI::PlacUV5::T7 gene1) i21 ænin5 

New England Biolabs 

GmbH, Frankfurt 

T7 Express 

fhuA2 lacZ::T7 gene1 [lon] ompT gal 

sulA11 R(mcr-73::miniTn10--TetS)2 [dcm] 

R(zgb-210::Tn10--TetS) endA1 ȹ(mcrC-

mrr)114::IS10 

New England Biolabs 

GmbH, Frankfurt 
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Für sämtliche Klonierungen wurde der Escherichia coli (E. coli)-Stamm DH5Ŭ verwendet. Die 

Stabilitätstests wurden zudem mit den E. coli-Stämmen BL21(DE3) und T7 Express 

durchgeführt. 

2.1.6 Medien 

Die in der Arbeit verwendeten Medien sind in Tabelle 5 aufgeführt. 

Tabelle 5. Verwendete Medien 

 

Die Medien wurden anschließend autoklaviert. Um LB-Agar zu erzeugen, wurden vor dem 

autoklavieren 15 g Agar/L zu dem LB-Medium hinzugefügt. Das LB-Medium/Agar wurde für 

E. coli, das BG11-Medium für Nostoc sp. PCC7120 und das Z-Medium für Anabaena flos-

aquae verwendet. Für die Medien der Cyanobakterien wurden separat 

Spurenelementlösungen angesetzt (Tabelle 6). 

LB Medium Z-Medium BG11-Medium 

10 g Trypton 21.0 mg Na2CO3 1.5 g NaNO3 

5 g Hefeextrakt 6.42 mg Fe(III)-EDTA 40 mg K2HPO4 3H2O 

10 g NaCl 25.0 mg MgSO4 7H2O 75 mg MgSO4·7H2O 

Ad. 1l dH2O 31.0 mg K2HPO4 36 mg CaCl2·2H2O 

 59.0 mg Ca(NO3)2 4H2O 6 mg Citronensäure 

 467.0 mg NaNO3 1 mg Na2EDTA 

 0.08 ml/l Spurenelementlösung1 6 mg Ammoniumeisen(III)-citrat 

 Ad. 1l dH2O 20 mg Na2CO3 

  1ml/l Spurenelementlösung2 

  Ad. 1l dH2O 
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Tabelle 6. Spurenelementlösungen der Medien (100 ml) 

2.1.7 Lösungen und Puffer 

Die verwendeten Lösungen und Puffer sind nachfolgend genannt und wurden, wenn möglich, 

nach dem Ansetzen autoklaviert bzw. sterilfiltriert (Porengröße 0,2 µm). 

 

Komponente H. Gaffron1 (Z-Medium) Kuhl & Lorenzen2 (BG11-Medium) 

H3BO3 310.0 mg 6.1 mg 

MnSO4·H2O 16.9 mg 16.9 mg 

Na2WO4·2H2O 3.3 mg  

(NH4)6Mo7O24·4H2O 8.8 mg 1.25 mg 

KBr 11.9 mg  

KJ 8.3 mg  

ZnSO4·7H2O 28.7 mg 28.7 mg 

Cd(NO3)2·4H2O 15.4 mg  

Co(NO3)2·6H2O 14.6 mg  

CuSO4·5H2O 12.5 mg 0.25 mg 

NiSO4(NH4)2SO4·6H2O 19.8 mg  

Cr(NO3)3·7H2O 3.7 mg  

VOSO4·2H2O 2.0 mg  

Al2(SO4)3K2SO4·24H2O 47.4 mg  
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DNA-Ladepuffer (6x) PAGE-Elutionspuffer TAE-Puffer (50x) 

0.15 % Farbstoff 0.3 M NaCl 2 M Tris-Acetat 

50 mM Tris, pH 7.6 10 mM MOPS, pH 6.0 0.1 M Na2EDTA, pH 8.2 

60 % Glycerol 1 mM Na2EDTA, pH 8.0  

10 mM EDTA  TBE-Puffer (10x) 

 PAGE-Ladepuffer (2x) 0.89 M Tris 

Faltungsmix (3x) 40 µl Saccharose (50 %) 0.89 M Borsäure 

333 mM HEPES, pH 8.0 10 µl TBE (10x) 20 mM Na2EDTA, pH 8.3 

50 mM MgCl2 10 µl XC (2 %)  

333 mM NaCl 40 µl DEPC-H2O TE-Puffer (0.5x) 

 400 µl Formamid 5 mM Tris-HCl 

KCM-Puffer (5x) 55 µl EDTA (0,5 M) 0.5 mM EDTA, pH 8.0 

10 ml KCl (1 M) 5 min auf 65 °C erhitzen  

3 ml CaCl2 (1 M) bei 4 °C lagern TSB-Puffer 

5 ml MgCl2 (1 M)  5 ml LB (2x) 

Ad. 20 ml dH2O PBS-Puffer 1 g PEG 3350 

 137 mM NaCl 1 ml MgCl2 (100 mM) 

Lysepuffer 6.5 mM Na2HPO4 1ml MgSO4 (100 mM) 

4 M Guanidinthiocyanat 1.5 mM K2HPO4 0,5 ml Dimethylsulfoxid 

20 mM Na-Acetat, pH 5,2 2.7 mM KCl Ad. 10 ml H2O 

0,1 mM DTT pH 7.4  

0,5 % N-Lauryl-Sarcosin  Transkriptionspuffer (10x) 

bei 65 °C lösen RNA-Ladepuffer 0.15 M MgCl2 

vor gebrauch 10 µl/ml 15 µl MOPS (10x) 0.4 M Tris-HCl 

ß-Mercaptoethanol zugeben 25 µl Formaldehyd (37 %) 0.02 M Spermidin 

 50 µl Formamid 0.05 M DTT 

MOPS-Puffer (10x) 10 µl Glycerin/ Ad. 10 ml DEPC-H2O 

200 mM MOPS Bromphenolblau  

50 mM Na-Acetat 5 µl Ethidiumbromid Saure Stopp-Lösung 

10 mM Na2EDTA  85 % Formamid 

pH 6.8 (NaOH) SSC-Puffer (20x) 0,5x TBE 

Add. 0.1 % DEPC 3 M NaCl 50 mM EDTA, pH 8.0 

37 °C Übernacht inkubieren 0.3 M Natriumcitrat, pH 7.0 Bromphenolblau 
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2.2 Methoden 

2.2.1 Arbeiten mit Bakterien 

2.2.1.1 Kultivierung von Escherichia coli 

Bakterien wurden in Luria-Bertani (LB)-Medium bzw. LB-Agarplatten bei 37 °C kultiviert 

(Bertani 1951). Um selektive Wachstumsbedingungen für transformierte Bakterien zu 

schaffen, wurden Medium und Platten mit Ampicillin (Endkonzentration: 100 µg/ml) oder 

Kanamycin (Endkonzentration: 50 µg/ml) versetzt. Flüssigkulturen wurden ÜN bei 37 °C und 

180 rpm auf einem Schüttler inkubiert. Kulturen auf Nährboden wurden ebenfalls ÜN bei 37 °C 

inkubiert. Um eine Lagerung der Bakterien über längere Zeit zu ermöglichen, wurden 

Glycerolstocks hergestellt. Dafür wurden 500 µl einer flüssigen ÜN-Kultur mit 500 µl sterilem 

Glycerol (15 %) vermischt. Die Glycerolstocks wurden bei -80 °C gelagert. 

Stabilitätstest zur Untersuchung von heterolog exprimierten DGRs: 

Transformanten, welche mit dem REBVA (Kap. 2.2.2.4) analysiert werden sollten, wurden 

zuvor einem Stabilitätstest unterzogen. Bei diesem Test wurden die Bakterien eine Woche 

über in Kultur gehalten. Für eine bessere Fitness der Bakterien, wurden diese maximal bis zu 

einer OD600 ~ 0,8 wachsen gelassen und so der Übergang in die stationäre Phase verhindert. 

Die Bakterien wurden morgens und abends in frisches LB-Medium überimpft (~ 1/1000) und 

währenddessen Proben entnommen. Tagsüber (~ 8 h) wurden die Bakterien bei 37 °C und 

nachts (~ 16 h) bei 30 °C wachsen gelassen. Nach der Plasmidisolierung wurden die Proben 

auf einem Agarosegel auf ihre Stabilität untersucht. 

2.2.1.2 Kultivierung von Cyanobakterien 

Cyanobakterienstämme wurden in Erlenmeyerkolben bei 22 °C und einer Bestrahlungsstärke 

von 90-100 µE/m²*s auf einem Schüttler bei 120 rpm kultiviert. Dabei wurde eine OD750 von 

0,5 bis 0,8 eingestellt. Der Stamm Nostoc sp. PCC7120 wurde mit BG11-Medium (Stanier et 

al. 1971) und der Stamm Anabaena flos-aquae mit Z-Medium (Staub 1961) kultiviert. 

Stressbedingungen für Transkriptlevel-Analysen: 

Für die Generierung der Stressbedingungen wurden 50 ml Cyanobakterien (OD750 ~ 0.6) für 

3 Stunden bzw. 24 Stunden einer der folgenden Bedingungen ausgesetzt: Referenz (22 °C), 

Kältestress (4 °C), Hitzestress (37 °C), Stress durch reaktive Sauerstoffspezies (ROS) (5-

10 mM H2O2), Dunkelstress und Salzstress (50-250 mM NaCl). 
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2.2.2 Arbeiten mit DNA 

2.2.2.1 Klonierungen 

Für die Herstellung von Plasmiden wurden die DNA-Fragmente von Interesse über die 

Polymerasekettenreaktion (polymerase chain reaction, PCR) amplifiziert und auf einem 

Agarosegel analysiert (Mullis et al. 1986). Die amplifizierten DNA-Fragmente wurden in 

Vektoren ligiert und anschließend in den Klonierungsstamm DH5Ŭ transformiert. Positive 

Transformanten wurden über Kolonie-PCR identifiziert und anschließend sequenziert. 

2.2.2.1.1 Präparative PCR 

Für die präparative PCR wurde mit der Phusion DNA-Polymerase (Fisher Scientific, Schwerte) 

nach Herstellerangaben gearbeitet, da diese über eine Korrekturlesefunktion verfügt. Der 

Reaktionsansatz der PCR (20 µl) setzt sich aus den Primern (je 250 nM), dem Templat (z.B. 

gDNA), dNTPs (je 250 µM), der Phusion DNA-Polymerase (0,5 U) und 1x Phusion-Puffer (GC) 

zusammen. Der Reaktionsansatz wurde im MyCycler (Bio-Rad, München) mit einem 

angepassten Thermoprofil inkubiert. 

 

Thermoprofil für die präparative PCR 

Anfängliche Denaturierung der DNA 98 °C 5 min 

Exponentelle Amplifikation (25 Zyklen):   

Denaturierung der DNA 98 °C 30 sec 

Annealing der Primer 50-60 °C 25 sec 

Primer-Elongation mit der Phusion 72 °C 15-30 sec/kb 

Finale DNA-Elongation 72 °C 10 min 

 

Für schwer zu klonierende Konstrukte wurden Primer verwendet die am 5´-Ende über 

Erkennungssequenzen für Restriktionsenzyme verfügen. Das geschnittene PCR-Produkt 

konnte über die Überhänge gerichtet in den Vektor ligiert werden, was die Effizienz der Ligation 

erhöht (Kap. 2.2.2.1.5). 
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2.2.2.1.2 Agarose-Gelelektrophorese von DNA 

Zur Auftrennung der PCR-Produkte wurden Agarosegele verwendet. Diese eignen sich durch 

ihre Porengröße für die Auftrennung von Nukleinsäuren in einem Bereich von 0,5 bis 25 kb. 

Das verwendete Standard-Gel setzt sich aus 1 % Agarose, gelöst in 1x TAE-Puffer und einer 

Ethidiumbromid-Konzentration von 0.3 µg/ml zusammen. Dabei wird das Ethidiumbromid erst 

nach dem Aufkochen hinzugegeben. Die Proben wurden mit DNA-Ladepuffer versetzt und die 

Größe der Fragmente durch Vergleich mit einem parallel gelaufenen Marker bestimmt. Als 

Marker wurden entweder 0.5 Õg pro Spur des ĂDNA Ladder 1 kbñ oder des ĂDNA Ladder 

100 bpñ (NEB, Frankfurt) verwendet. Die Elektrophorese wurde bei einer konstanten 

Spannung von 100 V in 1x TAE-Laufpuffer durchgeführt. Analysiert wurden die Gele in einem 

Geldokumentationssystem (Intas, Göttingen). 

2.2.2.1.3 Aufreinigung von DNA aus PCR-Produkten und Agarosegelen 

Die Aufreinigung der DNA wurde mit dem ĂNucleoSpin Gel and PCR Clean-up Kitñ (Macherey-

Nagel, Düren) nach Herstellerangaben durchgeführt. Dabei wurde ja nach Zustand der 

analysierten PCR-Produkte auf dem Agarosegel in PCR-Aufreinigung (eine diskrete Bande) 

und Gelextraktion (mehrere PCR-Produkte) unterschieden. Anschließend wurde die 

Konzentration der DNA fluorometrisch mit dem Qubit 1.0 (Invitrogen, Darmstadt) bestimmt. 

2.2.2.1.4 Restriktionsverdau von DNA 

Damit das amplifizierte und aufgereinigte DNA-Fragment (Insert) in einen Vektor ligiert werden 

kann, muss dieser linearisiert vorliegen und über geeignete Enden verfügen. Wurde das Insert 

mit der Phusion DNA-Polymerase (Fisher Scientific, Schwerte) erzeugt, liegt dieses mit glatten 

Enden vor. Im Normalfall wurde daher nur der Vektor (pBSK) mit einem Restriktionsenzym 

geschnitten, das glatte Enden produziert (EcoRV). Wurden in der PCR Primer mit zusätzlich 

angefügten Erkennungssequenzen für Restriktionsenzyme verwendet, kann das PCR-Produkt 

einem doppelten Restriktionsverdau unterzogen werden und die Ligation gerichtet stattfinden. 

Die verwendeten Restriktionsenzyme wurden nach Herstellerangaben verwendet. Dabei 

wurde darauf geachtet, dass nicht mehr als fünffach überverdaut wurde. Das bedeutet 

1 µg DNA wurde maximal mit 5 U eines NEB-Enzyms für eine Stunde bei der geeigneten 

Inkubationstemperatur mit dem empfohlenen Puffer inkubiert. Bei einem doppelten 

Restriktionsverdau muss zudem darauf geachtet werden, dass beide Enzyme in dem 

verwendeten Puffer arbeiten können. Der Restriktionsverdau wurde anschließend auf einem 

Agarosegel gegen die unverdaute Probe aufgetragen, analysiert und im geeigneten Fall aus 

dem Gel extrahiert (Kap. 2.2.2.1.2). 
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2.2.2.1.5 Ligation von Insert und Vektor 

Für die Ligation des geschnittenen Vektors mit dem Insert, wurde die T4 DNA-Ligase (NEB, 

Frankfurt) nach Herstellerangaben verwendet. Für einen 20 µl Ligationsansatz wurden 

~ 100 ng DNA, bestehend aus Vektor und Insert, mit 400 U der T4 DNA-Ligase und 1x Ligase-

Puffer zusammengegeben. Dabei wurde ein molares Verhältnis von 1 zu 3 (Vektor: Insert) 

eingestellt. Anschließend wurde der Ligationsansatz ÜN bei 16 °C inkubiert. 

2.2.2.1.6 Transformation in Escherichia coli 

Damit E. coli Fremd-DNA aufnimmt, wurden die Zellen KCM-Kompetent gemacht. Dafür wurde 

1 ml ÜN-Kultur in 100 ml frisches LB-Medium überimpft und bis zu einer OD600 = 0.5 wachsen 

gelassen. Danach wurden die Zellen zentrifugiert, das Pellet in 7.5 ml vorgekühltem TBS-

Puffer resuspendiert und auf Eis für eine Stunde inkubiert. Anschließend wurden die Zellen 

aliquotiert (100 µl) und nach einem Gefrierschritt in flüssigem Stickstoff bei -80 °C gelagert. 

Für die KCM-Transformation wurden die KCM-Kompetenten Zellen auf Eis aufgetaut und 

100 µl Transformationslösung, bestehend aus 10 ng DNA bzw. dem Ligationsansatz (Kap. 

2.2.2.1.5) in 1x KCM-Puffer, hinzugegeben. Die Bakterien mit der Transformationslösung 

wurden für 20 Minuten auf Eis und anschließend 10 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. 

Danach wurde 1 ml LB-Medium hinzugefügt und die Bakterien für eine Stunde bei 37 °C und 

180 rpm wachsen gelassen. In dieser Zeit konnten die Bakterien ihre Antibiotikaresistenz 

ausbilden. Anschließend wurde die Lösung auf Agarplatten mit entsprechendem Antibiotikum 

ausplattiert (100 µl) und ÜN bei 37 °C wachsen gelassen. 

2.2.2.1.7 Kolonie-PCR 

Da eine Ligation mit glatten Enden nicht gerichtet verläuft und die Möglichkeit einer Religation 

des Vektors hoch ist, wurden die Transformanten mit einer Kolonie-PCR auf das Insert 

getestet. Dabei wurden die Bakterienkolonien direkt zum Reaktionsansatz gegeben und 

parallel auf einer numerierten Agarplatte ausgestrichen. Für diese anayltische PCR wurde die 

MyTaq DNA-Polymerase (Bioline, Luckenwalde) nach Herstellerangaben verwendet. Die 

vektorspezifischen-Primer TS3 und TS43 wurden für Inserts unter 1000 bp eingesetzt. Die 

Komponenten des PCR-Ansatzes (20 µl) setzen sich aus dem Templat (Kolonie), TS3 und 

TS43 (je 250 nM), der myTaq DNA-Polymerase (0,04 U) und 1x MyTaq-Puffer (mit 1 mM 

dNTPs) zusammen. Der PCR-Ansatz wurde im MyCycler (Bio-Rad, München) mit dem 

folgenden Thermoprofil inkubiert. Positive Transformanten konnten gelelektrophoretisch 

identifiziert und der Agarplatte zugeordnet werden (Kap. 2.2.2.1.2). 
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2.2.2.1.8 Plasmidisolation 

Die in der Kolonie-PCR identifizierten positiven Transformanten wurden in frisches LB-Medium 

überimpft und ÜN bei 37 °C wachsen gelassen. Aus der ÜN-Kultur wurden die Plasmide mit 

dem ĂHiYieldÈ Plasmid Mini Kitñ (Süd-Laborbedarf GmbH, Gauting) isoliert. 

2.2.2.1.9 Sequenzierungen 

Für die Sequenzierung von isolierten Plasmiden oder PCR-Produkten, wurden 1 µg DNA in 

10 µl dH2O gelöst und mit 2 µl einer 10 mM Primerlösung zu der Firma LGC Genomics GmbH 

(Berlin) geschickt. Standard-Sequenzierungen wurden mit den vektorspezifischen-Primern 

TS3 (T7-Promotorsequenz) und TS43 (T3-Promotorsequenz) durchgeführt. 

2.2.2.2 Cyanobakterielles Screening auf die DGR-kodierte RT 

Für die PCR des Screenings wurden ganze Zellen der Cyanobakterien als Templat eingesetzt. 

Diese wurden von Prof. Büdel (Pflanzenökologie & Systematik, TU Kaiserslautern) zur 

Verfügung gestellt und befanden sich zunächst in den entsprechenden Wachstumsmedien. 

Daher wurden die Cyanobakterien zentrifugiert (8000 rpm, 5 min) und in einer geeigneten 

Menge dH2O resuspendiert. Für die Amplifikation der RT wurde ein PCR-Ansatz (20 µl) 

bestehend aus der Cyanobakteriensuspension (3 µl), den Primern NZ112 und NZ114 (je 

5 µM), der MyTaq DNA-Polymerase (0,04 U) (Bioline, Luckenwalde) und 1x MyTaq-Puffer (mit 

1 mM dNTPs) zusammengestellt. Kontrollen auf DNA-Kontamination (Wasserkontrolle) und 

einen erfolgreichen Aufschluss der Zellen (16S rDNA-Kontrolle) wurden parallel durchgeführt. 

Die PCR auf die 16S rDNA weicht von der PCR auf die RT durch die Verwendung anderer 

Primer (je 500 nM von PM24 und PM57), sowie einer höheren Annealingtemperatur (55 °C) 

ab. Die Reaktionslösungen wurden im MyCycler (Bio-Rad, München) mit Gradientenfunktion 

nach dem folgenden Thermoprofil inkubiert und die PCR-Produkte auf einem Agarosegel 

analysiert (Kap. 2.2.2.1.2), sowie teilweise sequenziert (Kap. 2.2.2.1.9). 

Thermoprofil der Kolonie-PCR 

Bakterielle Lyse und anfängliche Denaturierung der DNA 95 °C 8 min 

Exponentelle Amplifikation (25 Zyklen):   

Denaturierung der DNA 95 °C 15 sec 

Annealing der Primer 50-60 °C 15 sec 

Primer-Elongation mit der myTaq 72 °C 10 sec/kb 

Finale DNA-Elongation 72 °C 5 min 
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Thermoprofil des cyanobakteriellen Screenings für die Amplifikation der RT 

Bakterielle Lyse und anfängliche Denaturierung der DNA 95 °C 5 min 

Exponentelle Amplifikation (25 Zyklen):   

Denaturierung der DNA 95 °C 15 sec 

Annealing der Primer 42 °C 15 sec 

Primer-Elongation mit der myTaq 72 °C 10 sec 

Finale DNA-Elongation 72 °C 5 min 

2.2.2.3 Inverse PCR 

Die Sequenz des kompletten DGR-Elements aus dem Cyanobakterium Anabaena flos-aquae 

wurde mittels inverser PCR identifiziert (Ochman, Gerber & Hartl 1988). Dafür wurde zunächst 

genomische DNA (gDNA) isoliert, mit einem Restriktionsenzym geschnitten und intramolekular 

ligiert. Die entstehende zirkuläre DNA wurde über Touchdown-PCR amplifiziert. 

2.2.2.3.1 Phenol-Chloroform-Extraktion von Nukleinsäuren 

Für die Phenol-Chloroform-Extraktion wurden 50 ml einer cyanobakteriellen Kultur 

(OD750 ~ 0,5) für 10 Minuten zentrifugiert (9.500 rpm, 4 °C), das Zellpellet in 10 ml vorgekühltem 

PBS-Puffer resuspendiert und wieder für 10 Minuten gewaschen (9.500 rpm, 4 °C). Das 

gewaschene Zellpellet wurde in 1 ml kaltem PBS-Puffer gelöst, 2 ml Lysepuffer und 0,4 g 

Glasperlen (0,25 mm Durchmesser) hinzugegeben und der Aufschluss mittels Vortex-Schüttler 

(IKA-Werke, Staufen) begünstigt. Nach dem Zellaufschluss erfolgte die Zugabe des gleichen 

Volumens Phenol-Chloroform-Isoamylalkohol (25:24:1) pH 8,0. Durch nachfolgendes vortexen 

entstehen eine wässrige und eine organische Phenol-Phase. In der wässrigen Phase sind die 

polaren Nukleinsäuren gelöst, wobei sich die Proteine zwischen den Phasen (Interphase) 

ansammeln. Die wässrige Phase wurde abgenommen und die Phenol-Chloroform-Extraktion 

sooft wiederholt, bis keine Interphase mehr zu erkennen war. Für eine reine RNA-Extraktion 

wurde saures Phenol verwendet (Kap. 2.2.3.1.1). 

An die Extraktion wurde im Anschluss eine Ethanol-Präzipitation angefügt. Dazu wurde die 

Nukleinsäurelösung mit 0.1 Vol. 3 M Natriumacetatlösung (pH 5,5) und ~ 3 Vol. 100 % Ethanol 

versetzt, invertiert und bei -80 °C für 1 Stunde gefällt. Anschließend wurden die Nukleinsäuren 

pelletiert (30 Minuten, 12.300 rpm, 4 °C), mit 500 µl 70 % Ethanol gewaschen (20 Minuten, 

12.300 rpm, 4 °C) und an der Luft getrocknet. Das Pellet wurde in dH2O bzw. DEPC-H2O 

resuspendiert und die Konzentration fluorometrisch mit dem Qubit 1.0 (Invitrogen, Darmstadt) 

bestimmt. Die Lagerung der Nukleinsäuren erfolgte bei -80 °C. 
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2.2.2.3.2 Restriktionsverdau der Inversen PCR 

Für die inverse PCR wurde 1 µg der gDNA aus Anabaena flos-aquae mit 50 U des EcoRI-HF 

Restriktionsenzyms (NEB) in 100 µl 1x NEBuffer4 bei 37 °C für eine Stunde inkubiert. 

Anschließend wurde das Enzym Hitzeinaktiviert (65 °C, 20 Minuten). 

2.2.2.3.3 Intramolekulare Ligation 

Die linearisierte DNA des Restriktionsverdaus (Kap. 2.2.2.3.2), wurde mit 2000 U der T4 DNA-

Ligase (NEB, Frankfurt) in 2 ml 1x Ligase-Puffer ligiert. Dabei wird durch die starke 

Verdünnung eine intramolekulare Ligation favorisiert. Der Ligationsansatz wurde ÜN bei 16 °C 

inkubiert, die DNA mittels Phenol-Chloroform-Extraktion aufgereinigt und in 160 µl dH2O 

resuspendiert (Kap. 2.2.2.3.1). 

2.2.2.3.4 Touchdown-PCR 

In den vorhergehenden Schritten wurde zirkuläre DNA aus gDNA von Anabaena flos-aquae 

hergestellt. Darunter befindet sich auch der DNA-Abschnitt der sequenzierten RT (Kap. 

2.2.2.2) mit unbekanntem, flankierendem Bereich. Dieser Bereich wurde durch das 

verwendete Restriktionsenzym (EcoRI) vorgegeben. Um ihn amplifizieren zu können, wurden 

außwärts orientierte Primer für die bekannte RT-Sequenz entworfen. Der Reaktionsansatz der 

PCR (20 µl) besteht aus den Primern PM21 und PM22 (je 250 nM), zirkulärer DNA (~ 30 ng), 

DMSO (3 % finale Konzentration), dNTPs (je 250 µM), der Phusion DNA-Polymerase (0,5 U) 

(Fisher Scientific, Schwerte) und 1x Phusion-Puffer (GC). Der Reaktionsansatz wurde im 

MyCycler (Bio-Rad, München) mit dem Thermoprofil der Touchdown-PCR inkubiert. Diese 

verwendet eine hohe anfängliche Annealingtemperatur, die in den folgenden Amplifikations-

zyklen abnimmt. Dadurch wird die Amplifikation unspezifischer Sequenzen verringert. Das 

erhaltene PCR-Produkt wurde anschließend kloniert und sequenziert (Kap. 2.2.2.1). 

 

Thermoprofil der Touchdown-PCR 

Anfängliche Denaturierung der DNA 98 °C 5 min 

Exponentelle Amplifikation (30 Zyklen): 

Die Annealingtemperatur der ersten 20 Zyklen verringert sich um 0.5 °C/Zyklus 

Denaturierung der DNA 98 °C 30 sec 

Annealing der Primer 60 °C (bis 50 °C) 25 sec 

Primer-Elongation mit der Phusion 72 °C 3 min 

Finale DNA-Elongation 72 °C 10 min 
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2.2.2.4 Restriktionsenzym-basierter Variabilitäts-Assay 

Der Restriktionsenzym-basierte Variabilitäts-Assay (REBVA) wurde zur Bestimmung der 

Aktivität von diversitätsgenerierenden Retroelementen (DGRs) verwendet (Liu et al. 2002). Für 

den REBVA wird ein potentiell mutierter Sequenzbereich alternierend restriktionsverdaut 

(Kap. 2.2.2.1.4) und amplifiziert (Kap. 2.2.2.1.1). Die Amplifikation ist nur bei einer mutierten 

Erkennungssequenz möglich, die das Restriktionsenzym nicht schneiden konnte. Durch DGR-

Aktivität können nur bestimmte variable Positionen in einer variablen Region (VR) mutiert 

werden, die mit Adeninen in einem Templat Repeat (TR) korrelieren. Die verwendeten 

Restriktionsenzyme, deren Erkennungssequenzen und die analysierten variablen Positionen, 

sind für die untersuchten DGRs in Tabelle 7 zusammengefasst. 

Tabelle 7: Verwendete Restriktionsenzyme innerhalb des REBVA 

DGR Restriktionsenzym Erkennungssequenz Variable Positionen 

Nostoc sp. 

PCC7120 
SacI 

5ËéGAGCTŹCé3Ë 

3ËéCŷTCGAGé5Ë 

VR 5ËéGAGCTCé3Ë 

TR 5ËéGAACAAé3´ 

Anabaena 

flos-aquae 
AclI 

5ËéAAŹCGTTé3Ë 

3ËéTTGCŷAAé5Ë 

VR 5ËéAACGTTé3Ë 

TR 5ËéAACAATé3´ 

Treponema  

denticola 
PvuII 

5ËéCAGŹCTGé3Ë 

3ËéGTCŷGACé5Ë 

VR 5ËéCAGCTGé3Ë 

TR 5ËéCAGCTGé3´ 

 

Für die Amplifikation wurden zwei ineinander verschachtelte Primerpaare verwendet (nested 

PCR). Für Nostoc sp. PCC7120 wurden die Primerpaare PM73/TS69 und PM125/PM82, für 

Anabaena flos-aquae die Primerpaare PM58/PM59 und PM42/PM49 und für Treponema 

denticola die Primerpaare PM5/PM25 und PM55/PM56 verwendet. 

Für jeden REBVA wurden schätzungsweise 107 Zellen eingesetzt. Die zugrundeliegende 

Berechnung ist am Beispiel des Cyanobakteriums Nostoc sp. PCC7120 dargestellt: 

1 x 10-7 g/ (7200000 bp x 650 Da) = 0,021 fmol 

0,021 fmol x 6 x 1023 (Avogadro-Konstante) = 1,3 x 107 Moleküle 

Dabei beziehen sich die 10-7 g auf die eingesetzte Menge genomischer DNA, die 7200000 bp 

beziehen sich auf die Genomgröße von Nostoc sp. PCC7120 (Kaneko et al. 2001) und die 

650 Da beziehen sich auf das durchschnittliche Molekulargewicht eines DNA-Basenpaars. Für 

Anabaena flos-aquae wurde mit der Genomgröße des verwandten Cyanobakteriums 

Anabaena variabilis (7,1 Mbp) (Thiel et al. 2014) und für Escherichia coli K-12 (heterologe 

Expression) wurde mit einer Genomgröße von 4,6 Mbp gerechnet (Blattner et al. 1997).  
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2.2.3 Arbeiten mit RNA 

Um eine Degradation der RNA durch RNasen zu vermeiden, wurden Handschuhe getragen 

und auf Eis gearbeitet. Zudem wurden hitzestabile Materialien 6 Stunden bei 220 °C gebacken 

und hitzelabile Materialien für 3 Stunden in 3 % (v/v) H2O2 inkubiert. Lösungen wurden ÜN mit 

0,1 % (v/v) Diethylpyrocarbonat (DEPC) bei 37 °C behandelt. Um DEPC zu inaktivieren, wurde 

die Lösung im Anschluss autoklaviert. 

2.2.3.1 Northern-Blot-Experimente 

Diese Methode dient zum Nachweis von spezifischen Transkripten in einer RNA-Probe. 

Zunächst wurde Gesamt-RNA Isoliert, gelelektrophoretisch aufgetrennt und auf eine Nylon-

membran transferiert. Im Anschluss wurde die RNA-Spezies von Interesse über Hybridisierung 

mit einer komplementären Gensonde spezifisch detektiert. 

2.2.3.1.1 RNA-Isolation 

Die RNA-Isolation wurde nach der bereits beschriebenen Methode der Phenol-Chloroform-

Extraktion durchgeführt (Kap. 2.2.2.3.1). Mit dieser Methode kann sowohl DNA als auch RNA 

isoliert werden. Für eine reine RNA-Extraktion wurde Phenol-Chloroform-Isoamylalkohol 

(25:24:1) pH 5.0 verwendet. DNA wird bei niedrigen pH-Werten selektiv in der organischen 

Phenol-Phase und Interphase zurückgehalten, während RNA in der wässrigen Phase 

vorzufinden ist. 20 µg der in DEPC-H2O gelºsten RNA wurden anschlieÇend mit dem ĂHigh 

Pure RNA Isolation Kit for total RNAñ (Roche, Mannheim) weiter aufgereinigt. In dem Kit ist ein 

Restriktionsverdau mit DNase I inbegriffen, um isolierte DNA zu entfernen. Die RNA wurde 

anschließend in 50 µl DEPC-H2O eluiert. 

2.2.3.1.2 Denaturierende Formaldehyd-Agarose-Gelelektrophorese von RNA 

Formaldehyd-Agarosegele wurden für die Überprüfung der Integrität von RNA-Präparationen 

und für Northern-Blot-Experimente verwendet. Formaldehyd wird zur Denaturierung der RNA 

eingesetzt und verhindert die Ausbildung von Sekundärstrukturen. Für die Herstellung von 

100 ml Gellösung werden 1-2 g Agarose in 94 ml 1x MOPS-Puffer aufgekocht und 

anschließend mit 6 ml 37 % Formaldehyd versetzt. Nach Erhärtung des Gels, können die RNA-

Proben aufgetragen werden. Diese wurden zuvor mit 3/4 des Volumens an RNA-Ladepuffer 

versehen, für 5 Minuten bei 65 °C denaturiert und anschließend für 5 Minuten bei 4 °C 

abgekühlt. Die Elektrophorese wurde in 1x MOPS-Laufpuffer bei einer konstanten Spannung 

von 70 V durchgeführt. 
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2.2.3.1.3 Transfer von RNA auf eine Nylonmembran 

Die Gesamt-RNA wurde auf einem denaturierenden Formaldehyd-Agarosegel aufgetrennt. 

Um die aufgetrennte RNA auf eine Nylonmembran (Hybond N+, GE Healthcare Life Science 

GmbH, Freiburg) zu transferieren, wurde das Gel zunächst zweimal für 10 Minuten in DEPC-

H2O gewaschen und anschließend für 10 Minuten in 10x SSC-Puffer äquilibriert. Der Transfer 

der RNA erfolgte ÜN durch Kapillarkräfte. Dafür wurde ein ca. 10 cm hoher Stapel Saugpapier 

mit zwei Lagen 3MM Whatman-Papier überschichtet und zunächst die Membran und dann das 

Gel von oben aufgelegt. Auf das Gel folgten wieder zwei Lagen und eine Brücke aus 3MM 

Whatman-Papier. Die Brücke wurde in Behälter mit 10x SSC-Puffer gelegt und zur 

Verstärkung der kapillaren Sogwirkung mit einem Gewicht von ca. 1 kg beschwert. Nach dem 

Transfer wurde die RNA durch UV-Licht bei 120 mJ/cm2 (UV-Crosslinker, Amersham 

Biosciences) kovalent an die Membran gebunden. 

2.2.3.1.4 Radioaktive Markierung von DNA-Sonden 

Die geblottete RNA wurde mit DNA-Sonden hybridisiert, die entweder am 5´-Ende oder 

innerhalb der Sequenz radioaktiv markiert waren. Um die Sequenz eines PCR-Produktes zu 

markieren, wurde das ĂNEBlot Kitñ (NEB, Frankfurt) mit [Ŭ-32P]-dCTP verwendet. Für die 

Markierung des 5´-Endes von Oligonukleotiden wurde das Oligonukleotid (0,67 µM) 

zusammen mit [ɔ-32P]-ATP (0,15 mCi) und der T4 Polynukleotidkinase (15 U) (NEB, Frankfurt) 

in 1x Kinase-Puffer für eine Stunde bei 37 °C inkubiert. Nach der Herstellung der Sonden, 

wurden diese durch das ĂNukleotide Removal Kitñ (Qiagen, Hilden) aufgereinigt und die 

Radioaktivität mittels Szintillationszähler (Packard BioScience Company) gemessen. 

2.2.3.1.5 Hybridisierung von geblotteter RNA 

Für die Hybridisierung von geblotteter RNA mit einer radioaktiv markierten Sonde wurden 

Puffer der ULTRAhyb-Reihe (Invitrogen, Darmstadt) verwendet. Markierte Oligonukleotide 

wurden mit dem ULTRAhyb-Puffer (Oligo) und markierte PCR-Produkte mit dem ULTRAhyb-

Puffer (Standard) behandelt. In beiden Fällen wurde die Membran für eine Stunde 

prähybridisiert um unspezifische Bindestellen zu besetzen und anschließend ÜN hybridisiert. 

Dabei wurde eine Sondenkonzentration von mindestens 1x106 cpm/ml Hybridisierungspuffer 

eingestellt. Die Prähybridisierungs- und Hybridisierungstemperatur für 5´-markierte Sonden 

lag bei 43 °C und die für sequenzmarkierte Sonden bei 50 °C. Anschließend wurde die 

Membran nach Herstellerangaben des Hybridisierungspuffers gewaschen und in Klarsichtfolie 

fixiert. Für die Detektion wurde eine Phosphorimagerplatte über einen Zeitraum von 10 

Minuten bis zu 16 Stunden mit der Membran exponiert und anschließend im Phosphorimager 

(Packard BioScience Company) ausgelesen.  
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2.2.3.2 RT-PCR-Analysen 

Die RT-PCR setzt sich aus zwei Schritten zusammen. Im ersten Schritt wird die als 

Ausgangsmaterial dienende RNA in cDNA umgeschrieben und im zweiten Schritt als Templat 

in eine PCR eingesetzt. Die verwendeten Primer für die jeweilige Applikation sind in Tabelle A4 

zusammengefasst. Der Reaktionsansatz (20 µl) für die cDNA-Synthese setzt sich aus einem 

Primer (250 nM), der RNA (500 ng), einem RNase Inhibitor (20 U), dNTPs (je 250 µM), der 

AMV-RT (10 U) und 1x RT-Puffer zusammen. Sowohl der RNase Inhibitor, als auch die AMV-

RT wurden von NEB (Frankfurt) bezogen. Dabei wurden zunächst Primer und RNA 

preannealed (5 min bei 95 °C, gefolgt von 5 min bei 4 C) und die anderen Komponenten 

anschließend hinzugegeben. Die Reaktion wurde für 30 Minuten bei 55 °C durchgeführt und 

das Enzym anschließend Hitzeinaktiviert (5 min bei 90 °C). Im Anschluss wurde die zur cDNA 

komplementäre RNA durch die RNase H (NEB, Frankfurt) abgebaut. Dafür wurden die Proben 

mit 2 U der RNase H für 20 Minuten bei 37 °C inkubiert und das Enzym anschließend 

Hitzeinaktiviert (20 min bei 65 °C). 

Die cDNA wurde im Anschluss als Templat für die PCR eingesetzt. Je nach Applikation wurden 

unterschiedliche PCR-Bedingungen gewählt. Für die Transkriptanalyse und die Primer-

basierte Verifizierung des Transkriptionsstarts, wurde die myTaq DNA-Polymerase (Bioline, 

Luckenwalde) nach Herstellerangaben verwendet. Der PCR-Ansatz (20 µl) setzt sich aus der 

cDNA (~ 50 ng), den Primern (je 250 nM), der myTaq DNA-Polymerase (0,04 U) und 1x 

myTaq-Puffer (mit 1 mM dNTPs) zusammen. Inkubiert wurde der Ansatz im MyCycler (Bio-

Rad, München) mit dem folgenden Thermoprofil. 

 

Thermoprofil der PCR auf cDNA (Transkriptanalyse und Transkriptionsstart) 

Denaturierung der cDNA 95 °C 5 min 

Exponentelle Amplifikation (25 Zyklen):   

Denaturierung der DNA 95 °C 15 sec 

Annealing der Primer 50 °C 15 sec 

Primer-Elongation mit der myTaq 72 °C 10 sec/kb 

Finale DNA-Elongation 72 °C 5 min 

 

Die RT-PCR ist auch Bestandteil der RACE-Experimente (Kap. 2.2.3.3). Diese wurden mit der 

Phusion DNA-Polymerase (Fisher Scientific, Schwerte) nach Herstellerangaben durchgeführt. 

Für die 5´-RACE wurde der Primer PM137 (cDNA-Synthese) und das Primerpaar 

PM141/PM142 (PCR) und für die 3´-RACE der Primer PM103 (cDNA-Synthese) und das 

Primerpaar PM121/PM104 (PCR) verwendet. Der PCR-Ansatz (20 µl) besteht aus der cDNA 

(~ 100 ng), den Primern (je 250 nM), dNTPs (je 250 µM), der Phusion DNA-Polymerase (0,5 U) 
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und 1x Phusion-Puffer (GC). Der Reaktionsansatz wurde im MyCycler (Bio-Rad, München) mit 

dem folgenden Thermoprofil inkubiert. 

 

Denaturierung der cDNA 98 °C 1 min 

Exponentelle Amplifikation (30 Zyklen):   

Denaturierung der DNA 98 °C 10 sec 

Annealing der Primer (5´-RACE/3´-RACE) 55/60 °C 30 sec 

Primer-Elongation mit der Phusion (5´-RACE/3´-RACE) 72 °C 10/40 sec 

Finale DNA-Elongation 72 °C 5 min 

 

Bei einer RNA-Extraktion können auch geringe Mengen DNA isoliert werden. Daher muss 

sichergestellt werden, dass ein PCR-Produkt von der cDNA und nicht der DNA stammt. Dazu 

wurde eine Kontrollreaktion bei der cDNA-Synthese durchgeführt, in der das Enzym mit DEPC-

H2O ausgetauscht wurde (noRT-Kontrolle). Ein PCR-Produkt in der noRT-Kontrolle deutet auf 

eine DNA-Kontamination in der RNA-Präparation hin. In diesem Fall wurde ein weiterer 

Restriktionsverdau mit der DNaseI durchgeführt (Kap. 2.2.3.1.1). 

2.2.3.3 RACE-Experimente 

Die Ărapid amplification of cDNA-endsñ (RACE) ist eine Methode zur Bestimmung von 

Transkriptenden. Dafür wurde Gesamt-RNA isoliert (Kap. 2.2.3.1.1), mit der T4 RNA-Ligase 

ein RNA-Adapter an das 5´-Ende der RNA-Moleküle ligiert und ein künstlicher Poly(A)-

Schwanz über eine Poly(A)-Polymerase angefügt. Um prozessierte RNA vor der Modifizierung 

zu entfernen, wurde die RNA mit der Terminator 5´-Phosphate-Dependend Exonuclease 

(TEX) behandelt. Die TEX ist eine prozessive Exonuklease, die RNA mit einem 

5´-Monophosphat als Substrat verwendet. RNA mit einem 5´-Triphosphat (Primärtranskript) 

stellt kein Substrat für die TEX dar. Anschließend wurden die Primärtranskripte mit der 

Tobacco Acid Pyrophosphatase (TAP) behandelt. Die TAP hydrolisiert die terminale 

Pyrophosphatbindung, wodurch bakterielle Primärtranskripte nur noch über ein 

5´-Monophosphat verfügen. Das 5´-Monophosphat wurde benötigt, um den RNA-Adapter an 

das 5´-Ende ligieren zu können. Die modifizierten Sequenzen wurden in einer cDNA-Synthese 

für die Generierung von Primerbindestellen benutzt, die in der darauf folgenden PCR 

(RT-PCR) benötigt wurden (Kap. 2.2.3.2). Die Sequenzierung des PCR-Produkts erlaubt 

anschließend eine Analyse der Transkriptenden. 

Thermoprofil der PCR auf cDNA (RACE) 
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TAP-Reaktion (10 µl) 

TEX-behandelte RNA ~ 10 µg 

RNase Inhibitor (Epicentre, USA) 20 U 

TAP (Epicentre, USA)  5 U 

TAP-Puffer 1x konzentriert 

Inkubation für 30 Minuten bei 37 °C 

 

 

Polyadenylierung von Gesamt-RNA (20 µl) 

TEX-behandelte RNA ~ 10 µg 

RNase Inhibitor (Epicentre, USA) 20 U 

ATP 1 mM 

Poly(A)-Polymerase (Epicentre, USA) 4 U 

Reaktionspuffer 1x konzentriert 

Inkubation für 30 Minuten bei 37 °C 

Stoppen der Reaktion durch Phenol-Chloroform-Extraktion (Kap. 2.2.2.3.1) 

Verwendung für RT-PCR (3´-RACE) 

 

TEX-Reaktion auf Gesamt-RNA (20 µl) 

Gesamt-RNA 10 µg 

RNase Inhibitor (Epicentre, USA) 20 U 

TEX (Epicentre, USA) 1 U 

Reaktionspuffer A 1x konzentriert 

Inkubation für 1 Stunde bei 30 °C  

Stoppen der Reaktion durch Phenol-Chloroform-Extraktion (Kap. 2.2.2.3.1) 

RNA-Adapter Ligation (20 µl) 

TAP-behandelte RNA ~ 10 µg 

RNase Inhibitor (Epicentre, USA) 20 U 

RNA-Adapter (PM140) 5 µM 

ATP 1 mM 

T4 RNA-Ligase (NEB, Frankfurt) 400 U 

Ligase-Puffer 1x konzentriert 

NEBuffer 3 (TAP-Stopp über pH-Shift) 1x konzentriert 

Inkubation für 30 Minuten bei 37 °C 

Verwendung für RT-PCR (5´-RACE) 
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2.2.3.4 SHAPE-Experimente 

ĂSelective 2´-hydroxyl acylation analyzed by primer extensionñ (SHAPE)-Experimente 

erlauben die Strukturanalyse von RNA in Einzel-Nukleotid-Auflösung (Merino et al. 2005). In 

dem Versuch wird die RNA mit einem Elektrophil behandelt, welches selektiv mit der 

2´-Hydroxylgruppe der Ribose reagiert, wenn die Nukleotide in ihrer Konformation flexibel sind. 

Es bildet sich ein 2´-O-Addukt, welches über Primer-Extension mit radioaktiv markierten 

Primern nachgewiesen werden kann. Für die Primer-Extension wird eine RT verwendet, die 

bei Erreichen der modifizierten Position vom Templat abdissoziiert. Die radioaktiv markierte 

cDNA kann auf einem denaturierenden Polyacrylamidgel aufgetrennt und anaylsiert werden. 

Die gemessene Bandenintensität korreliert mit der Reaktivität des modifizierten Nukleotids auf 

das Elektrophil und stellt ein Maß für die Einbindung des Nukleotids in Basenpaarungen oder 

andere Interaktionen dar. SHAPE wurde für die Aufklärung der Sekundärstruktur der in vitro 

transkribierten Templat RNA aus Nostoc sp. PCC7120 mit dem Elektrophil NMIA 

(N-methylisotoic anhydride) verwendet. 

2.2.3.4.1 In vitro Transkription 

Unter der in vitro Transkription (IVT) wird die zellfreie Synthese von RNA über ein DNA-

Templat mit Hilfe einer RNA-Polymerase verstanden. Bei dem verwendeten DNA-Templat 

handelt es sich um den pKH2 (Abbildung A1). Der pKH2 beinhaltet die TR-Sequenz aus 

Nostoc sp. PCC7120 unter Kontrolle des T7-Promotors. Downstream der TR-Sequenz wurde 

das Plasmid mit dem Restriktionsenzym HindIII geschnitten (Kap. 2.2.2.1.4), um eine Ărun off 

transcriptionñ mit der T7-Polymerase zu ermºglichen. Die Ărun off transcriptionñ limitiert die 

Transkription auf die Sequenz von Interesse, da die Polymerase am Ende des geschnittenen 

DNA-Strangs abdissoziiert. 

Für die IVT wurde ein Reaktionsansatz (500 µl) bestehend aus dem linearisierten pKH2 

(10 µg), einer in der Arbeitsgruppe aufgereinigten T7-RNA-Polymerase (20 µl), 

1x Transkriptionspuffer, DTT (10 mM), RNase Inhibitor (500 U) (NEB, Frankfurt) und NTPs 

hergestellt. Die Konzentration aller NTPs wurde auf 16 mM eingestellt, wobei die 

Konzentration der einzelnen NTPs entsprechend ihrem Anteil im Transkript berechnet wurde. 

Der Reaktionsansatz wurde zwei Stunden bei 37 °C inkubiert. Dabei bildet sich ein 

Magnesium-Pyrophosphat-Komplex, der nach der Inkubationszeit abzentrifugiert wurde. Im 

Überstand ist die synthetisierte RNA. Diese wurde präzipitiert (Kap. 2.2.2.3.1) und 

anschließend über eine denaturierende Polyacrylamidgelelektrophorese aufgereinigt 

(Kap. 2.2.3.4.2). 
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2.2.3.4.2 Dentaurierende Polyacrylamidgelelektrophorese 

Die Polyacrylamidgelelektrophorese (PAGE) eignet sich zur Auftrennung von Nukleinsäuren 

bis zu 1 kb. Polyacrylamidgele entstehen durch radikalische Polymerisation der Stoffe 

Acrylamid und Bisacrylamid. Dabei ist die für die Auftrennung entscheidende Porengröße 

abhängig von der Totalacrylamidkonzentration. Bei denaturierenden Polyacrylamidgelen wird 

zusätzlich Harnstoff hinzugegeben, was die Ausbildung von Sekundärstrukturen innerhalb der 

aufzutrennenden Nukleinsäuren reduziert. 

Für die Herstellung einer denaturierenden Polyacrylamidgellösung werden Acrylamid und 

Bisacrylamid (29:1) mit Harnstoff (8 M) in 1x TBE-Puffer gelöst und steril filtriert (Porengröße 

0,2 µm). Anschließend wird die Gellösung mit dem Radikalstarter Ammoniumperoxodisulfat 

(0,05 %) und dem Polymerisierungskatalysator Tetramethylethylendiamin (0,05 %) versetzt 

und das Gel gegossen. Nach ca. 45 Minuten ist das Gel auspolymerisiert und wird in 1x TBE-

Puffer für eine Stunde bei ~ 1000 V vorlaufen gelassen, um die Salzfront zu entfernen. 

Anschließend wird das Gel mit Proben beladen, die mit PAGE-Ladepuffer versetzt und zuvor 

für 3 Minuten bei 95 °C denaturiert wurden. 

Die Aufreinigung von der IVT (Kap. 2.2.3.4.1) und den Primern der SHAPE-Experimente 

(Kap 2.2.3.4.4) wurde mit denaturierenden Polyacrylamidgelen durchgeführt, die eine 

Polyacrylamidkonzentration von 5 % hatten. Anschließend wurde das Polyacrylamidgel mit 

UV-Licht bestrahlt und der ĂSchattenñ der Nukleinsªuren ausgeschnitten. Der ĂSchattenñ 

entsteht, da Nukleinsäuren UV-Licht absorbieren, die Umgebung im Gel jedoch nicht. Die 

ausgeschnittene Bande wurde zerkleinert, mit 3 ml Elutionspuffer gemischt, in flüssigem 

Stickstoff gefroren und für vier Stunden bei 4 °C inkubiert. Anschließend wurden die Gelreste 

durch eine Filtration (Porengröße 0,2 µm) abgetrennt und die Nukleinsäuren präzipitiert 

(Kap. 2.2.2.3.1). 

Denaturierende Polyacrylamidgele wurden zudem zur Auftrennung der radioaktiv markierten 

cDNA in den SHAPE-Experimenten verwendet. Dabei wurde eine Polyacrylamidkonzentration 

von 12 % bzw. 15 % eingestellt. Nach der Gelelektrophorese wurde das Polyacrylamidgel im 

Vakuum bei 80 °C für ca. 1 Stunde getrocknet und eine Phosphorimagerplatte ÜN aufgelegt. 

Die Phosphorimagerplatte wurde anschließend im Phosphorimager (Packard BioScience 

Company) ausgelesen. 

2.2.3.4.3  Modifizierung durch NMIA 

Für die in vitro transkribierte RNA (Kap. 2.2.3.4.1) wurden Bedingungen eingestellt, welche die 

Ausbildung der Tertiärstruktur erlauben. Anschließend wurden die flexiblen Nukleotide der 

gefalteten RNA mittels NMIA (N-methylisotoic anhydride) modifiziert. 
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Für die Faltung wurde angenommen, dass die stabilste Struktur gleichzeitig die native ist. Die 

RNA-Moleküle (2 pmol) wurden zunächst denaturiert (5 min bei 65 °C) und danach abgekühlt 

(5 min bei 4 °C). Anschließend wurden die Faltungsbedingungen durch Zugabe von 

1x Faltungsmix eingestellt und die RNA für 20 Minuten bei 25 °C inkubiert. Zu der gefalteten 

RNA wurde in DMSO gelöstes NMIA (8 mM) gegeben und der Ansatz für fünf Hydrolyse-

Halbwertzeiten inkubiert. Die Halbwertzeit ist Temperaturabhängig und lässt sich über 

folgende Formel berechnen (Wilkinson, Merino & Weeks 2006): 

Halbwertzeit (Minuten) = 360* exp [-0,102* Temperatur (°C) 

Das entspricht einer Inkubationszeit von 140 Minuten bei einer Modifizierungstemperatur von 

25 °C. Neben der NMIA-Reaktion wurde parallel eine Kontrolle ohne NMIA durchgeführt. 

Anschließend wurde die RNA präzipitiert (Kap. 2.2.2.3.1) und in 10 µl 0.5x TE-Puffer 

resuspendiert. 

2.2.3.4.4 Primer-Extension 

Die Primer-Extension der modifizierten RNA (Kap. 2.2.3.4.3) wurde mit der Superscript III-RT 

(Invitrogen, Darmstadt) und vier Primern (PM135-137, PM151) durchgeführt, welche ~ 80 nt 

voneinander entfernt auf der RNA binden. Die Primer wurden zuvor aufgereinigt 

(Kap. 2.2.3.4.2) und radioaktiv markiert (Kap. 2.2.3.1.4). 

Zunächst wurde die modifizierte RNA (~ 2 pmol) mit einem Primer (~ 3x106 cpm) annealed. 

Dafür wurden beide denaturiert (5 min bei 65 °C) und über einen Zwischenschritt (5 min bei 

35 °C) auf 4 °C abgekühlt. Anschließend wurden DTT (5 mM) und dNTPs (je 500 µM) 

hinzugefügt und die Pufferbedingungen mit dem Superscript III-Puffer (FS) eingestellt. Der 

Ansatz wurde für 2 Minuten bei 52 °C inkubiert, die Superscript III-RT (100 U) hinzugegeben 

und der fertige Reaktionsansatz (20 µl) für weitere 30 Minuten bei 52 °C inkubiert. Parallel 

wurden Sequenzierungsreaktionen nach der Standardmethode mit Dideoxynukleotiden 

angesetzt (Sanger, Nicklen & Coulson 1977). Dabei wurde das Abdissoziieren der Polymerase 

von der RNA (5 pmol) durch Zugabe eines ddNTPs (250 µM) forciert. Die 

Sequenzierungsreaktionen waren für eine Zuordnung der NMIA-Banden zu der RNA-Sequenz 

erforderlich. 

Nach der Primer-Extension wurde die cDNA mit NaOH (200 mM) behandelt und der Ansatz 

für 5 Minuten auf 95 °C erhitzt. Dabei wurde die zur cDNA komplementäre RNA abgebaut. Der 

pH-Wert wurde durch Zugabe von 1,4 Vol. Stopp-Mix (4:25 (v/v) Mischung aus 1 M Tris-HCl, 

pH 8.0 und saurer Stopp-Lösung) neutralisiert. Der Stopp-Mix diente zudem als Ladepuffer für 

die Polyacrylamidgelelektrophorese (Kap. 2.2.3.4.2). 
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2.2.4 Arbeiten mit Computerprogrammen 

2.2.4.1 Quantifizierung der Bandenintensitäten in RT-PCR-Analysen 

Die Gelbilder der RT-PCR-Analysen wurden in einem Geldokumentationssystem (Intas, 

Göttingen) mit einer Belichtung aufgenommen, die eine Quantifizierung der 

Bandenintensitäten erlaubt. Die Quantifizierung wurde mit dem Programm ImageJ Version 

1.47 als Dreifachbestimmung durchgeführt (Schneider, Rasband & Eliceiri 2012). Dabei 

wurden die Werte der RT-Banden ins Verhältnis zur zugehörigen Positivkontrolle gesetzt, um 

unterschiedliche Bindungsaffinitäten der Primer berücksichtigen zu können. 

2.2.4.2 Verarbeitung der SHAPE-Daten 

Für die Auswertung eines Versuchs wurden mehrere Phosphorimagerplatten verwendet. 

Dabei wurden die Bandenintensitäten mit dem Programm ImageQuant TL Version 7.0 

(GE Healthcare Life Science GmbH, Freiburg) quantifiziert, was eine Subtraktion des 

Hintergrundsignals mit einschließt. Um beurteilen zu können inwiefern die Werte 

unterschiedlicher Phosphorimagerplatten miteinander korrelieren, wurde eine Spearman-

Rangsummen-Korrelation für überlappende Werte durchgeführt. Zudem wurden die Werte 

gegeneinander geplottet und visuell analysiert (R-Development-Core-Team 2008). Dabei 

konnte in allen Fällen ein hochsignifikanter linearer Zusammenhang festgestellt werden 

(R2 > 0,97, p: < 1,6-6, n: 8-27), was einen Vergleich der Werte ermöglicht. 

Die Banden der NMIA-Spuren wurden über die Sequenzierungsreaktionen der RNA-Sequenz 

zugeordnet. Dabei wurde berücksichtigt, dass die cDNA der Sequenzierung um ein Nukleotid 

länger ist, als die korrespondierende NMIA-cDNA. Die Werte der NMIA(-)-Banden wurden von 

denen der zugehörigen NMIA(+)-Banden abgezogen und hochreaktive Ausreißer entfernt. 

Diese wurden über Boxplot-Analysen identifiziert, wenn die Reaktivität höher war als das 1,5-

Fache des Interquartilsabstands. Die maximale Anzahl der Ausreißer wurde für die 

ausgelesenen Phosphorimagerplatten (30-40 Werte) auf 5 % begrenzt. Anschließend wurden 

die Werte (SHAPE-Reaktivitäten) auf einen normalisierten Maßstab gebracht, indem diese 

durch den Durchschnitt der obersten 10 % der reaktiven Nukleotide geteilt wurden. Durch 

diese Berechnung wurden alle Reaktivitäten auf einen Bereich von 0 bis ~2 gebracht 

(durchführung in Deigan et al. 2009). Die vorher entfernten Ausreißer wurden anschließend 

ebenfalls normalisiert und alle Werte, auch die nicht analysierbaren Nukleotide (Wert: -999), 

in RNAstructure integriert. 
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2.2.4.3 Bioinformatische Sekundärstrukturanalysen 

Die bioinformatische Sekundärstrukturanalyse der Templat RNA aus Nostoc sp. PCC7120 

wurde mit den Programmen RNAstructure Version 5.6 (Reuter & Mathews 2010) und Mfold 

Version 3.1 (Zucker 2003) unter den vorgegebenen Einstellungen durchgeführt. Beide 

Programme bedienen sich der freien Energieminimierung mit dem Ansatz der dynamischen 

Programmierung (Zuker 1989), basierend auf Energieparametern des nearest-neighbor-

Modells (Tinoco, Uhlenbeck & Levine 1971; Delisi & Crothers 1971). Die RNA wurde mit 

RNAstructure zudem unter Verwendung der SHAPE-Daten (Kap. 2.2.4.2) gefaltet. Dabei 

wurden die SHAPE-Daten mit einem ĂSlope-Wertñ von 1,8 kcal/ mol und einem Ăintercept-

Wertñ von -0,6 kcal/ mol als Einschränkungen der Pseudoenergie integriert (Deigan et al. 

2009). 

Konsensus-Strukturen für RNAs wurden mit dem Programm LocARNA der Version 1.7.16 

berechnet. Dabei wurde zunächst ein multiples Alignment der RNA-Moleküle über RIBOSUM-

like similarity scoring durchgeführt und die Konsensus-Struktur über das Vienna RNA Packet 

der Version 2.1.7 berechnet (Smith et al. 2010; Will et al. 2007). Die zufälligen Sequenzen für 

die Kontrollberechnung wurden mit dem Programm Random DNA Generator erzeugt 

<http://www.faculty.ucr.edu/~mmaduro/random.htm> (Morris Maduro Labor, Universität von 

Kalifornien, Riverside). Die erzeugten Sequenzen besitzen eine Länge von 537 nt (Länge der 

VR aus Nostoc sp. PCC7120 (137 nt) und weitere 400 nt) und einen GC-Gehalt von 50 % 

(entspricht der Templat RNA aus Nostoc sp. PCC7120 (TR4)). 

Die snRNP (Ăsmall nuclear ribonucleic particlesñ) Bindemotive in der Templat RNA wurden 

über das Programm RNA Analyzer identifiziert (Bengert & Dandekar 2003). Um Homologien 

zu funktionellen RNA-Motiven zu identifizieren, wurde zudem das Programm RegRNA 2.0 

verwendet (Chang et al. 2013). 

2.2.4.4 Erstellung des phylogenetischen Baums der DGR-kodierten RTs 

Das multiple Alignment der Proteinsequenzen von den DGR-kodierten RTs wurde mit 

ClustalW2 erstellt (Larkin et al. 2007). Die Entwicklungsgeschichte wurde abgeleitet über die 

Maximum-Likelihood Methode (Whelan & Goldman 2001). Der Baum wurde mit IQ-TREE 

erstellt und die Integrität über 2000 Bootstrap-Replikate getestet (Minh, Nguyen & von 

Haeseler 2013). 
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2.2.4.5 Identifizierung von Sequenzhomologien und Erstellung von Alignments 

Die Suche nach Sequenzhomologien wurde mit dem Programm BLAST durchgeführt (Altschul 

et al. 1990). Um ein Alignment der homologen Sequenzen zu erstellen, wurde das Programm 

Lasergene (Megalign) Version 7.1.0 (DNASTAR Inc., Madison, USA) mit der ClustalW 

Methode verwendet. Mit diesem Programm konnten auch die Sequenzidentitäten festgestellt 

werden. Sequenzähnlichkeiten wurden mit Hilfe des SIAS-Servers über die Identitäts-Methode 

PID1 berechnet <http://imed.med.ucm.es/Tools/sias.html> (Pedro Reche Labor, Universität 

von Complutense, Madrid). 

2.2.4.6 Erstellung der Vektorkarten 

Die Vektorkarten wurden mit dem Programm Lasergene (Seqbuilder) Version 7.1.0 

(DNASTAR Inc., Madison, USA) erstellt. 

2.2.4.7 Identifizierung von invertierten Repeats 

Für die Identifizierung invertierter Sequenzwiederholungen downstream der variablen Region 

der untersuchten DGRs, wurden 350 Nukleotide unter Verwendung des EMBOSS 6.3.1 

Palindrom-Programms analysiert (Rice, Longden & Bleasby 2000). Dabei wurden folgende 

Parameter eingestellt:  Minimale Länge des Palindroms: 4 

Maximale Länge des Palindroms: 100 

Maximale Länge der Region zwischen den Repeats: 30 

Anzahl der erlaubten Fehler: 0 

2.2.4.8 Taxonomie von Cyanobakterien 

Die Cyanobakterien wurden nach der Klassifizierung von Prof. Büdel (Pflanzenökologie & 

Systematik, TU Kaiserslautern) und Juniorprofessor Dr. Kauff (Molekulare Phylogenetik 

niederer Pflanzen, TU Kaiserslautern) in sechs Ordnungen eingeteilt (Büdel & Kauff 2012). Bei 

den sechs Ordnungen handelt es sich um die Chroococcales, Nostocales, Oscillatoriales, 

Pleurocapsales, Pseudanabaenales und die Synechococcales. Eine siebte Ordnung, welche 

von den Gloeobacterales repräsentiert wird, kommt in der Stammsammlung nicht vor. Den 

Chroococcidiopsidaceae kann nach dieser Klassifizierung gegenwärtig keine Ordnung 

zugewiesen werden.  
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3 Ergebnisse 

3.1 Ein Verfahren für die Identifizierung von DGRs in Cyanobakterien 

Diversitätsgenerierende Retroelemente (DGRs) können ihrem Wirt einen selektiven Vorteil 

über eine zielgerichtete Proteinevolution vermitteln. Troz dieses potentiellen Nutzens wurden 

in einer bioinformatischen Analyse öffentlicher Sequenzdatenbanken nur 2,3 % (9) der 

analysierten Cyanobakterien mit DGRs assoziiert vorgefunden (Schillinger et al. 2012). Einer 

Hypothese nach könnte das geringe Vorkommen der DGRs mit den konstanten 

Kultivierungsbedingungen der sequenzierten Stämme zusammenhängen (Schillinger & 

Zingler 2012). Unter diesen Bedingungen gibt es keinen Anpassungsdruck auf sich ändernde 

Umweltbedingungen. In der Folge könnten die DGRs als genomischer Ballast entfernt worden 

sein. Der Zweck des folgenden Versuchs war die experimentelle Überprüfung der oben 

genannten Hypothese, sowie die Identifizierung neuer DGRs in Cyanobakterien. 

3.1.1 Etablierung eines PCR-Screenings auf die DGR-kodierte RT 

Eine Strategie für die Identifizierung von Retroelementen in Organismen stellt die 

Amplifizierung der RT über degenerierte Primer dar (Konieczny et al. 1991; Flavell, Smith & 

Kumar 1992; Friesen, Brandes & Heslop-Harrison 2001; Ahmed et al. 2011). 

Bei dem zu untersuchenden Organismus handelt es sich in dieser Arbeit um Cyanobakterien. 

Die verwendeten Cyanobakterien wurden von Prof. Burkhard Büdel (Pflanzenökologie & 

Systematik, TU Kaiserslautern) zur Verfügung gestellt. Es handelt sich um eine Sammlung 

von 169 Isolaten aus den verschiedensten ökologischen Habitaten (Tabelle A1). Die 

Stammnummern der Sammlung bekommen im Folgenden den Zusatz BB (Burkhard Büdel). 

Zu Beginn der Arbeit waren bereits einige Cyanobakterien mit DGRs bekannt (Doulatov et al. 

2004). Die RTs dieser Cyanobakterien wurden für ein Aminosäure-Alignment verwendet, bei 

dem zwei hoch konservierte Bereiche festgestellt wurden. Dabei handelt es sich um einen 

Bereich in der katalytischen Domäne fünf, welcher das YxDD-Motiv beinhaltet (YVDDFALF), 

sowie einen Bereich in Domäne drei (QCDIXKYFP) (Abbildung 12, S. 47). Für diese Bereiche 

wurden von Dr. Nora Zingler degenerierte Primer erstellt, die ein PCR-Produkt von ca. 320 bp 

ergeben sollten. 
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Die Primer wurden in Vorversuchen von Lars Fölsch getestet und das Screening anschließend 

von Christine Pakebusch optimiert und durchgeführt. Für die Optimierung wurde versucht die 

zeitaufwändige DNA-Isolierung vor der PCR zu umgehen. Dabei wurde ein Protokoll entwickelt 

mit dem ganze Cyanobakterienzellen in die PCR eingesetzt werden können. In der PCR wurde 

parallel zur RT auch die 16S rDNA amplifiziert. Der Nachweis der 16S rDNA dient als Kontrolle 

für die Zugänglichkeit der Probe für die PCR. Um falsche Ergebnisse aufgrund einer fehlerhaft 

durchgeführten PCR zu vermeiden, wurden PCR-unzugängliche Cyanobakterien mindestens 

ein weiteres Mal getestet. 

Ein Ausschnitt aus dem Screening ist in Abbildung 6 dargestellt. Dabei zeigen drei der 

getesteten Stämme keine Bande für die 16S rDNA und sind damit nicht für die PCR 

zugänglich. Drei der getesteten Stämme zeigen eine Bande für die RT. Diese liegt bei 

Anabaena flos-aquae (BB97.35) und Tolypothrix distorta (BB97.80) bei den theoretisch 

berechneten 320 bp. Ein größeres PCR-Produkt konnte für Aphanizomenon flos-aquae 

(BB97.85) beobachtet werden. 

 

 

Abbildung 6: Ausschnitt aus dem cyanobakteriellen Screening auf die DGR-kodierte RT.¶ Verschiedene 

Stämme der Cyanobakteriensammlung von Prof. Büdel (BB) wurden mittels PCR auf Vorhandensein eines RT-
Leserahmens untersucht. Von jedem Stamm wurde parallel ein Teil der 16S rDNA (405 bp) amplifiziert, um eine 
Zugänglichkeit der Probe für die PCR zu testen. Anabaena flos-aquae (BB97.35) und Tolypothrix distorta (BB97.80) 
weisen jeweils eine Bande bei ca. 320 bp auf. Eine größere Bande von ca. 400 bp konnte für Aphanizomenon flos-
aquae (BB97.85) beobachtet werden.  
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In dem kompletten Screening wurde für 15 Cyanobakterien eine Bande beobachtet, die größer 

war als die berechneten 320 bp (Tabelle A1). Da die Größe von einer zusätzlichen RT-Domäne 

resultieren könnte, wurden vier dieser Banden sequenziert. Dabei konnte in keinem Fall eine 

Homologie zu einer bekannten RT-Sequenz festgestellt werden. 

Banden der theoretisch korrekten Länge konnten für 34 Cyanobakterien beobachtet werden 

(Tabelle 8). Von diesen Banden wurden 18 sequenziert, wobei in allen Fällen eine Homologie 

zu RT-Sequenzen festgestellt werden konnte. Dabei wurden teilweise Banden sequenziert, 

die von verschiedenen Umweltisolaten der gleichen Cyanobakterienart stammen (Tolypothrix 

distorta: BB97.17, BB97.18 und BB97.80 und Scytonema myochrous: BB97.22 und BB97.84). 

Es konnte beobachtet werden das sich die Nukleotidsequenzen der drei Isolate von 

Tolypothrix distorta exakt gleichen, während sich die Nukleotidsequenzen der beiden Isolate 

von Scytonema myochrous in einen Nukleotid an Position 111 unterscheiden (Thymin 

(BB97.22) bzw. Guanin (BB97.84)). 

Zu den 18 RT-Sequenzen gehören auch zwei Mischsequenzen (BB97.81 und BB97.24), die 

durch mehrere RTs innerhalb des Organismus zu erklären sind. 
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Tabelle 8: Cyanobakterien mit einem PCR-Produkt der korrekten Länge für die RT 

Cyanobakterium BB Ordnung Anmerkung 

Anabaena flos-aquae 97.35 Nostocales RT-Sequenz 

Anabaena planctonica 97.102 Nostocales RT-Sequenz 

Aphanizomenon flos-aquae 97.111b Nostocales  

Chroococcidiopsis sp. 01.01 ungewisse Ordnung  

Chroococcus sp. 97.96 Chroococcales RT-Sequenz 

Cylindrospermum sp. 97.12 Nostocales  

Dichothrix sp. 97.87 Nostocales RT-Sequenz 

Fischerella muscicola 98.1 Nostocales  

Microcoleus chtonoplastes 02.2 Oscillatoriales  

Microcoleus chtonoplastes 92.3 Oscillatoriales RT-Sequenz 

Microcystis aeruginosa 97.43 Chroococcales  

Nicht näher bestimmt 97.108 -- RT-Sequenz 

Nostoc commune vaucher 97.40 Nostocales RT-Sequenz 

Nostoc sp. 97.53 Nostocales  

Nostoc sp. 97.88 Nostocales  

Nostochopsis lobatus 92.1 Nostocales  

Oscillatoria limosa 97.105 Oscillatoriales  

Oscillatoria rubescens 97.107 Oscillatoriales  

Phormidium favosum 97.124 Oscillatoriales RT-Sequenz 

Rivularia sp. 97.24 Nostocales Mischsequenz (RTs) 

Scytonema capitatum 97.62 Nostocales  

Scytonema javanicum 97.58 Nostocales  

Scytonema myochrous 97.84 Nostocales RT-Sequenz 

Scytonema myochrous. 97.22 Nostocales RT-Sequenz 

Scytonema sp. 97.127b Nostocales  

Scytonema stuposum 97.78 Nostocales  

Stigonema mamillosum 97.104b Nostocales RT-Sequenz 

Stigonema panniforme 97.27 Nostocales  

Tolypothrix byssoidea 97.10 Nostocales RT-Sequenz 

Tolypothrix byssoidea 97.81 Nostocales Mischsequenz (RTs) 

Tolypothrix distorta 97.17 Nostocales RT-Sequenz 

Tolypothrix distorta 97.18 Nostocales RT-Sequenz 

Tolypothrix distorta 97.80 Nostocales RT-Sequenz 

Tolypothrix sp. 97.26 Nostocales RT-Sequenz 

  



Ergebnisse | 40 
  

3.1.2 Alignments der identifizierten RT-Sequenzen 

Im Screening auf die DGR-kodierte RT wurden Banden sequenziert die eine Größe von ca. 

320 bp aufweisen. Die Sequenzierung ergab in allen Fällen eine Homologie zu bekannten RT-

Sequenzen. Anhand dieser Sequenzen wurden ein Nukleotid- und Aminosäure-Alignment 

erstellt (Abbildung 7). In das Alignment wurden keine Mischsequenzen aufgenommen, da für 

die Nukleotide keine exakte Zuordnung zu einer RT möglich war. Zudem wurde bei mehreren 

sequenzierten Banden unterschiedlicher Isolate einer Art nur eine RT-Sequenz verwendet, 

wenn diese sich von den anderen nicht deutlich unterscheidet. Das betrifft Tolypothrix distorta 

(BB97.17 im Alignment) und Scytonema myochrous (BB97.22 im Alignment). Die meisten 

Banden des Screenings wurden nur von einer Seite sequenziert. Da die ersten Nukleotide 

einer Sequenzierung nicht verlässlich sind, wurden diese vor dem Alignment entfernt, was 

durch Boxen im Alignment gekennzeichnet ist. In den Alignments ist das (L/I/V)GxxxSQ-Motiv 

(SQ-Motiv) farblich hervorgehoben. Es ist charakteristisch für DGR-kodierte RTs und in allen 

Sequenzen des Alignments vorhanden. Auch die Abweichung (SQ Ą NQ) im Falle von 

Stigonema mamillosum ist für das Motiv bereits beschrieben (Schillinger et al. 2012). Somit 

kann eine 320 bp Bande im cyanobakteriellen Screening als ein verlässlicher Indikator für 

DGRs angesehen werden. 

In den Alignments wurden die Sequenzidentitäten und anhand der physikalisch-chemischen 

Eigenschaften der Aminosäuren, auch die Sequenzähnlichkeiten berechnet. 

Für das Nukleotid-Alignment wurde eine Sequenzidentität von 60 % (Anabaena flos-aquae vs. 

Nostoc commune vaucher) bis 97 % (Tolypothrix distorta vs. Tolypothrix sp.) festgestellt. Dabei 

treten Abweichungen von der Konsensus-Sequenz vor allem an dem dritten Nukleotid eines 

Kodons auf (Wobble-Position), wodurch Aminosäureaustausche minimiert werden. Dies ist 

unter anderem an der farblich unterlegten Sequenz (entspricht dem SQ-Motiv im Aminosäure-

Alignment) zu beobachten. Dabei beschreibt ein Ă+ñ unter der Konsensus-Sequenz das erste 

Nukleotid eines Kodons. 

Im Aminosäure-Alignment wurde eine Sequenzidentität von 64 % (Anabaena flos-aquae vs. 

Nostoc commune vaucher) bis 97 % (Tolypothrix distorta vs. Tolypothrix sp.) festgestellt. 

Zudem wurde eine Sequenzähnlichkeit von 76 % (Anabaena-flos-aquae vs. Chroococcus-sp.) 

bis 97 % (Tolypothrix distorta vs. Tolypothrix sp.) berechnet. Im Beispiel von Anabaena flos-

aquae und Nostoc commune vaucher wird eine Sequenzähnlichkeit von 79 % berechnet, 

obwohl nur eine Sequenzidentität von 64 % vorliegt. 
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Abbildung 7: Sequenz-Alignments der cyanobakteriellen RT-Fragmente.¶ Nukleotid- und Aminosäure-

sequenzen wurden mit ClustalW aligned. Dabei sind Aminosäuren und Nukleotide nur eingezeichnet, wenn sich 
diese von der Konsensus-Sequenz unterscheiden. Die ersten sequenzierten Nukleotide einer Sequenzierreaktion 
sind nicht verlässlich und wurden entfernt (Boxen). In der Konsensus-Sequenz des Alignments ist das 
charakteristische (L/I/V)GxxxSQ-Motiv farblich hervorgehoben. Alle Sequenzen im Alignment verfügen über dieses 
Motiv. Die Aminosäuren wurden nach ihren physikalisch-chemischen Eigenschaften gefärbt. Einteilung der 
Aminosäuregruppen: aromatisch = F; Y; W (Lila); hydrophob = A; M; C; G (hellgrün); aliphatisch (und hydrophob) 
= V; I; L (dunkelgrün); positiv geladen = K; R; H (blau); negativ geladen = D; E (rot); polar = T; Q; S; N (orange) und 
klein = P (schwarz). 
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3.1.3 DGR-kodierte RTs aus Cyanobakterien bilden einen Subtree im 

phylogenetischen Baum 

Schillinger und Kollegen haben für 155 DGR-kodierte RT-Sequenzen einen phylogenetischen 

Baum auf Aminosäureebene erstellt (Schillinger et al. 2012). Die RT-Sequenzen wurden in 

dieser Arbeit verwendet um einen weiteren phylogenetischen Baum auf Aminosäureebene zu 

generieren, bei dem die 13 RT-Sequenzen des Screenings hinzugefügt wurden 

(Abbildung A2). Die Erstellung des Baums wurde von Damir Baranasic (Genetik, TU 

Kaiserslautern) durchgeführt. Dabei wurde die RT des Gruppe II Introns aus Bacillus 

halodurans als Wurzel verwendet. Um die Ergebnisse zu validieren, wurde ein Bootstrapping 

mit 2000 Replikaten durchgeführt. Für ein verlässliches Bootstrapping wurden die 

Sequenzlängen aus der Datenbank und dem Screening angepasst. 

In Abbildung 8 ist ein Subtree des phylogenetischen Baums dargestellt. Darin gruppieren sich 

die cyanobakteriellen DGR-kodierten RT-Sequenzen der Datenbank, mit denen des 

Screenings. In diesem Subtree sind ebenso die Sequenzen von zwei grünen 

Schwefelbakterien (Chlorobium phaeobacteroides und Pelodictyon phaeoclathratiforme), 

einem Schwefelpurpurbakterium (Thiorhodovibrio sp.) und einem Nichtschwefelpurpur-

bakterium (Rhodomicrobium vannielii) vorzufinden. Die Cyanobakterienstämme Cyanothece 

sp. CCY0110 und Nodularia spumigena CCY9414 verfügen über zwei DGRs, deren RT-

Sequenzen voneinander abweichen. Die RT-Sequenzen aus Cyanothece sp. CCY0110 

besitzen eine Sequenzidentität von 68 %, während die RT-Sequenzen aus Nodularia 

spumigena CCY9414 eine Sequenzidentität von 72 % aufzeigen. 
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Abbildung 8: Subtree der cyanobakteriellen DGR-kodierten RTs im phylogenetischen Baum.¶ Abgebildet ist 

ein Ausschnitt des phylogenetischen Baums der DGR-kodierten RTs (s. Abbildung A2). Sämtliche cyanobakterielle 
Sequenzen (Datenbank und Screening) formen zusammen eine eigenständige Gruppe, zu der auch güne 
Schwefelbakterien und Purpurbakterien gehören (lila unterstrichen). Die Stämme Nodularia spumigena CCY9414 
und Cyanothece sp. CCY0110 (gelb hervorgehoben) besitzen jeweils zwei DGRs. Die Bootstrap-Werte für 2000 

Replikate sind angegeben. 
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3.1.4 Geographische Verteilung der DGR-assoziierten 

Cyanobakterienstämme 

In den vorangehenden Kapiteln konnte gezeigt werden, dass eine 320 bp Bande im Screening 

der Cyanobakterien als ein verlässlicher Indikator für DGRs angesehen werden kann. Um 

einen Zusammenhang zwischen dem Isolationsort der Cyanobakterien und dem Vorkommen 

der DGRs zu untersuchen, wurde die geographische Verteilung der DGR-assoziierten 

Cyanobakterienstämme analysiert (Tabelle 9). 

Tabelle 9: Geographische Verteilung der DGR-assoziierten Cyanobakterienstämme 

 

Anhand von Tabelle 9 ist zu erkennen, dass die meisten Stämme in Europa isoliert wurden 

(49,7 %), mit einem Fokus in der Schweiz (35,5 %). Daher ist es nicht verwunderlich, dass 

auch die meisten DGRs in diesen Stämmen vorgefunden wurden (58,8 % bzw. 50 %). Hinzu 

kommen Stämme aus Afrika (13 %), die 8,8 % der DGR-assoziierten Stämme ausmachen, 

Nordamerika (11,2 %), die 2,9 % der DGR-assoziierten Stämme ausmachen und Indien/Nepal 

(8,3 %), welche 11,8 % der DGR-assoziierten Stämme ausmachen. Die wenigsten Stämme 

wurden in Zentral- und Südamerika (5) bzw. Antarktika (1) isoliert. In diesen Stämmen wurden 

keine DGRs identifiziert, was höchstwahrscheinlich mit der geringen Anzahl der isolierten 

Stämme zusammenhängt. 

  

Isolationsort 
Isolate  DGRs  

[%] [Anzahl] [%] [Anzahl] 

Europa (Schweiz) 49,7 (35,5) 84 (60) 58,8 (50,0) 20 (17) 

Afrika (Namibia) 13,0 (6,5) 22 (11) 8,8 (2,9) 3 (1) 

Nordamerika (Kanada) 11,2 (6,5) 19 (11) 2,9 (2,9) 1 (1) 

Indien/Nepal 8,3 14 11,8 4 

Zentral- & Südamerika 3,0 5 0,0 0 

Antarktika 0,6 1 0,0 0 

nicht angegeben 14,2 24 17,6 6 
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3.1.5 Entdeckung eines neuen DGRs in Anabaena flos-aquae 

In dem cyanobakteriellen Screening auf die DGR-kodierte RT konnten von den 169 Isolaten 

der Stammsammlung 34 Stämme mit einer Bande der korrekten Länge identifiziert werden. 

Beispielhafte Sequenzierungen haben gezeigt, dass es sich um RT-Sequenzen mit dem für 

DGRs charakteristischen SQ-Motiv handelt. Diese Sequenzen beanspruchen, zusammen mit 

cyanobakteriellen DGR-kodierten RT-Sequenzen der Datenbank, eine eigene Gruppe im 

phylogenetischen Baum. Für weitere Experimente wird die komplette Sequenz der 

identifizierten DGRs benötigt. Diese kann durch Genomsequenzierungen erlangt werden. Eine 

kostengünstige Alternative stellt die inverse PCR dar. Mit der inversen PCR kann ausgehend 

von einem bekannten Sequenzbereich, in diesem Fall dem RT-Fragment, die umliegende 

Sequenz identifiziert werden. Hierzu wird genomische DNA isoliert, mit einem 

Restriktionsenzym geschnitten und unter hoher Verdünnung intramolekular ligiert. Die 

bekannte RT-Sequenz sollte nun Teil eines zirkulären DNA-Moleküls sein, auf dem sich 

ebenfalls die umgebende Sequenz befindet. Die umgebende Sequenz ist dabei durch die 

Erkennungssequenz des verwendeten Restriktionsenzyms definiert. Die umgebende, 

unbekannte Sequenz kann durch auswärts gerichtete Primer amplifiziert werden, deren 

Richtung nicht aufeinander zu, sondern in den unbekannten Bereich zielt. Die Abfolge der 

Reaktionsschritte für die inverse PCR ist schematisch in Abbildung 9 dargestellt. 

 

 

Abbildung 9: Schematische Darstellung der inversen PCR.¶ Nach der Isolation genomischer DNA wird diese mit 

einem Restriktionsenzym geschnitten. Die linearisierten DNA-Fragmente werden intramolekular ligiert und die 
entstehende zirkuläre DNA als Templat für eine PCR verwendet. Dafür werden Primer benutzt, deren Richtung in 
die unbekannte Sequenz zielt (schwarzer und grüner Pfeil). Die Erkennungssequenz von Sau3AI kommt in der 
bekannten RT-Sequenz von Anabaena flos-aquae dreimal vor. Dieses Restriktionsenzym wurde in der inversen 
PCR als Positivkontrolle verwendet. 
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Die inverse PCR wurde auf der RT-Sequenz von Anabaena flos-aquae durchgeführt 

(Abbildung 10). Um zu testen ob intramolekular ligierte DNA entstanden ist, wurde eine 

Positivkontrolle mitgeführt. Dabei wurde das Restriktionsenzym Sau3AI verwendet, dessen 

4 bp-Erkennungssequenz dreimal in der bekannten RT-Sequenz vorkommt. Dadurch können 

unter anderen zwei PCR-Produkte bekannter Größe (216 bp und 291 bp) entstehen. Während 

das 216 bp große PCR-Produkt nicht beobachtet werden konnte, sind dafür neben der 291 bp 

Bande noch weitere, größere Banden zu erkennen. Eine Sequenzierung dieser Banden ergab, 

dass es sich um Sequenzwiederholungen der 216 bp und 291 bp Sequenzen handelt. Diese 

Sequenzwiederholungen können entstehen, wenn die DNA-Synthese auf zirkulärer DNA 

kontinuiert, ªhnlich der bakteriellen Ărolling circle replicationñ (zusammengefasst in Khan 

1997). Ausgehend von DNA, die zuvor einem Restriktionsverdau mit BamHI, HindIII, PvuII 

oder dem Doppel-Restriktionsverdau BamHI/BglII unterzogen wurde, konnte kein deutliches 

PCR-Produkt amplifiziert werden. Dagegen konnte mit DNA, welche mit EcoRI geschnitten 

wurde, ein PCR-Produkt auf Höhe von ca. 3 kb amplifiziert werden. 

 

 

Abbildung 10: Inverse PCR von Anabaena flos-aquae.¶ Die inverse PCR auf die RT-Sequenz von Anabaena 
flos-aquae wurde wie in Abbildung 9 beschrieben durchgeführt. Die verwendeten Restriktionsenzyme sind 
eingezeichnet und die resultierenden PCR-Produkte abgebildet. Dabei ist für den Restriktionsverdau mit EcoRI eine 
Bande auf Höhe von ca. 3 kb zu beobachten. Als Positivkontrolle diente der Restriktionsverdau mit Sau3AI, da 
dieses über drei Erkennungssequenzen in der bekannten Sequenz verfügt. Die resultierenden PCR-Produkte 
sollten unter anderen eine Größe von 216 bp bzw. 291 bp besitzen. Es konnten jedoch neben der 291 bp Bande 
noch weitere Banden beobachtet werden. 

 

Das PCR-Produkt der mittels EcoRI restriktionsverdauten DNA wurde kloniert und 

anschließend sequenziert. Dabei konnte die Sequenz eines ca. 2900 bp großen DGRs 

identifiziert werden. Dieses setzt sich aus einem Zielgen mit VR am 3´-Ende, Avd, RT und TR 
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zusammen (Abbildung 11). Da das komplette Genom nicht sequenziert wurde, können weitere 

Zielgene vorliegen. 

 

 

Abbildung 11: Schematische Darstellung des DGRs aus Anabaena flos-aquae.¶ Das abgebildete DGR wurde 

über inverse PCR in dem Cyanobakterium Anabaena flos-aquae identifiziert. Es besitzt ein Zielgen mit VR am 
3´-Ende, sowie einen avd- und rt-ORF. Der TR ist downstream zum rt-ORF lokalisiert. Die IMH und IMH* Region, 
sowie eine potentielle Haarnadel/Kreuz-Struktur downstream der VR sind eingezeichnet. 

 

Die RT des DGRs aus Anabaena flos-aquae ist 349 Aminosäuren lang und verfügt über die 

sechs Domänen, die für DGR-kodierte RTs beschriebenen wurden (Simon & Zimmerly 2008) 

(Abbildung 12). Die wichtigsten Merkmale innerhalb der sechs Domänen stellen das für DGRs 

charakteristische SQ-Motiv in Domäne vier und das YxDD-Motiv in der katalytischen Domäne 

fünf dar. Der Bereich um das YxDD-Motiv sowie ein konservierter Bereich in Domäne drei, 

dienen als Bindestelle der degenerierten Primer des cyanobakteriellen Screenings. 

Auf die komplette Aminosäuresequenz der RT bezogen, zeigt die RT aus Anabaena flos-

aquae eine Sequenzidentität von 65 % (Sequenzähnlichkeit = 80 %) zu der RT aus Nostoc sp. 

PCC7120, aber nur eine Sequenzidentität von 35 % (Sequenzähnlichkeit = 49 %) zu der RT 

des Bordetella-Phagen. Wie bei anderen DGR-kodierten RTs, verfügt die RT aus Anabaena 

flos-aquae weder über eine Homing Endonuklease-Domäne, wie sie bei den Gruppe II Introns 

vorkommt, noch über eine RNase H-Domäne, wie sie z.B. für die HIV-RT beobachtet wurde 

(Johnson et al. 1986). 

 

 

Abbildung 12: Alignment der DGR-kodierten RT-Domänen.¶ Aminosäure-Alignment der RT-Domänen 0-7 für die 
DGR-kodierten RTs von Anabaena flos-aquae, Nostoc sp. PCC7120 und dem Bordetella-Phagen. DGR-kodierte 
RTs verfügen über keine Sequenz, die in Domäne 0-1 mit anderen RT-Sequenzen aligned. Das SQ-Motiv in 
Domäne vier ist für die drei RT-Sequenzen hervorgehoben (gelb). Für die cyanobakteriellen RT-Sequenzen sind 
zudem die Bindestellen der degenerierten Primer des Screenings hervorgehoben (rot). Diese liegen auf dem YxDD-
Motiv in Domäne fünf und einem konservierten Bereich in Domäne drei. Die Einteilung der Aminosäuren nach den 
physikalisch-chemischen Eigenschaften (farbliche Kodierung) entspricht der aus Abbildung 7 (S.41). 
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Unmittelbar upstream zur RT ist die Avd lokalisiert. Bei der Avd handelt es sich um ein 115 

Aminosäuren großes Protein mit der Sequenz IGNELGGWIK am C-Terminus, was dem von 

Schillinger beschriebenen GGW-Motiv entspricht (Schillinger 2013) (Abbildung 13). Die 

Aminosäuresequenz der Avd aus Anabaena flos-aquae besitzt eine Sequenzidentität von 

63 % (Sequenzähnlichkeit = 79 %) zu der Avd aus Nostoc sp. PCC7120, aber nur eine 

Sequenzidentität von 23 % (Sequenzähnlichkeit = 33 %) zu der Avd des Bordetella-Phagen. 

 

 

Abbildung 13: Alignment von Avd-Sequenzen.¶ Aminosäure-Alignment der Avd-Sequenzen von Anabaena flos-
aquae, Nostoc sp. PCC7120 und dem Bordetella-Phagen. Das GGW-Motiv am C-terminalen Ende ist 
hervorgehoben. Die Einteilung der Aminosäuren nach den physikalisch-chemischen Eigenschaften (farbliche 
Kodierung) entspricht der aus Abbildung 7 (S.41). 

 

Das variable Protein ist 252 Aminosäuren lang und besitzt eine konservierte Proteindomäne, 

die es in die Superfamilie der Formylglycin-generierenden Enzyme (FGEs) einordnet. Am 3´-

Ende des offenen Leserahmens befindet sich die 131 bp lange VR, die sich von dem 

downstream zur RT gelegenen TR fast außschließlich an Positionen unterscheidet, an denen 

der TR über Adenine verfügt (Abbildung 14). 

 

 
 
Abbildung 14: Variable Region des DGRs aus Anabaena flos-aquae.¶ Die variable Region (VR) am 3´-Ende des 
Zielgens des DGRs aus Anabaena flos-aquae ist gezeigt. Bei dem fast identischen Templat Repeat (TR) wurden 

übereinstimmende Nukleotide, bis auf die Adenine, ausgeblendet. Adenine in dem TR können zu variablen 
Positionen in der VR führen (rot). Die Initiierungssequenz des mutagenen Homings (IMH, blau) besitzt keine 
variablen Positionen. Daher wurden die Adenine in dem korrespondierenden Bereich des TR (IMH*) ausgeblendet. 
Zwischen IMH und IMH* ist eine Abweichung zu beobachten (unterstrichen). 

 

Der variable Bereich der VR ist 114 bp lang und beinhaltet 35 potentiell variable Positionen, 

die durch Adenine in dem TR vorgegeben werden. Davon zeigen 15 Positionen eine 

Abweichung zum TR. Das Zielgen kann eine maximale Diversität von (435) 1,2 x 1021 

Nukleotidsequenzen generieren, was 1,6 x 1018 Proteinsequenzen entspricht. 

  



Ergebnisse | 49 
 

Am 3´-Ende der VR ist eine Sequenz lokalisiert, die aufgrund der Ähnlichkeit zum DGR des 

Bordetella-Phagen als Initiierungssequenz des mutagenen Homings (IMH) definiert wurde. Die 

IMH besteht aus einer (GC)7 Region, gefolgt von einer 10 bp Sequenz mit einem Adenin-

unspezifischen Unterschied zu der entsprechenden Sequenz des TR (IMH*). In der IMH* 

kommen drei Adenine vor, die in der IMH nicht mutiert vorliegen und im Hinblick auf die IMH 

des Bordetella-Phagen auch nicht als variabel angesehen werden. 

68 bp downstream zur VR ist eine Sequenz lokalisiert, welche die Ausbildung einer 

Haarnadel/Kreuz-Struktur erlaubt. Die ausgebildete Struktur würde aus einer 6 bp langen, GC-

reichen Doppelhelix und einer 3 nt langen Schleife (rot) bestehen. 

 

5´-GTCGCCTCTGGCGAC-3´ 

3´-CAGCGGAGACCGCTG-5´ 

 

Die Ausbildung einer solchen Struktur scheint für DGRs konserviert zu sein und wird mit der 

Erkennung der Zielsequenz im mutagenen Homing in Verbindung gebracht (Guo et al. 2011). 

Das DGR aus Anabaena flos-aquae sollte theoretisch funktionsfähig sein, da keine 

inaktivierenden Mutationen beobachtet werden konnten. Für weitere Experimente wurde das 

DGR in einen Standardvektor (pBSK) kloniert (Abbildung A1). Mit der inversen PCR wurden 

keine weiteren DGRs identifiziert. 
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3.1.5.1 Anabaena flos-aquae besitzt eine durch Kältestress induzierte RT 

Das DGR aus Anabaena flos-aquae scheint auf DNA-Ebene funktionsfähig zu sein 

(Kap. 3.1.5). Daher wurde neben Nostoc sp. PCC7120, welches ebenfalls ein theoretisch 

funktionsfähiges DGR besitzt (Abbildung 4), auch Anabaena flos-aquae im Labor kultiviert. Um 

zu prüfen, ob die DGRs unter den Kultivierungsbedingungen transkribiert werden, wurde eine 

Reverse-Transkriptase-PCR (RT-PCR) auf die Transkripte von TR, RT und Avd durchgeführt. 

Hierfür wurde Gesamt-RNA aus Cyanobakterien isoliert, die entweder Standardbedingungen 

(22 °C) oder einem zusätzlichen Kältestress (drei Stunden bei 4 °C) ausgesetzt waren. Die 

isolierte Gesamt-RNA wurde durch eine reverse Transkriptase in cDNA umgeschrieben und 

als Templat in eine PCR eingesetzt. Die Analysen wurden mit Unterstützung von Thomas 

Kafka im Triplikat durchgeführt und sind in Abbildung 15 zusammengestellt. 

 

 

Abbildung 15: Detektion der cyanobakteriellen DGR-Transkripte.¶ Die Transkripte der RT, TR und Avd der 
DGRs aus (A): Anabaena flos-aquae und (B): Nostoc sp. PCC7120 wurden mittels Reverse-Transkriptase-PCR 

amplifiziert. Die Reaktion wurde mit (+E) und ohne (-E) Enzym (reverse Transkriptase) durchgeführt, um auf 
Präsenz von gDNA zu testen. Als Positivkontrolle (+) dienten die Plasmide der klonierten DGRs (pPM6 und pPM7). 
Die RNA wurde aus Cyanobakterien isoliert, die entweder bei 22 °C oder zusätzlich für drei Stunden bei 4 °C 
kultiviert wurden. Alle Transkripte konnten nachgewiesen werden, wobei die RT aus Anabaena flos-aquae nur in 
Kulturen detektiert wurde, die zuvor 4 °C ausgesetzt waren. Die beobachtete Größe der PCR-Produkte stimmt mit 
der theoretischen überein (Ausnahme: Anabaena flos-aquae, Avd): Anabaena flos-aquae RT (436 bp), TR (130 bp) 
und Avd (182 bp), sowie Nostoc sp. PCC7120 RT (488 bp), TR (320 bp) und Avd (342 bp). 
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Mit der RT-PCR konnten die Transkripte der RT, TR und Avd aus Nostoc sp. PCC7120 

Kulturen nachgewisen werden, die bei 22 °C kultiviert wurden. Bei Anabaena flos-aquae 

konnten bei dieser Kultivierungstemperatur nur die Transkripte von TR und Avd detektiert 

werden. Dabei ist zu beobachten, dass die Avd-Bande etwas höher läuft als die zugehörige 

Positivkontrolle, was durch einen Probenüberschuss und/oder Salzeffekte zu erklären sein 

könnte. Das Transkript der RT ist dagegen nur in kältegestressten Anabaena flos-aquae 

Kulturen nachweisbar. Um die Transkriptregulation der RT näher zu untersuchen, wurde die 

RT-PCR mit Anabaena flos-aquae Kulturen wiederholt, die für drei Stunden verschiedenen 

Stressbedingungen ausgesetzt waren (Abbildung 16). Das Experiment wurde im Duplikat 

durchgeführt und Salzstress (55 mM NaCl), oxidativer Stress (10 mM H2O2), Hitzestress 

(37°C), Dunkelstress und Kältestress (4 °C) getestet. 

 

 

Abbildung 16: Transkriptregulation der RT aus Anabaena flos-aquae.¶ Anabaena flos-aquae Kulturen wurden 

für drei Stunden verschiedenen Stressbedingungen ausgesetzt und die RT anschließend über Reverse-
Transkriptase-PCR amplifiziert. Dabei wurde die Anzahl der Amplifikationszyklen erhöht (von 25 auf 30), um 
schwache Transkripte nachweisen zu können. Die Reaktion wurde mit (+E) und ohne (-E) Enzym (reverse 
Transkriptase) durchgeführt, um auf Präsenz von gDNA zu testen. Als Positivkontrolle (+) diente der pPM6. Stress 
durch H2O2 (10 mM) und Hitze (37 °C) führte zu keinem PCR-Produkt (-). Unter Dunkelstress, Salzstress (55 mM 
NaCl) und den Standardbedingungen (22 °C) konnte eine schwache Bande detektiert werden (+). Die Bande für 
die RT ist nach Kältestress (4°C) am intensivsten (++). 

 

Die RT-PCR ist eine Form der Endpunkt-PCR. Diese eignet sich nicht für eine genaue 

Quantifizierung, denn gleiche DNA-Mengen zu Reaktionsbeginn können durch Variationen in 

der Reaktionskinetik zu unterschiedlichen DNA-Mengen in der gemessenen Plateauphase 

führen. Um die Bandenintensitäten in dem Experiment dennoch vergleichen zu können, wurde 

eine Ordinalskala mit den Variablen - (keine Bande), + (schwache Bande) und ++ (starke 

Bande) verwendet. 
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Nach oxidativem Stress und Hitzestress konnte kein Transkript von der RT nachgewiesen 

werden. Das könnte mit einem Absterben der Zellen zusammenhängen, welches beobachtet 

und durch zu intensive Stressbedingungen ausgelöst wurde. Für die Standardbedingungen, 

Salz- und Dunkelstress konnte ein schwaches Transkript nachgewiesen werden. Die stärkste 

Transkription wurde nach Kältestress detektiert, wie anhand der intensiven Bande zu erkennen 

ist. 

Es konnten Bedingungen gefunden werden, unter denen die Templat RNA, die RT und die 

Avd in den kultivierten Cyanobakterien Anabaena flos-aquae und Nostoc sp. PCC7120 

transkribiert vorliegen. Als nächstes wurden die DGRs auf ihre Fähigkeit zur Hypermutation 

der VR untersucht. 
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3.2 Aktivitätsanalysen 

Die DGRs aus den Cyanobakterien Anabaena flos-aquae und Nostoc sp. PCC7120, sowie 

aus dem humanpathogenen Bakterium Treponema denticola, wurden auf Aktivität untersucht. 

Unter Aktivität wird die Fähigkeit des DGRs zur Erzeugung von Variabilität in der VR 

verstanden. Um diese nachzuweisen, wurde mit Hilfe von Christine Förster-Schorr ein 

Restriktionsenzym-basierter Variabilitäts-Assay (REBVA) durchgeführt. Dieser wurde bereits 

zur Untersuchung der VR aus dem Bordetella-Phagen eingesetzt (Liu et al. 2002). Im REBVA 

wird die VR durch ein Restriktionsenzym geschnitten, wenn die Erkennungssequenz nicht 

mutiert vorliegt. Eine nachfolgende PCR amplifiziert nur die ungeschnittene VR, in der sich 

demnach Mutationen befinden. 

Bei der Durchführung des REBVA wurden zwei generelle Probleme festgestellt. Zum einen ist 

die Effizienz des Restriktionsverdaus nicht absolut, sodass alternierende Schritte aus 

Restriktionsverdau und PCR solange wiederholt wurden, bis keine restriktionsverdauten 

Banden mehr zu beobachten waren. Wurde das ungeschnittene PCR-Produkt sequenziert, 

obwohl restriktionsverdaute Banden zu beobachten waren, ergab die Sequenzierung in allen 

Fällen eine unmutierte VR-Sequenz. Das zweite Problem ist eine ausbleibende Amplifikation 

bei einer wiederholten PCR auf dasselbe PCR-Produkt unter Verwendung derselben Primer. 

Das Problem konnte durch eine nested PCR verbessert werden. Dabei wird eine unspezifische 

Primer-Bindung durch Verwendung eines weiteren, verschachtelten Primerpaares reduziert. 

Die verwendeten Primer, die Restriktionsenzyme mit den Erkennungssequenzen und die 

analysierten variablen Positionen sind in Kap. 2.2.2.4 aufgeführt. 

Die DGRs wurden sowohl nativ, als auch heterolog exprimiert untersucht. Untersuchungen am 

nativen DGR bieten den Vorteil, dass alle benötigten Wirtsfaktoren vorhanden sind. 

3.2.1 Das native DGR aus Nostoc sp. PCC7120 zeigt Aktivität 

Bei der Untersuchung der Aktivität des nativen DGRs aus Nostoc sp. PCC7120 wurden 

Cyanobakterien verwendet, die seit zwei Jahren im Labor der Molekularen Genetik (TU 

Kaiserslautern) in Kultur gehalten wurden. Im REBVA wurde nur die VR von Zielgen2 

untersucht, da für die VR von Zielgen1 kein geeignetes Restriktionsenzym gefunden wurde. 

Die Durchführung des REBVA gestaltete sich als schwierig und führte nur in einem von vielen 

Versuchen zu einem PCR-Produkt, das von dem Restriktionsenzym nicht weiter geschnitten 

wurde (Abbildung 17). 
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Abbildung 17: Ausschnitt des Restriktionsenzym-basierten Variabilitäts-Assays.¶ Die variable Region am 
3´-Ende von Zielgen2 des DGRs aus Nostoc sp. PCC7120 wurde abwechselnd amplifiziert (382 bp) und 

restriktionsverdaut (SacI), wodurch zwei Fragmente entstehen (190 bp und 192 bp). Abgebildet sind die erste PCR 
und vier Restriktionsverdaue. Die relative Menge der geschnittenen Fragmente nimmt über die einzelnen Schritte 
hinweg ab, bis diese nicht mehr zu beobachten sind (Restriktionsverdau #4). Bei der Positivkontrolle zur PCR (+), 
wurde das klonierte DGR (pPM7) als Templat verwendet. 

 

Das PCR-Produkt, welches im vierten Restriktionsverdau keine geschnittenen Fragmente 

aufwies, wurde sequenziert. Dabei wurden zwei unterschiedliche Sequenzen beobachtet 

(Abbildung 18). 

 

 

Abbildung 18: Variable Region des DGRs aus Nostoc sp. PCC7120.¶ Die variable Region (VR) von Zielgen2 
des DGRs aus Nostoc sp. PCC7120 ist gezeigt. In dem fast identischen Templat Repeat (TR) wurden 
übereinstimmende Nukleotide, bis auf Adenine, ausgeblendet. Adenine in dem TR können zu variablen Positionen 
in der VR führen (rot). Die Initiierungssequenz des mutagenen Homings (IMH, blau) verfügt über drei Adenine in 
dem korrespondierenden TR. Diese Positionen werden nicht als variabel angesehen, weshalb die Adenine in dem 
TR ausgeblendet sind. In der IMH sind zwei Adenin-unspezifische Abweichungen zu beobachten (unterstrichen). 
Die durch den REBVA erhaltenen Sequenzen R1 und R2 besitzen eine mutierte SacI-Erkennungssequenz (gelb 
hervorgehoben). (R1): Der Bereich der Mutationen umfasst 15 bp und beinhaltet fünf Mutationen an variablen 
Positionen. (R2): Die Erkennungssequenz wurde zusammen mit einem Bereich der VR deletiert (Minus). 

 

Die VR-Sequenz, die in Abbildung 18 als R1 bezeichnet wird, scheint durch DGR-Aktivität 

verändert worden zu sein. Innerhalb eines 15 bp langen Bereichs, der die Erkennungssequenz 

des Restriktionsenzyms mit einschließt, können fünf Adenin-spezifische Mutationen 

beobachtet werden. In der zweiten VR-Sequenz (R2) wurde die Erkennungssequenz des 

Restriktionsenzyms durch eine großflächige Deletion von 67 bp entfernt. 
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3.2.2 Das native DGR aus Anabaena flos-aquae zeigt keine Aktivität 

Die Untersuchung der Aktivität des nativen DGRs aus Anabaena flos-aquae wurde mit 

Cyanobakterien durchgeführt, die seit zwei Jahren im Labor der Molekularen Genetik (TU 

Kaiserslautern) kultiviert wurden. Diese wurden für den REBVA unter Standardbedingungen 

(22 °C) angezogen und für einen parallelen Versuch zusätzlich einem Kältestress (4 °C, 3 

Stunden) ausgesetzt. Der Kältestress wurde durchgeführt um die Transkription der DGR-

kodierten RT zu induzieren (Kap. 3.1.5.1). 

Der REBVA für die unter Standardbedingungen angezogenen Zellen gestaltete sich als 

schwierig, da eine wiederholte Amplifikation der VR nicht möglich war. Dieses Problem konnte 

nicht durch eingerückte Primer behoben werden. Eine Möglichkeit mit der dieses Problem 

behoben werden konnte, lag in der Verwendung einer Polymerase ohne Korrekturlesefunktion 

(myTaq). Mit der myTaq konnte der REBVA durchgeführt werden, bis keine geschnittenen 

Fragmente mehr zu beobachten waren. Die Sequenzierung des PCR-Produkts ergab jedoch, 

dass die Erkennungssequenz des Restriktionsenzyms durch eine Punktmutation verändert 

wurde (Daten nicht gezeigt). Eine DGR-Aktivität konnte nicht beobachtet werden. 

Bei der kältegestressten Anabaena flos-aquae Kultur bestand ebenfalls das Problem, dass 

eine wiederholte Amplifikation der VR, auch mit eingerückten Primern, nicht möglich war. 

Anders als bei den unter Standardbedingungen angezogenen Zellen, wurde nicht die myTaq 

DNA-Polymerase verwendet, da die fehlende Korrekturlesefunktion vermutlich zu der 

Punktmutation im Selektionsbereich geführt hat. Der REBVA wurde mit der Phusion DNA-

Polymerase (mit Korrekturlesefunktion) mehrmals wiederholt, konnte aber nicht zuende 

geführt werden. 

Aufgrund der geringen Anzahl erfolgreich durchgeführter REBVA-Versuche konnte in den 

kultivierten Cyanobakterien nur ein Ereignis von DGR-Aktivität beobachtet werden (Abbildung 

18). Bei der Durchführung gestaltete sich die Amplifikation des PCR-Produkts nach dem 

Restriktionsverdau als schwierig. Dies könnte daran liegen, dass die amplifizierte VR-Sequenz 

unmutiert vorlag und nach dem Restriktionsverdau nicht genügend Moleküle für die PCR zur 

Verfügung standen. Sollte die Hypermutation der VR durch einen unbekannten äußeren Reiz 

ausgelöst werden, dann wären die konstanten Kultivierungsbedingungen eine schlechte 

Voraussetzung für die Analyse der Aktivität. Um weitere DGR-vermittelte Unterschiede in der 

VR feststellen zu können, wurde daher ein DGR untersucht, dessen variables Protein einem 

natürlichen Anpassungsdruck unterworfen ist. 
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3.2.3 Das native DGR aus Treponema denticola zeigt Variabilität 

Im Jahr 2011 veröffentlichte Dr. Sigrun Eick, Leiterin des Labors Orale Mikrobiologie an der 

Klinik für Parodontologie (Bern), einen Artikel über den Vergleich zweier Methoden zur 

Diagnose von chronischer Parodontitis (Eick et al. 2011). Zu Beginn der Studie (t1), sowie 3, 

6 und 12 Monate nach Ansetzen einer Behandlung (t2-4), wurden jeweils drei Proben (A-C) 

des subgingivalen Plaque aus 25 Patienten entnommen und mittels DNA-STRIP-Technologie 

und Real-Time-PCR untersucht. Die isolierte bakterielle DNA der Plaques von 53 Proben aus 

15 Patienten der Studie wurde unserer Arbeitsgruppe zur Verfügung gestellt (Tabelle A2). Die 

Proben waren pseudonymisiert, ein Votum der Ethikkommission des Universitätsklinikums 

Jena zur bakterienspezifischen PCR-Analyse der Proben lag vor. In allen 53 Proben wurde 

Treponema denticola über die oben genannten Methoden nachgewiesen. Treponema 

denticola besitzt ein DGR, welches in Abbildung 4 skizziert ist. In dieser Arbeit wurden die 

Proben verwendet, um die VR von Treponema denticola zu untersuchen. Diese wurde mit Hilfe 

von Christine Förster-Schorr über PCR amplifiziert (Abbildung 19). 

 

 

Abbildung 19: Nachweis der variablen Region aus Treponema denticola.¶ Die varible Region (VR) (622 bp) 

wurde aus Patientenproben (Spur 1-3) amplifiziert. Um die Integrität der genomischen DNA zu überprüfen, wurde 
zusätzlich die 16S rDNA (316 bp) amplifiziert. Die schwache Bande in Spur 2 und die Bande in Spur 3 laufen auf 
Höhe der VR, während die schwache Bande in Spur 1 größer ist (~ 800 bp). Als Positivkontrolle (+) diente 
genomische DNA von Treponema denticola (Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen, #14222) 

 

In Abbildung 19 ist zu sehen, dass die PCR-Produkte für die VR in Spur 2 und 3, auf Höhe der 

Positivkontrolle (622 bp) laufen. Eine anschließende Sequenzierung der PCR-Produkte 

bestätigte für Spur 2 (Patient 2, Probe A, t1) und 3 (Patient 5, Probe A, t3), dass es sich um 
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die VR aus Treponema denticola handelt. Das PCR-Produkt in Spur 1 ist größer (~ 800 bp) 

als die Positivkontrolle. Es wurde sequenziert, wobei keine Homologie zu der VR aus 

Treponema denticola beobachtet werden konnte. Ein Nachweis der VR konnte für 41 der 

untersuchten 53 Proben nicht erbracht werden. Da die PCR sensibel genug ist, um einzelne 

DNA-Moleküle nachzuweisen, könnte die DNA im Laufe der Zeit (mind. 8 Monate seit 

Entnahme) oder beim Transport Schaden genommen haben. Die 12 Proben, in denen die VR 

nachgewiesen wurde, gehören zu fünf Patienten und sind in Tabelle 10 zusammengefasst. 

Tabelle 10: Proben von fünf Patienten mit amplifizierbarer VR 

 

Die sequenzierten Treponema-Sequenzen von den Patienten 1-4 wiesen keine Variabilität auf, 

sodass alle Proben zu VR-Sequenzen führten, die identisch mit der Datenbank sind. 

Die VRs der Treponema-Sequenzen von den drei Proben aus Patient 5 (VR-5) sind 

untereinander identisch, unterscheiden sich aber an 29 Positionen von der VR-Sequenz der 

Datenbank (VR-D) (Abbildung 20). Um die Unterschiede näher zu bestimmen, wurde auch der 

TR von Patient 5 sequenziert (TR-5). Dabei korrespondieren 25 variable Positionen (rot) in der 

VR-5 mit Adeninen in dem TR-5. Diese Adenin-spezifischen Mutationen sprechen für DGR-

Aktivität. Ebenfalls für eine DGR-Aktivität spricht Position 32 (grün). Dabei handelt es sich nicht 

um eine Mutation in der VR-5, sondern um eine Mutation in dem TR-5 (Cytosin zu Thymin), 

der zur VR-5 transferiert wurde. Die anderen drei Unterschiede zur VR-D sind Adenin-

unspezifisch (unterstrichen). Diese könnten durch einen fehlerhaften Einbau der DGR-

kodierten RT entstanden sein. Die Fehlerrate von RTs liegt bei etwa einem falschen Einbau 

pro 1700 bis 30.000 Nukleotiden (Roberts, Bebenek & Kunkel 1988). Bei drei Mutationen 

innerhalb der 136 bp langen VR, könnte neben einer fehlerhaften Erkennung von Adeninen, 

auch eine generell erhöhte Fehlerrate für die DGR-kodierte RT vermutet werden. 

Patient Probe Zeitpunkt Unterschied zur Datenbank 

1 C t1 Nein 

2 
A 

B 

t1, t2 

t1, t2, t4 
Nein 

3 
A 

B 

t1 

t3 
Nein 

4 C t1 Nein 

5 

A 

B 

C 

t3 

t1 

t1 

Ja 
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Abbildung 20: Variable Region des DGRs aus Treponema denticola.¶ Die variable Region des DGRs von 
Treponema denticola aus der Datenbank (VR-D) und der Probe aus Patient 5 (VR-5) ist gezeigt. Bei dem fast 

identischen Templat Repeat aus Patient 5 (TR-5) wurden zur VR-D übereinstimmende Nukleotide (bis auf Adenine) 
ausgeblendet. Adenine im TR-5 können zu variablen Positionen in der variablen Region führen (rot). Adenin-
unspezifische Abweichungen sind unterstrichen. (VR-5): In der VR-5 sind die Unterschiede zur VR-D abgebildet. 

Es liegen mindestens 25 Adenin-spezifische, sowie drei unspezifische Mutationen vor, von denen eine in der 
Initiierungssequenz des mutagenen Homings (IMH, blau) vorkommt. Der Unterschied zur VR-D an Position 32 
(grün) ist durch eine transferierte Mutation in dem TR-5 entstanden. 

3.2.4 Heterolog exprimierte DGRs zeigen keine Aktivität 

In dem kultivierten Cyanobakterium Nostoc sp. PCC7120 und dem natürlich vorkommenden 

Humanpathogen Treponema denticola konnte eine durch das DGR diversifizierte VR-Sequenz 

beobachtet werden. In einem weiteren Experiment sollte getestet werden, ob DGRs auf einen 

anderen Wirt transferierbar sind und inwiefern eine Diversifizierung des Zielgens im 

heterologen System möglich ist. 

Dafür wurden die DGRs aus Anabaena flos-aquae, Nostoc sp. PCC7120 und Treponema 

denticola in den Vektor pBluescript kloniert (Abbildung A1). Dort stehen die Elemente unter 

Kontrolle des T7-Promotors. Anschließend wurden die Plasmide in einen E. coli-

Expressionsstamm transformiert, der die T7-Polymerase unter IPTG-Zugabe exprimiert. 

Dadurch ist es möglich die Expression des DGRs durch IPTG-Zugabe zu induzieren. Für die 

Expression wurden die Stämme BL21(DE3) und T7 Express verwendet. Die transformierten 

Zellen wurden sowohl ohne, als auch mit IPTG (1mM) bis zu einer Woche in Kultur gehalten 

und dabei täglich Proben entnommen. Aus den Proben wurden Plasmide isoliert und 

restriktionsverdaut. Das entstehende Bandenmuster wurde mit dem theoretischen verglichen. 

Dadurch konnte die Stabilität der Plasmide in den Zellen beobachtet und dem DGR Zeit zur 

Diversifizierung des Zielgens gegeben werden. Ein Auszug aus diesem Stabilitätstest ist für 

die klonierten DGRs aus Anabaena fos-aquae und Nostoc sp. PCC7120 in Abbildung 21 

dargestellt. 

In Abbildung 21 ist zu sehen, dass die restriktionsverdauten Plasmide mit dem DGR aus 

Anabaena flos-aquae am zweiten Tag nach der Transformation in T7 Express Zellen, ein von 

der Kontrolle abweichendes Bandenmuster aufweisen. Diese Fragmentierung kann sowohl 

unter induzierten, als auch uninduzierten Bedingungen beobachten werden und tritt ebenfalls 

in BL21(DE3) Zellen und dem Klonierungsstamm DH5Ŭ auf (Daten nicht gezeigt). 
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Abbildung 21: Stabilitätstest heterolog exprimierter DGRs.¶ Die klonierten DGRs wurden in Expressionsstämme 

transformiert und ohne (-) bzw. mit (+) 1 mM IPTG mehrere Tage in Kultur gehalten. Der Restriktionsverdau (PvuI) 
isolierter Plasmide ist gezeigt. Das Bandenmuster kann mit einer Kontrolle verglichen werden. Das DGR aus 
Anabaena flos-aquae zeigt am ersten Tag nach der Transformation das korrekte Bandenmuster (5311 bp und 
1045 bp), fragmentiert aber am zweiten Tag mit und ohne IPTG. Das DGR aus Nostoc sp. PCC7120 zeigt auch am 
vierten Tag nach der Transformation das korrekte Bandenmuster (512 bp, 1045 bp, 1576 bp, 1974 bp und 2831 bp). 

 

Das klonierte DGR aus Nostoc sp. PCC7120 ist in den verwendeten BL21(DE3) Zellen auch 

am vierten Tag nach der Transformation stabil. Um eventuelle Veränderungen der DNA-

Sequenz zu analysieren, die keine Auswirkungen auf das Bandenmuster haben, wurde die 

Plasmidisolation vom letzten Tag des Stabilitätstests (Tag 4) sequenziert. Die erhaltenen 

Sequenzen liegen ohne Mutationen vor und entsprechen denen der Datenbank. 

Das klonierte DGR aus Treponema denticola ist ebenfalls über vier Tage stabil in BL21(DE3) 

Zellen (Daten nicht gezeigt). Die Plasmide wurden mit dem Restriktionsenzym PvuI 

geschnitten. Die dadurch entstehenden Restriktionsfragmente (3858 bp, 1893 bp und 1354 bp) 

konnten für die Plasmidisolationen beobachtet werden. Eine Sequenzierung der 

Plasmidisolation vom letzten Tag des Stabilitätstests wurde nicht durchgeführt. 

Der Stabilitätstest wurde für die getesteten DGRs dreimal wiederholt und die Plasmide 

anschließend im REBVA verwendet (Kap. 3.2). Dabei wurden stabile und fragmentierte 

Plasmide eingesetzt, solange die VR zu amplifizieren war. Sequenzierte PCR-Produkte des 

REBVA wiesen in allen VRs eine Veränderung der Restriktionsenzymerkennungssequenz auf 

(Daten nicht gezeigt). Dabei handelt es sich um einzelne Punktmutationen, die nicht mit einer 

DGR-Aktivität zu assoziieren sind. Wahrscheinlicher ist ein fehlerhafter Einbau durch die 

Polymerase während der PCR (Fehlerrate: 4,4 x 10-7).  


























































































































































































































