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Zusammenfassung

Die kirzlich entdeckte Klasse der diversitatsgenerierenden Retroelemente (DGRs) kann ihrem

Wirt einen selektiven Vorteil Uber eine beschleunigte Proteinevolution verschaffen. Dazu

bedient sich das DGR eines nicht proliferativen Ac opy egrndacef Me cderani s mu s
kodierende Sequenzinformation zielgerichtet von einem Templat Repeat Uber ein RNA-

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

hypermutiert, was vermutlich durch eine Fehleranfalligkeit der DGR-kodierten reversen
Transkriptase (RT) geschieht. Dabei kann die mutierte Sequenz eine hdhere Diversitat

erreichen, als es fur die Antikdrper und T-Zell-Rezeptoren des Immunsystems von Vertebraten

beobachtet wurde.

In dieser Arbeit wurde die Verteilung von DGRs in einer Stammsammlung von Cyanobakterien
untersucht. Daflr wurde ein Screening mit degenerierten Primern auf die DGR-kodierte RT
durchgefuhrt. Es konnten ca. 30 % (34) der analysierbaren Cyanobakterienstamme positiv auf
Prasenz eines DGRs getestet werden. Dazu gehort 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 Aktivitat
untersucht, wobei die letzten beiden Elemente eine DGR-vermittelte Variation gezeigt haben.
Das demonstriert die Funktionsfahigkeit der Elemente, gibt aber zugleich einen Hinweis auf
eine starke Regulation, da die beobachtete Frequenz der Diversifizierung sehr gering war.
Eine Regulation ware vorteilhaft fir den Wirt, da vermutlich ein Grof3teil der Mutationen die

Funktion der variablen Proteine beeintrachtigt.

Von dem funktionsfahigen DGR aus Nostoc sp. PCC7120 wurde anschlieRend die Struktur
des RNA-Intermediats bioinformatisch und experimentell aufgeklart. Dabei handelt es sich um
die erste aufgeklarte Struktur von RNA-Intermediaten aus DGRs. Basierend auf den Daten
konnte eine Konsensus-Struktur fir 13 Sequenzen aus Cyanobakterien, grinen
Schwefelbakterien, Purpurbakterien, Treponema denticola und dem Bordetella-Phagen
berechnet werden, in der vier Haarnadelstrukturen konserviert zu sein scheinen. Diese
Strukturelemente kénnten auf eine konservierte Funktion des RNA-Intermediats hinweisen
und eine hochaffine Bindestelle fir die DGR-kodierte RT bereitstellen bzw. fir eine

katalytische Aktivitat als Endonuklease bengtigt werden.

Damit liefert diese Arbeit einen wichtigen Beitrag fir 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 kdnnten.
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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 prolifer at iechanismAticab tpagsfera ooding rsexpehca ¢ e fi

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 kénnen (Transposition). Mobile Elemente die mit Hilfe eines
RNA-Intermediats transponieren, werden als Retrotransposons bezeichnet. Retrotransposons
bendtigen eine reverse Transkriptase, um das RNA-Intermediat in komplementdre DNA
(cDNA) umzuschreiben. Die cDNA kann anschlieRend 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 kdnnen hohe Kopienzahlen
erreichen. So besteht das menschliche Genom zu tber 40 % aus Retrotransposons (Lander
et al. 2001). Dabei kénnen Retrotranspositionen einen schadlichen 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 GrofRteil der Krankheiten durch non-LTR Retrotransposons hervorgerufen. Die
non-LTR Retrotransposons haben ihre Bezeichnung daher, dass sie im Gegensatz zu den
LTR Retrotransposons nicht Uber lange terminale Repeats verfligen. Bei der
Retrotransposition integrieren sie ¢ber einen F
primedreversetranskri pt i onfi ( TPRT) (LUareezat 1963). Dabei wind die ad der

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

Die in den mitochondrialen und chloroplastidaren Genomen von Pilzen und Pflanzen, sowie
den Genomen einiger Bakterien vorkommenden Gruppe Il Introns, besitzen einen ahnlichen
Mechanismus der reversen Transkription. Das ist einer der Griinde, weshalb Gruppe Il 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 SelbstspleiRende Gruppe Il Introns

Gruppe Il Introns sind Retroelemente deren RNA-Intermediat katalytische Aktivitat besitzt.
Dadurch kénnen sie sich aus der pr&-mRNA ausschneiden und die flankierenden Exon-
Sequenzen kovalent verbinden (Selbstspleien). Entscheidend fur die katalytische Aktivitat ist
die Ausbildung einer konservierten RNA-Struktur. Anhand dieser Struktur lassen sich Gruppe
Il Introns in die Klassen A-C einteilen (Lambowitz & Zimmerly 2004). In Abbildung 1 ist die
konservierte Sekundarstruktur der Gruppe lIA Introns gezeigt.

EBS2 EBS1

]|

d1

DV

IBS1 & DV
IBS2

Abbildung 1: Konservierte Sekundarstruktur von Gruppe llA Introns. Sechs doppelhelikale Doménen (DI-DVI)
gehen von einem zentralen Rad aus. Dabei signalisieren kleine Buchstaben die Subdoménen. Subdomaéne Vb
kodiert fir das multifunktionale Protein, welches Subdoméane IVa bindet und damit die Tertiarstruktur stabilisiert.
Die Exon-bindenden Sequenzen EBS, U und 2, binden die Intron-bindenden Sequenzen IBS, o &End i Ewvodurch
die Exon-Sequenzen fur den nukleophilen Angriff des Adenosins in DVI positioniert werden. (Modifiziert nach
Lambowitz & Zimmerly 2004)

Die Sekundarstruktur besteht aus sechs Domanen (DI-DVI), die von einem zentralen Rad
ausstrahlen (Michel & Ferat 1995). Damit die native Tertiarstruktur ausgebildet werden kann,
muss diese stabilisiert werden. Das geschieht in vivo Uber eine Bindung an ein
multifunktionales Protein, welches von dem Intron kodiert wird (IEP). Das IEP besitzt eine
Reverse Transkriptase-Domane, eine Maturase-Doméne, eine DNA-Bindedoméane und eine
Endonuklease-Doméne. Uber die Maturase-Domane und Teile der Reverse Transkriptase-
Domaéne 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).



Einleitung | 3

Nachdem die native Tertidrstruktur ausgebildet wurde Ubernehmen die Doméanen spezifische
Funktionen (zusammengefasst in Fedorova & Zingler 2007). Dabei fungiert DI als Gerust fur
den Aufbau der katalytisch aktiven Tertiarstruktur indem es mit anderen Doménen interagiert.
DIl und DIl werden ebenfalls fir die Ausbildung der Tertiarstruktur bendtigt und beschleunigen
das SpleiRen (Pyle 2010; Toor et al. 2010). Doméane IVb kodiert fiir das IEP, welches eine
hochaffine Bindungsstelle in DIVa bindet und dadurch die aktive Tertiérstruktur 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 Spleil3-Reaktion benotigt (Abbildung 2). Damit die Spleif3-Reaktion stattfinden
kann muissen die Exons zu dem katalytischen Zentrum und dem Adenosin positioniert werden.
Dies geschieht Uber Interaktionen zwischen Intron- und Exon-bindenden Sequenzen (Robart
& Zimmerly 2005).

E1 Intron E2
| — E1 - E1 E2

Abbildung 2: SpleiRen und reverses SpleiRen von Gruppe Il Introns. In einer Sn2-Reaktion attackiert das 2"-OH
eines konservierten Adenosins nukleophil die 5 -Splei3stelle. Dabei entsteht ein Intron-Lariat/3"-Exon-Intermediat.
AnschlieBend agiert das 3"-OH des 5 -Exons als Nukleophil und attackiert die 3"-Splei3stelle. 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 Splei3-Mechanismus von Gruppe Il Introns
abgebildet. Dabei initiiert das nicht basengepaarte Adenosin in DVI zwei aufeinanderfolgende
Umesterungsreaktionen (Cech 1993). Zunachst agiert die 2" -Hydroxylgruppe des Adenosins
als Nukleophil und attackiert das Phosphat am 5"Ende des Introns. Dabei kommt es zu einer
ungewodhnlichen 2°-5"-Phosphodiesterbindung, die zur Ausbildung einer Lassoform (Lariat)
des Introns und dem Freisetzen des 5 -Exons fuhrt. Im zweiten Schritt der Reaktion attackiert
die freie 3"-Hydroxylgruppe des 5-Exons nukleophil die Splei3stelle am 3"-Exon. Dadurch
kommt es zur Verknipfung beider Exons und dem Freisetzen des Lariats (Peebles et al. 1986).

Der Splei3vorgang lasst sich umkehren, was als reverses Splei3en bezeichnet wird.

Das reverse Splei3en hat eine Bedeutung im Retrohoming (Abbildung 3). Daflir muss jedoch
zunachst die Zielsequenz erkannt werden. Dies geschieht fir das Gruppe IIC Intron aus
Bacillus halodurans in vitro Uber eine Haarnadelschleifenstruktur &hnlich einem Rho-
unabhangigen Transkriptionsterminator, in dessen Nahe das Intron in vivo inseriert (Robart,
Seo & Zimmerly 2007). AnschlieBend interagiert die DNA-Bindedoméne des IEP mit der
Zielsequenz und férdert die lokale Trennung der doppelstrangigen DNA. An den entstehenden

einzelstréangigen Bereich bindet die Intron-RNA uber 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 unabhéngig von der RecA-vermittelten
homologen Rekombination Uber reverses Spleil3en, wodurch die RNA linear zwischen den
beiden Exons vorliegt (Cousineau et al. 1998). Die Endonuklease-Domane des IEP schneidet
den gegeniberliegenden Strang, wodurch die entstehende 3"-Hydroxylgruppe als Primer fiir
die reverse Transkription der inserierten RNA verwendet werden kann. Alternativ konnen
Gruppe Il Introns ohne Endonuklease-Domane den entstehenden Strang wéhrend der DNA-
Replikation als Primer verwenden (Zhong & Lambowitz 2003). Da die Zielsequenz als Primer
fur die reverse Transkription dient, handelt es sich um einen TPRT-Mechanismus (Zimmerly
et al. 1995). Die cDNA-Integration wird tUber Wirts-Enzyme vermittelt. Der RNA-Strang wird
durch die RNase H entfernt, der Zweitstrang von der Polymerase Il synthetisiert und die DNA-
Strange durch die DNA-Ligase verknlpft (Smith et al. 2005).

Lariat RNA Zielsequenz
5
IEP 5
¥
5 gPEP
5
4
5 Q
EN 5

a
E"gg{)"
A
-
8]

5

Abbildung 3: Retrohoming von Gruppe Il 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
spleiRen. Der gegeniberliegende Strang wird durch die Endonuklease-Doméne (EN) geschnitten und das Intron
durch die Reverse Transkriptase-Doméne (RT) revers Transkribiert. Die Insertion wird durch Replikations- und
Reparaturmechanismen fertiggestellt.

Gruppe Il Introns sind evolutionar mit den diversitatsgenerierenden Retrolementen verwandt,
welche ihrem Wirt einen selektiven Vorteil vermitteln kénnen (Liu et al. 2002; Doulatov et al.
2004).
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1.1.2 Diversitatsgenerierende Retroelemente

Das erste diversitatsgenerierende Retroelement (DGR) wurde im Bordetella-Phagen
beschrieben (Liu et al. 2002). Dieser Phage infiziert Bakterien der Spezies Bordetella, die ihre
Oberflachenproteine innerhalb des Infektionszyklus verandern kdnnen. 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 Oberflachenstruktur des Wirts wird tber eine beschleunigte Protein-
evolution des Liganden vermittelt. Neben dem Bordetella-Phagen wurden weitere DGRSs, unter

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

Nostoc sp. PCC7120 ist ein cyanobakterieller Modellorganismus flr 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 Spirochat, der mit Parodontitis assoziiert wird
(Loesche & Grossman 2001). Fir das DGR aus Treponema denticola wurden sieben
potentielle Zielgene beschrieben (Le Coq & Ghosh 2011). In dieser Arbeit wurde das zur RT
nachstgelegene Zielgen (TDE2269) analysiert (Abbildung 4).

Bordetella-Phage
IMH IMH*

5'— Zielgen I::>5?— avd ‘I— rt -3
VR TR

Nostoc sp. PCC7120

IMH IMH IMH*
5— Zielgen 1 :{}ﬂ Zielgen 2 |::>fL avd - r —ﬁl—s'
VR1 VR2 TR
Treponema denticola
IMH IMH* hrdc
5— Zielgen |::>5L-I rt -3
VR TR

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

(Ainitiation ohginut &eeeiWetmmasnDGR inicht fir de Avd (Aaccessory

d et er mikodiery @ibérlpppt der RT-ORF mit einer Helikase und RNaseD C-terminalen (HRDC) Doméne. Die
Ausbildung einer Haarnadel/Kreuz-Struktur downstream zur VR ist eingetragen.

var.i
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Die Zielgene der DGRs kodieren flr die variablen Proteine. Eine Kenntnis Uber die Funktion
des variablen Proteins kann entscheidend fiir das Verstandnis der biologischen Funktion des
DGRs sein. Das Zielgen des Bordetella-Phagen mtd ( Aajor tropi s m d e t €) kodliertrfia
ein Schwanzfaserprotein das in die Rezeptorerkennung involviert ist und erklart weshalb der
Phage den Rezeptor wechseln kann (Liu et al. 2002). Das Zielgen von Treponema denticola
(TDE2269) kodiert fur ein variables Protein (TvpA) das an der auf3eren Bakterienoberflache
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 fiir 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 kénnen. Daher ergibt sich eine theoretisch maximale Sequenzdiversitat von
4%, Fur die Berechnung der theoretisch maximalen Aminosaurediversitat 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
Aminosaureaustausch massiv erhéht (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 ( Ai ron
of mut ag e n ibezeichnetwirdr(@pdlgdtov 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
funf Unterschieden zwischen VR (IMH) und TR (IMH*). Der Aufbau der IMH ist zwischen DGRs
nicht konserviert. Dennoch ist eine Region vorzufinden, die keine Adenine enthéalt (G/C/T-
Region). Darauf folgt eine Region die in der Sequenz Uber einige Abweichungen zwischen VR
und TR verfugt. In dieser Arbeit wurde angenommen, dass diese Regionen der IMH des

Bordetella-Phagen entsprechen.

Desweiteren gehort eine Haarnadelstruktur oder eine kreuzférmige 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 bestatigt und wird in vivo fir die Generierung der
Variabilitat bendtigt (Guo et al. 2011; Arambula et al. 2013).

nt

t

ati
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Eine weitere Komponente der DGRs ist die reverse Transkriptase (RT). Diese verfligt Gber
sechs gemeinsame Domanen mit anderen RTs (Simon & Zimmerly 2008). In Doméane flnf
befindet sich bei allen RTs das YxDD-Motiv, welches fir die katalytische Aktivitat notwendig
ist. In Domé&ne vier konnte dagegen ein Motiv identifiziert werden das diagnostisch fir DGR-
kodierte RTs ist. Dabei handelt es sich um das SQ-Motiv mit der Konsensus-Sequenz
(LN1IV)GxxxSQ (Medhekar & Miller 2007; Schillinger et al. 2012).

DieAvd Aaccessory var i g lstinicht imyer Tled tlese DGR (saTnepoflema
denticola). In solchen Fallen uberlappt der RT-ORF mit einer Helikase und RNaseD C-
terminalen (HRDC) Doméne (Medhekar & Miller 2007). Sowohl fur die HRDC-Doméne als
auch fur die Avd wird eine Interaktion mit Nukleinsduren postuliert (Liu et al. 1999; Alayyoubi
et al. 2013). Daher kénnte die HRDC-Domane die Funktion der Avd tbernehmen, wenn diese
nicht vom DGR kodiert wird. Ein Merkmal der Avd ist das GGW-Motiv mit der Konsensus-
Sequenz [L/IIV]GIK/RIXXxGGWxK am C-Terminus (Schillinger 2013). Die Bedeutung des

Motivs ist jedoch noch nicht geklart.

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- Nostoc sp. Treponema
Phage PCC7120 denticola
Grole 2828 bp 3483 bp 2879 bp
SQ-Motiv (RT) IGSLTSQ IGNLTSQ
GGW-Motiv (Avd) VGRILGSWIA IGTELGGWIK | = -
Zielgen Homologie zur FGE-Familie
Lange der VR 134 137 136
(G/IC)14, 21 bp (GICIT)29, 11 bp (GICIT)27 bp
IMH Sequenz mit 5 Sequenz mit 2 Sequenz mit 2
Abweichungen Abweichungen Abweichungen
Variable Positionen 23 31 40
Nukleotiddiversitat 7,0 x 10%3 4,6 x 108 1,2 x 10*
Aminosaurediversitat 9.2 x 10*? 5,0 x 10Y/ 6,0 x 10?%°
Haarnadel/Kreuz- Stamm: 8 bp Stamm: 7 bp Stamm: 4 bp
Struktur Schleife: 5’GAAA"3 Schleife: 5’TTT 3 Schleife: 5’AGG 3
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1.1.2.1 Der Mechanismus von diversitatsgenerierenden 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 Uber 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.

IMH IMH*
5— Zielgen I:> fiL avd -I— rt -3
VR TR

Abbildung 5: Schematische Darstellung des DGR-Mechanismus. Das DGR kodiert fur eine fehleranféallige
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 kdnnte durch die Avd koordinierend unterstitzt und die Haarnadel/Kreuz-
Struktur downstream der VR fiir die Erkennung der Zielsequenz benétigt werden. Der Diversifizierungszyklus
verlauft 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 Uber 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 verlauft, wird die IMH benétigt. Dies wurde durch
Experimente aufgeklart, bei denen die IMH mit der IMH* vertauscht wurde (Doulatov et al.
2004).
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Die Verwendung eines RNA-Intermediats fur den Sequenztransfer konnte mit einem Versuch
bestétigt werden, bei dem ein Gruppe | 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
kdénnten 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 kdnnte fur 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 fir ungenau arbeitende RTs, fordert die genetische Variation jedoch

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

Das mutagene Homing besitzt Parallelen zu dem Retrohoming der Gruppe Il Introns (Kap.
1.1.1). Die Erkennung der Zielsequenz koénnte analog zu dem Gruppe IIC Intron aus Bacillus
halodurans Uber 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 fiir die cDNA-
Synthese wurde die Verwendung des entstehenden Strangs wéahrend der DNA-Replikation
ausgeschlossen. Stattdessen wird ein Endonuklease-abhangiger TPRT-Mechanismus
postuliert, fur den die Endonuklease noch identifiziert werden muss. Ein moglicher Kandidat
ware 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 kdnnte Uber einen
Templat-Wechsel der DGR-kodierten RT erfolgen (Guo et al. 2008). Die entstehenden
Unterschiede an den variablen Positionen konnten wahrend der DNA-Replikation behoben
werden (Doulatov et al. 2004).

Die enorme Aminosaurediversitat der variablen Proteine (10%° in Treponema denticola) muss
von der Proteinstruktur toleriert werden, wahrend die variable Region an der Oberflache
prasentiert wird. Dies geschieht durch die Ausbildung einer CLec-Faltung innerhalb der C-
terminalen Doméane 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 Antikorper und T-Zell-Rezeptoren toleriert (~ 10%*-
10'% Sequenzen) (Chothia & Lesk 1987; Davis & Bjorkman 1988).
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Die Avd ist notwendig fiir die Generierung der Diversitat (Doulatov et al. 2004). Uber die
genaue Funktion der Avd ist aber nichts bekannt. Aufgrund eines nukleinsaurebindenden
Charakters und einer spezifischen Bindung an die RT werden jedoch zwei Funktionen
postuliert. Zum einen konnte Avd die katalytische Aktivitat der RT verstarken. Dies konnte
jedoch nicht zufriendenstellend Uberprift werden, da die Priméarsequenz der Templat RNA,
welche das Substrat der RT darstellt, nicht bekannt ist. Desweiteren ist eine Funktion von Avd
vorstellbar, welche das mutagene Homing koordinierend unterstitzt (Alayyoubi et al. 2013).

Die gesammelten Daten der DGRs lassen auf einen konservierten Mechanismus schliel3en
(Medhekar & Miller 2007). Ein Verstandnis von diesem Mechanismus wirde 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 fir die
Diversifizierung von Phagen-Display Bibliotheken angewendet (Overstreet et al. 2012).

Dadurch kénnte die Entwicklung neuer biologischer Arzneistoffe beschleunigt werden.

1.1.2.2 Verbreitung von diversitatsgenerierenden Retroelementen

Der potentielle Nutzen einer beschleunigten Proteinevolution durch das DGR kdnnte auch in
anderen Organismen Verwendung finden. Um die Verbreitung von DGRs zu untersuchen,
wurde zundchst von Hand und spater durch das bioinformatische Programm DiGReF
(ADiversity Gerating Ret r oMitretemegastuchtfDoulatbeet &) nac h
2004; Schillinger et al. 2012). Durch DiGReF konnten 155 DGRs in den &ffentlichen Sequenz-
datenbanken identifiziert werden. Diese wurden am haufigsten in den Genomen von Bakterien,
aber auch in Phagen und Plasmiden vorgefunden. Da Uber 6000 Genome von Prokaryoten
und Phagen auf die Préasenz von DGRs untersucht wurden, erscheint die Anzahl der
identifizierten DGRs (< 3 %) gering (Schillinger et al. 2012). Eine mdgliche Ursache stellen die
konstanten Kultivierungsbedingungen der sequenzierten Stamme dar. Diesen fehlt infolge ein
Anpassungsdruck auf sich &ndernde Umweltbedingungen. Dadurch wird das DGR nicht
bendtigt und kdnnte als genomischer Ballast entfernt werden. Etwas Vergleichbares konnte
fur 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 starkere Verbreitung unter natirlichen Bedingungen gefunden
wurden (Schillinger & Zingler 2012; Ye 2014).
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1.1.3 Zielsetzung

Ein bioinformatischer Ansatz zur Identifizierung von DGRs in offentlichen 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 Stamme (Schillinger & Zingler 2012). Unter diesen Bedingungen werden
DGRs nicht benétigt und konnten als genomischer Ballast entfernt werden.

Durch eine Kooperation mit der Abteilung Pflanzendkologie & Systematik (TU Kaiserslautern)
ergab sich die Moglichkeit die oben genannte Hypothese experimentell zu Uberprifen und
neue DGRs zu identifizieren. Daflir 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 Haufig eine
Diversifizierung der VR in bakteriellen DGRs auftritt. Daflr sollte die Aktivitat der identifizierten
DGRs Uber einen langeren Zeitraum beobachtet werden. Eine beobachtete Aktivitat wirde
zudem zeigen, dass auch die einzelnen Komponenten funktionsfahig sind, was flr weitere

Untersuchungen an diesen Komponenten sinnvoll wére.

Eine dieser Untersuchungen beschaftigte sich mit der Templat RNA, welche bereits als mobile
Komponente fir den Sequenztransfer identifiziert wurde und fiir die eine weitere Funktion als
Endonuklease postuliert wurde (Guo et al. 2008; Guo et al. 2011). Diese Funktion wiirde durch
die Struktur vermittelt werden, die bislang jedoch fur keine Templat RNA aufgeklart wurde.
Daher sollte die Templat RNA-Struktur eines aktiven DGRs als weiteres Ziel dieser Arbeit
bestimmt werden. Daflir mussten zunachst die Transkriptenden der Templat RNA identifiziert
werden. AnschlieBend bot sich fur die Strukturaufklarung eine Kombination aus
bioinformatischer Berechnung und experimentell erlangten Daten an. Ausgehend von der
Struktur kdnnten anschliel3ende Analysen Strukturelemente aufzeigen, die fiir eine spezifische
Bindung zur DGR-kodierten RT ben6tigt werden und/oder der Templat RNA eine katalytische

Aktivitat verleihen.
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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). [*2P]-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 Gerate

Eine Auswahl der verwendeten Geréte ist in Tabelle 2 zusammengestellt.

Tabelle 2. Verwendete Gerate

Gerat Hersteller
Cyclone Phosphor Imager PerkinElmer Inc, Rodgau
Gel iX Imager Intas Science Imaging Instruments GmbH,
Geldokumentationssystem Gottingen
Innova Incubation Shaker 44/44R New Brunswick/Eppendorf AG, Hamburg
KuhImikrozentrifuge 5415R Eppendorf AG, Hamburg
MyCycler Thermocycler Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen
Qubit 1.0 Fluorometer Invitrogen/Life Technologies GmbH, Darmstadt
Vortex-Schiittler 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

Kit-System Hersteller
High Pure RNA lIsolation Kit for total RNA Roche Diagnostics GmbH, Mannheim
HiYield® Plasmid Mini Kit Sud-Laborbedarf GmbH, Gauting
NEBIot® Kit New England Biolabs GmbH, Frankfurt a. M.
NucleoSpin® Gel and PCR Clean-up Macherey-Nagel, Diiren
QIAquick Nucleotide Removal Kit Qiagen, Hilden

2.1.5 Bakterienstamme

Die in der Arbeit verwendeten Bakterienstamme sind in Tabelle 4 beschrieben

Tabelle 4. Verwendete Bakterienstamme

Stamm Eigenschaften Referenz
Sammlung von
Nostoc sp. ) ]
Wildtyp Algenkulturen, Gottingen
PCC7120
(SAG 25.82)
Pflanzendkologie &
Anabaena _ .
Wildtyp Systematik, TU
flos-aquae .
Kaiserslautern (BB 97.35)
F' G801 ag(Zl gavebigi¥)A169 Invitrogen/ Life
DH5U T/ recAl endAl hsdR17(rk-,mk+) phoA Technologies GmbH,
s u p E 4thi-1 gyrA96 relAl tonA Darmstadt
fhuA2 [lon] ompT gal(DE3) [ dc m _
New England Biolabs
BL21 (DE3) aDE3=as BamHI| o -Eco
GmbH, Frankfurt
int::(lacl::PlacUV5
fhuA2 lacZ::T7 genel [lon] ompT gal
sulA1l R(mcr-73::miniTn10--TetS)2 [dcm] New England Biolabs
T7 Express
R(zgbh-210::Tn10--TetS) end A1l -q GmbH, Frankfurt
mrr)114::1S10
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Fir samtliche Klonierungen wurde der Escherichia coli (E. col)-St amm DH5U ver wende't
Stabilitatstests wurden zudem mit den E. coli-Stammen BL21(DE3) und T7 Express
durchgefihrt.

2.1.6 Medien

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

Tabelle 5. Verwendete Medien

LB Medium Z-Medium BG11-Medium
10 g Trypton 21.0 mg Na,CO3 1.5 g NaNO3
5 g Hefeextrakt 6.42 mg Fe(ll)-EDTA 40 mg K:HPO, 3H.0
10 g NaCl 25.0 mg MgSO4 7H.0 75 mg MgS04-7H,0
Ad. 1l dH,0 31.0 mg K:HPO4 36 mg CaCl,-2H,0
59.0 mg Ca(NOs), 4H,0 6 mg Citronenséaure
467.0 mg NaNO3 1 mg Na;EDTA
0.08 ml/l Spurenelementlésung® | 6 mg Ammoniumeisen(lil)-citrat
Ad. 1l dH,O 20 mg Na,COs3
1ml/l Spurenelementlésung?
Ad. 11 dH.0

Die Medien wurden anschlieRend autoklaviert. Um LB-Agar zu erzeugen, wurden vor dem
autoklavieren 15 g Agar/L zu dem LB-Medium hinzugefuigt. Das LB-Medium/Agar wurde fir
E. coli, das BG11-Medium fir Nostoc sp. PCC7120 und das Z-Medium fiir Anabaena flos-
aquae verwendet. Fir die Medien der Cyanobakterien wurden separat

Spurenelementlésungen angesetzt (Tabelle 6).
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Tabelle 6. Spurenelementlésungen der Medien (100 ml)

Komponente H. Gaffron! (Z-Medium) | Kuhl & Lorenzen? (BG11-Medium)
H3:BO3 310.0 mg 6.1 mg
MnSO4-H.0 16.9 mg 16.9 mg
Na,WO,-2H20 3.3 mg
(NH4)sM07024-4H,0 8.8 mg 1.25 mg
KBr 11.9 mg
KJ 8.3 mg
ZnS04-7H0 28.7 mg 28.7mg
Cd(NO3)2-4H20 15.4 mg
Co(NO3)2-6H20 14.6 mg
CuS0O4-5H,0 12.5 mg 0.25 mg
NiSO4(NH4)2S04-6H,0 19.8 mg
Cr(NO3)z-7TH20 3.7 mg
VOSO04-2H,0 2.0mg
Alx(SO04)3K2S04-24H,0 47.4 mg

2.1.7 Losungen und Puffer

Die verwendeten Lésungen und Puffer sind nachfolgend genannt und wurden, wenn mdéglich,

nach dem Ansetzen autoklaviert bzw. sterilfiltriert (Porengréf3e 0,2 um).
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DNA-Ladepuffer (6x)
0.15 % Farbstoff
50 mM Tris, pH 7.6
60 % Glycerol
10 mM EDTA

Faltungsmix (3x)
333 mM HEPES, pH 8.0
50 mM MgCl;

333 mM NacCl

KCM-Puffer (5x)
10 ml KCI (1 M)
3 ml CaCl, (1 M)
5 ml MgCl, (1 M)
Ad. 20 ml dH20

Lysepuffer
4 M Guanidinthiocyanat

20 mM Na-Acetat, pH 5,2
0,1 mMDTT
0,5 % N-Lauryl-Sarcosin
bei 65 °C l6sen
vor gebrauch 10 pl/ml

[3-Mercaptoethanol zugeben

MOPS-Puffer (10x)
200 mM MOPS
50 mM Na-Acetat
10 mM Na;EDTA
pH 6.8 (NaOH)
Add. 0.1 % DEPC

37 °C Ubernacht inkubieren

PAGE-Elutionspuffer
0.3 M NaCl
10 mM MOPS, pH 6.0
1 mM Na:EDTA, pH 8.0

PAGE-Ladepuffer (2x)
40 pl Saccharose (50 %)
10 ul TBE (10x)

10 ul XC (2 %)

40 pl DEPC-H,0
400 pl Formamid
55 ul EDTA (0,5 M)

5 min auf 65 °C erhitzen

bei 4 °C lagern

PBS-Puffer
137 mM NacCl
6.5 mM NazHPO,
1.5 mM KzHPO4
2.7 mM KCI
pH 7.4

RNA-Ladepuffer
15 ul MOPS (10x)
25 yl Formaldehyd (37 %)
50 pl Formamid

10 pl Glycerin/
Bromphenolblau
5 ul Ethidiumbromid

SSC-Puffer (20x)
3 M NacCl
0.3 M Natriumcitrat, pH 7.0

TAE-Puffer (50x)
2 M Tris-Acetat
0.1 M NazEDTA, pH 8.2

TBE-Puffer (10x)
0.89 M Tris
0.89 M Borsaure
20 mM Na2EDTA, pH 8.3

TE-Puffer (0.5x)
5 mM Tris-HCI
0.5 mM EDTA, pH 8.0

TSB-Puffer
5 ml LB (2x)
1 g PEG 3350
1 ml MgCl; (100 mM)
1ml MgSOQO, (100 mM)
0,5 ml Dimethylsulfoxid
Ad. 10 ml H.O

Transkriptionspuffer (10x)
0.15 M MgCl:
0.4 M Tris-HCI
0.02 M Spermidin
0.05 MDTT
Ad. 10 ml DEPC-H,0

Saure Stopp-L6sung
85 % Formamid
0,5x TBE
50 mM EDTA, pH 8.0

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 fir transformierte Bakterien zu
schaffen, wurden Medium und Platten mit Ampicillin (Endkonzentration: 100 pg/ml) oder
Kanamycin (Endkonzentration: 50 pg/ml) versetzt. Flussigkulturen wurden UN bei 37 °C und
180 rpm auf einem Schiittler inkubiert. Kulturen auf Nahrboden wurden ebenfalls UN bei 37 °C
inkubiert. Um eine Lagerung der Bakterien Uber langere Zeit zu ermdglichen, wurden
Glycerolstocks hergestellt. Dafiir wurden 500 pl einer flussigen UN-Kultur mit 500 pl sterilem

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

Stabilitatstest zur Untersuchung von heterolog exprimierten DGRs:

Transformanten, welche mit dem REBVA (Kap. 2.2.2.4) analysiert werden sollten, wurden
zuvor einem Stabilitatstest unterzogen. Bei diesem Test wurden die Bakterien eine Woche
Uber in Kultur gehalten. Fir eine bessere Fitness der Bakterien, wurden diese maximal bis zu
einer ODgoo ~ 0,8 wachsen gelassen und so der Ubergang in die stationdre Phase verhindert.
Die Bakterien wurden morgens und abends in frisches LB-Medium tberimpft (~ 1/1000) und
wahrenddessen Proben entnommen. Tagsuber (~ 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 Stabilitat untersucht.

2.2.1.2 Kultivierung von Cyanobakterien

Cyanobakterienstimme wurden in Erlenmeyerkolben bei 22 °C und einer Bestrahlungsstarke
von 90-100 pE/m2*s auf einem Schittler bei 120 rpm kultiviert. Dabei wurde eine OD7sg 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 fur Transkriptlevel-Analysen:

Fir die Generierung der Stressbedingungen wurden 50 ml Cyanobakterien (ODzso ~ 0.6) fur
3 Stunden bzw. 24 Stunden einer der folgenden Bedingungen ausgesetzt: Referenz (22 °C),
Kéltestress (4 °C), Hitzestress (37 °C), Stress durch reaktive Sauerstoffspezies (ROS) (5-
10 mM H20,), Dunkelstress und Salzstress (50-250 mM NacCl).



Material und Methoden | 18
2.2.2 Arbeiten mit DNA

2.2.2.1 Klonierungen

Fir die Herstellung von Plasmiden wurden die DNA-Fragmente von Interesse uber 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 anschlieBend in den Klonierungsstamm DH5U transformiert. Positive
Transformanten wurden tber Kolonie-PCR identifiziert und anschlielRend sequenziert.

2.2.2.1.1 Préaparative PCR

Fur die praparative PCR wurde mit der Phusion DNA-Polymerase (Fisher Scientific, Schwerte)
nach Herstellerangaben gearbeitet, da diese Uber eine Korrekturlesefunktion verflgt. Der
Reaktionsansatz der PCR (20 pl) setzt sich aus den Primern (je 250 nM), dem Templat (z.B.
gDNA), dNTPs (je 250 uM), der Phusion DNA-Polymerase (0,5 U) und 1x Phusion-Puffer (GC)
zusammen. Der Reaktionsansatz wurde im MyCycler (Bio-Rad, Minchen) mit einem

angepassten Thermoprofil inkubiert.

Thermoprofil fur die praparative PCR

Anfangliche 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

Fur schwer zu klonierende Konstrukte wurden Primer verwendet die am 5°-Ende Uber
Erkennungssequenzen fir Restriktionsenzyme verfigen. Das geschnittene PCR-Produkt
konnte tiber die Uberhdnge gerichtet in den Vektor ligiert werden, was die Effizienz der Ligation
erhoht (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 Porengrof3e fur die Auftrennung von Nukleinséuren in einem Bereich von 0,5 bis 25 kb.
Das verwendete Standard-Gel setzt sich aus 1 % Agarose, gel6st in 1x TAE-Puffer und einer
Ethidiumbromid-Konzentration von 0.3 pug/ml zusammen. Dabei wird das Ethidiumbromid erst
nach dem Aufkochen hinzugegeben. Die Proben wurden mit DNA-Ladepuffer versetzt und die
GroRRe der Fragmente durch Vergleich mit einem parallel gelaufenen Marker bestimmt. Als
Marker wurden entweder 0.5 Og pr o Spur de$k AddNeAr Ldaedsd e ADNA Lac
100 bpn ( Nrankfurt) verwendet. Die Elektrophorese wurde bei einer konstanten
Spannung von 100 V in 1x TAE-Laufpuffer durchgefiihrt. Analysiert wurden die Gele in einem

Geldokumentationssystem (Intas, Goéttingen).

2.2.2.1.3 Aufreinigung von DNA aus PCR-Produkten und Agarosegelen

Die Aufreinigung der DNA wurde mitdemANucl eoSpi n Ge l-u @ nigMatRéeR- Cl e an
Nagel, Diren) nach Herstellerangaben durchgefihrt. Dabei wurde ja nach Zustand der
analysierten PCR-Produkte auf dem Agarosegel in PCR-Aufreinigung (eine diskrete Bande)

und Gelextraktion (mehrere PCR-Produkte) unterschieden. Anschlieend 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 Uber geeignete Enden verfigen. 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 zusatzlich
angefuigten Erkennungssequenzen fir 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 funffach Uberverdaut wurde. Das bedeutet
1 pg DNA wurde maximal mit 5 U eines NEB-Enzyms fir 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 kdnnen. Der Restriktionsverdau wurde anschlieRend 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

Fur die Ligation des geschnittenen Vektors mit dem Insert, wurde die T4 DNA-Ligase (NEB,
Frankfurt) nach Herstellerangaben verwendet. Fur einen 20 pl 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 Verhéltnis von 1 zu 3 (Vektor: Insert)
eingestellt. AnschlieBend wurde der Ligationsansatz UN 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. Dafir wurde
1 ml UN-Kultur in 100 ml frisches LB-Medium tberimpft und bis zu einer ODgoo = 0.5 wachsen
gelassen. Danach wurden die Zellen zentrifugiert, das Pellet in 7.5 ml vorgekihltem TBS-
Puffer resuspendiert und auf Eis fur eine Stunde inkubiert. AnschlieBend wurden die Zellen

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

Fur die KCM-Transformation wurden die KCM-Kompetenten Zellen auf Eis aufgetaut und
100 pl Transformationslésung, bestehend aus 10 ng DNA bzw. dem Ligationsansatz (Kap.
2.2.2.1.5) in 1x KCM-Puffer, hinzugegeben. Die Bakterien mit der Transformationslésung
wurden fir 20 Minuten auf Eis und anschlieend 10 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert.
Danach wurde 1 ml LB-Medium hinzugefiigt und die Bakterien fiir eine Stunde bei 37 °C und
180 rpm wachsen gelassen. In dieser Zeit konnten die Bakterien ihre Antibiotikaresistenz
ausbilden. Anschlieend wurde die Losung auf Agarplatten mit entsprechendem Antibiotikum
ausplattiert (100 pl) und UN bei 37 °C wachsen gelassen.

2.2.2.1.7 Kolonie-PCR

Da eine Ligation mit glatten Enden nicht gerichtet verlauft und die Mdglichkeit 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. Fir diese anayltische PCR wurde die
MyTag DNA-Polymerase (Bioline, Luckenwalde) nach Herstellerangaben verwendet. Die
vektorspezifischen-Primer TS3 und TS43 wurden fur Inserts unter 1000 bp eingesetzt. Die
Komponenten des PCR-Ansatzes (20 ul) setzen sich aus dem Templat (Kolonie), TS3 und
TS43 (je 250 nM), der myTag DNA-Polymerase (0,04 U) und 1x MyTag-Puffer (mit 1 mM
dNTPs) zusammen. Der PCR-Ansatz wurde im MyCycler (Bio-Rad, Miunchen) 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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Thermoprofil der Kolonie-PCR

Bakterielle Lyse und anfangliche 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

2.2.2.1.8 Plasmidisolation

Die in der Kolonie-PCR identifizierten positiven Transformanten wurden in frisches LB-Medium
uberimpft und UN bei 37 °C wachsen gelassen. Aus der UN-Kultur wurden die Plasmide mit
denHiAYi el dE P a SidiLaborbétanf GmbiKj Gadting) isoliert.

2.2.2.1.9 Sequenzierungen

Fur die Sequenzierung von isolierten Plasmiden oder PCR-Produkten, wurden 1 pug DNA in
10 pl dH20 gelést und mit 2 pl einer 10 mM Primerlésung zu der Firma LGC Genomics GmbH
(Berlin) geschickt. Standard-Sequenzierungen wurden mit den vektorspezifischen-Primern

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

2.2.2.2 Cyanobakterielles Screening auf die DGR-kodierte RT

Fur die PCR des Screenings wurden ganze Zellen der Cyanobakterien als Templat eingesetzt.
Diese wurden von Prof. Budel (Pflanzentkologie & Systematik, TU Kaiserslautern) zur
Verfligung gestellt und befanden sich zunachst in den entsprechenden Wachstumsmedien.
Daher wurden die Cyanobakterien zentrifugiert (8000 rpm, 5 min) und in einer geeigneten
Menge dH.O resuspendiert. Fur die Amplifikation der RT wurde ein PCR-Ansatz (20 ul)
bestehend aus der Cyanobakteriensuspension (3 pl), den Primern NZ112 und NZ114 (je
5 pM), der MyTag DNA-Polymerase (0,04 U) (Bioline, Luckenwalde) und 1x MyTag-Puffer (mit
1 mM dNTPs) zusammengestellt. Kontrollen auf DNA-Kontamination (Wasserkontrolle) und
einen erfolgreichen Aufschluss der Zellen (16S rDNA-Kontrolle) wurden parallel durchgefihrt.
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 héheren Annealingtemperatur (55 °C)
ab. Die Reaktionslésungen wurden im MyCycler (Bio-Rad, Miinchen) 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).
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Thermoprofil des cyanobakteriellen Screenings fiir die Amplifikation der RT

Bakterielle Lyse und anféngliche 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). Dafiir wurde zunéchst
genomische DNA (gDNA) isoliert, mit einem Restriktionsenzym geschnitten und intramolekular
ligiert. Die entstehende zirkulare DNA wurde tber Touchdown-PCR amplifiziert.

2.2.2.3.1 Phenol-Chloroform-Extraktion von Nukleinsauren

Fir die Phenol-Chloroform-Extraktion wurden 50 ml einer cyanobakteriellen Kultur
(OD7s0~ 0,5) fir 10 Minuten zentrifugiert (9.500 rpm, 4 °C), das Zellpellet in 10 ml vorgekihltem
PBS-Puffer resuspendiert und wieder fir 10 Minuten gewaschen (9.500 rpm, 4 °C). Das
gewaschene Zellpellet wurde in 1 ml kaltem PBS-Puffer gel6st, 2 ml Lysepuffer und 0,4 g
Glasperlen (0,25 mm Durchmesser) hinzugegeben und der Aufschluss mittels Vortex-Schittler
(IKA-Werke, Staufen) begunstigt. Nach dem Zellaufschluss erfolgte die Zugabe des gleichen
Volumens Phenol-Chloroform-lsoamylalkohol (25:24:1) pH 8,0. Durch nachfolgendes vortexen
entstehen eine wassrige und eine organische Phenol-Phase. In der wassrigen Phase sind die
polaren Nukleinsduren geldst, wobei sich die Proteine zwischen den Phasen (Interphase)
ansammeln. Die wassrige Phase wurde abgenommen und die Phenol-Chloroform-Extraktion
sooft wiederholt, bis keine Interphase mehr zu erkennen war. Fir eine reine RNA-Extraktion

wurde saures Phenol verwendet (Kap. 2.2.3.1.1).

An die Extraktion wurde im Anschluss eine Ethanol-Prazipitation angefiigt. Dazu wurde die
Nukleinsaurelésung mit 0.1 Vol. 3 M Natriumacetatlésung (pH 5,5) und ~ 3 Vol. 100 % Ethanol
versetzt, invertiert und bei -80 °C fir 1 Stunde gefallt. AnschlieRend wurden die Nukleinsauren
pelletiert (30 Minuten, 12.300 rpm, 4 °C), mit 500 pl 70 % Ethanol gewaschen (20 Minuten,
12.300 rpm, 4 °C) und an der Luft getrocknet. Das Pellet wurde in dH.O bzw. DEPC-H>O
resuspendiert und die Konzentration fluorometrisch mit dem Qubit 1.0 (Invitrogen, Darmstadt)

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

Fur die inverse PCR wurde 1 ug der gDNA aus Anabaena flos-aquae mit 50 U des EcoRI-HF
Restriktionsenzyms (NEB) in 100 ul 1x NEBuffer4 bei 37 °C fiir eine Stunde inkubiert.
AnschlieRend 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
Verdunnung eine intramolekulare Ligation favorisiert. Der Ligationsansatz wurde UN bei 16 °C
inkubiert, die DNA mittels Phenol-Chloroform-Extraktion aufgereinigt und in 160 pl dH2O
resuspendiert (Kap. 2.2.2.3.1).

2.2.2.3.4 Touchdown-PCR

In den vorhergehenden Schritten wurde zirkulare 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 kénnen, wurden
auRwarts orientierte Primer flr die bekannte RT-Sequenz entworfen. Der Reaktionsansatz der
PCR (20 pl) besteht aus den Primern PM21 und PM22 (je 250 nM), zirkularer DNA (~ 30 ng),
DMSO (3 % finale Konzentration), dNTPs (je 250 uM), der Phusion DNA-Polymerase (0,5 U)
(Fisher Scientific, Schwerte) und 1x Phusion-Puffer (GC). Der Reaktionsansatz wurde im
MyCycler (Bio-Rad, Miinchen) mit dem Thermoprofil der Touchdown-PCR inkubiert. Diese
verwendet eine hohe anfangliche Annealingtemperatur, die in den folgenden Amplifikations-
zyklen abnimmt. Dadurch wird die Amplifikation unspezifischer Sequenzen verringert. Das

erhaltene PCR-Produkt wurde anschliel3end kloniert und sequenziert (Kap. 2.2.2.1).

Thermoprofil der Touchdown-PCR

Anfangliche 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 (bis50°C) 25sec
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 Variabilitats-Assay

Der Restriktionsenzym-basierte Variabilitats-Assay (REBVA) wurde zur Bestimmung der
Aktivitat von diversitatsgenerierenden Retroelementen (DGRs) verwendet (Liu et al. 2002). Fir
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 moglich, die das Restriktionsenzym nicht schneiden konnte. Durch DGR-
Aktivitdt kdnnen 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 fur die untersuchten DGRs in Tabelle 7 zusammengefasst.

Tabelle 7: Verwendete Restriktionsenzyme innerhalb des REBVA

DGR Restriktionsenzym | Erkennungssequenz Variable Positionen
Nostoc sp. Sacl 5E6GAGCA3E| VR 5BE6&6GCé3E
PCC7120 SE&TCCGAGeéS TR B5EAACAAé 3
Anabaena Acl 5EEANGTTE3| VR 5MEGTTé 3 E
flos-aquae SEETT;SEEé5E TR BGMNABGAATE 3
Treponema S5E6CATGGE3E| VR 5BEBCTGé3I
denticola Pvull SEEGIGACéSH TR S5EEéCAGTT!

Fur die Amplifikation wurden zwei ineinander verschachtelte Primerpaare verwendet (nested
PCR). Fur Nostoc sp. PCC7120 wurden die Primerpaare PM73/TS69 und PM125/PM82, fur
Anabaena flos-aquae die Primerpaare PM58/PM59 und PM42/PM49 und fir Treponema
denticola die Primerpaare PM5/PM25 und PM55/PM56 verwendet.

Fur jeden REBVA wurden schatzungsweise 107 Zellen eingesetzt. Die zugrundeliegende
Berechnung ist am Beispiel des Cyanobakteriums Nostoc sp. PCC7120 dargestellt:

1 x 107 g/ (7200000 bp x 650 Da) = 0,021 fmol
0,021 fmol x 6 x 10?2 (Avogadro-Konstante) = 1,3 x 107 Molekiile

Dabei beziehen sich die 107 g auf die eingesetzte Menge genomischer DNA, die 7200000 bp
beziehen sich auf die Genomgréf3e von Nostoc sp. PCC7120 (Kaneko et al. 2001) und die
650 Da beziehen sich auf das durchschnittliche Molekulargewicht eines DNA-Basenpaars. Fir
Anabaena flos-aquae wurde mit der GenomgrtRe des verwandten Cyanobakteriums
Anabaena variabilis (7,1 Mbp) (Thiel et al. 2014) und fur Escherichia coli K-12 (heterologe

Expression) wurde mit einer Genomgré3e 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 fur 3 Stunden in 3 % (v/v) H.0- inkubiert. Losungen wurden UN mit
0,1 % (v/v) Diethylpyrocarbonat (DEPC) bei 37 °C behandelt. Um DEPC zu inaktivieren, wurde
die L6sung im Anschluss autoklaviert.

2.2.3.1 Northern-Blot-Experimente

Diese Methode dient zum Nachweis von spezifischen Transkripten in einer RNA-Probe.
Zunachst wurde Gesamt-RNA lIsoliert, gelelektrophoretisch aufgetrennt und auf eine Nylon-
membran transferiert. Im Anschluss wurde die RNA-Spezies von Interesse Uber Hybridisierung
mit einer komplementaren Gensonde spezifisch detektiert.

2.2.3.1.1 RNA-Isolation

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

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

isoliert werden. Fur 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 zurlickgehalten, wahrend RNA in der wassrigen Phase

vorzufinden ist. 20 ug der in DEPC-H,O gel ©°st en RNA wurden Hghschl i e
Pure RNA | sol at i dRochk iMannHeimyweitercatfgeleinig® MAdm Kit ist ein
Restriktionsverdau mit DNase | inbegriffen, um isolierte DNA zu entfernen. Die RNA wurde

anschlie3end in 50 pl DEPC-H0 eluiert.

2.2.3.1.2 Denaturierende Formaldehyd-Agarose-Gelelektrophorese von RNA

Formaldehyd-Agarosegele wurden fir die Uberpriifung der Integritat von RNA-Praparationen
und fur Northern-Blot-Experimente verwendet. Formaldehyd wird zur Denaturierung der RNA
eingesetzt und verhindert die Ausbildung von Sekundarstrukturen. Fur die Herstellung von
100 ml Gelldsung werden 1-2 g Agarose in 94 ml 1x MOPS-Puffer aufgekocht und
anschliel3end mit 6 ml 37 % Formaldehyd versetzt. Nach Erhartung des Gels, kénnen die RNA-
Proben aufgetragen werden. Diese wurden zuvor mit 3/4 des Volumens an RNA-Ladepuffer
versehen, fir 5 Minuten bei 65 °C denaturiert und anschlieBend fur 5 Minuten bei 4 °C
abgekuhlt. Die Elektrophorese wurde in 1x MOPS-Laufpuffer bei einer konstanten Spannung
von 70 V durchgefuhrt.
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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 zunachst zweimal fir 10 Minuten in DEPC-
H.O gewaschen und anschlieRend fir 10 Minuten in 10x SSC-Puffer aquilibriert. Der Transfer
der RNA erfolgte UN durch Kapillarkrafte. Dafiir wurde ein ca. 10 cm hoher Stapel Saugpapier
mit zwei Lagen 3MM Whatman-Papier Uberschichtet und zunéchst die Membran und dann das
Gel von oben aufgelegt. Auf das Gel folgten wieder zwei Lagen und eine Briicke aus 3MM
Whatman-Papier. Die Bricke wurde in Behalter mit 10x SSC-Puffer gelegt und zur
Verstarkung der kapillaren Sogwirkung mit einem Gewicht von ca. 1 kg beschwert. Nach dem
Transfer wurde die RNA durch UV-Licht bei 120 mJ/cm? (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 ANEBIlot Kith ( NEB,  Fmi & 8RPJ{dCTR Jerwendet. Fiir die

Markierung des 5°-Endes von Oligonukleotiden wurde das Oligonukleotid (0,67 uM)

zusammen mit [20-3?P]-ATP (0,15 mCi) und der T4 Polynukleotidkinase (15 U) (NEB, Frankfurt)

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

wurden diese durch das @MNgek IHiden) authereiniBteundodiea | Kit |
Radioaktivitat mittels Szintillationszéhler (Packard BioScience Company) gemessen.

2.2.3.1.5 Hybridisierung von geblotteter RNA

Fur 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 Fallen wurde die Membran fir eine Stunde
prahybridisiert um unspezifische Bindestellen zu besetzen und anschlieRend UN hybridisiert.
Dabei wurde eine Sondenkonzentration von mindestens 1x10° cpm/ml Hybridisierungspuffer
eingestellt. Die Prahybridisierungs- und Hybridisierungstemperatur fir 5-markierte Sonden
lag bei 43 °C und die fur sequenzmarkierte Sonden bei 50 °C. Anschliel3end wurde die
Membran nach Herstellerangaben des Hybridisierungspuffers gewaschen und in Klarsichtfolie
fixiert. Fur die Detektion wurde eine Phosphorimagerplatte tUber einen Zeitraum von 10
Minuten bis zu 16 Stunden mit der Membran exponiert und anschlieRend 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 fur die jeweilige Applikation sind in Tabelle A4
zusammengefasst. Der Reaktionsansatz (20 pl) fur die cDNA-Synthese setzt sich aus einem
Primer (250 nM), der RNA (500 ng), einem RNase Inhibitor (20 U), dNTPs (je 250 uM), 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 zun&chst Primer und RNA
preannealed (5 min bei 95 °C, gefolgt von 5 min bei 4 C) und die anderen Komponenten
anschliel3end hinzugegeben. Die Reaktion wurde fir 30 Minuten bei 55 °C durchgefiihrt und
das Enzym anschliel3end Hitzeinaktiviert (5 min bei 90 °C). Im Anschluss wurde die zur cDNA
komplementare RNA durch die RNase H (NEB, Frankfurt) abgebaut. Dafiir wurden die Proben
mit 2 U der RNase H fur 20 Minuten bei 37 °C inkubiert und das Enzym anschlieBend
Hitzeinaktiviert (20 min bei 65 °C).

Die cDNA wurde im Anschluss als Templat fur die PCR eingesetzt. Je nach Applikation wurden
unterschiedliche PCR-Bedingungen gewahlt. Fir die Transkriptanalyse und die Primer-
basierte Verifizierung des Transkriptionsstarts, wurde die myTag DNA-Polymerase (Bioline,
Luckenwalde) nach Herstellerangaben verwendet. Der PCR-Ansatz (20 pl) setzt sich aus der
cDNA (~ 50 ng), den Primern (je 250 nM), der myTaq DNA-Polymerase (0,04 U) und 1x
myTag-Puffer (mit 1 mM dNTPs) zusammen. Inkubiert wurde der Ansatz im MyCycler (Bio-

Rad, Miinchen) 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 durchgefihrt.
Fir die 5-RACE wurde der Primer PM137 (cDNA-Synthese) und das Primerpaar
PM141/PM142 (PCR) und fir die 3"-RACE der Primer PM103 (cDNA-Synthese) und das
Primerpaar PM121/PM104 (PCR) verwendet. Der PCR-Ansatz (20 ul) besteht aus der cDNA
(~ 100 ng), den Primern (je 250 nM), dNTPs (je 250 uM), der Phusion DNA-Polymerase (0,5 U)
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und 1x Phusion-Puffer (GC). Der Reaktionsansatz wurde im MyCycler (Bio-Rad, Miinchen) mit

dem folgenden Thermoprofil inkubiert.

Thermoprofil der PCR auf cDNA (RACE)

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 kdnnen 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 durchgefiihrt, in der das Enzym mit DEPC-
H.0O ausgetauscht wurde (noRT-Kontrolle). Ein PCR-Produkt in der noRT-Kontrolle deutet auf
eine DNA-Kontamination in der RNA-Praparation hin. In diesem Fall wurde ein weiterer
Restriktionsverdau mit der DNasel durchgefihrt (Kap. 2.2.3.1.1).

2.2.3.3 RACE-Experimente

Die Aapid amplification of cDNA-endsii (RACE) ist eine Methode zur Bestimmung von
Transkriptenden. Daflir wurde Gesamt-RNA isoliert (Kap. 2.2.3.1.1), mit der T4 RNA-Ligase
ein RNA-Adapter an das 5-Ende der RNA-Molekile ligiert und ein kunstlicher Poly(A)-
Schwanz Uber eine Poly(A)-Polymerase angefligt. 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 (Priméartranskript)
stellt kein Substrat fur die TEX dar. Anschlieend wurden die Primértranskripte mit der
Tobacco Acid Pyrophosphatase (TAP) behandelt. Die TAP hydrolisiert die terminale
Pyrophosphatbindung, wodurch bakterielle Prim&rtranskripte nur noch (dber ein
5’-Monophosphat verfigen. Das 5 -Monophosphat wurde benétigt, um den RNA-Adapter an
das 5-Ende ligieren zu kénnen. Die modifizierten Sequenzen wurden in einer cDNA-Synthese
fur die Generierung von Primerbindestellen benutzt, die in der darauf folgenden PCR
(RT-PCR) bendtigt wurden (Kap. 2.2.3.2). Die Sequenzierung des PCR-Produkts erlaubt

anschliel3end eine Analyse der Transkriptenden.



Material und Methoden | 29

TEX-Reaktion auf Gesamt-RNA (20 ul)

Gesamt-RNA 10 ug
RNase Inhibitor (Epicentre, USA) 20U
TEX (Epicentre, USA) 1U
Reaktionspuffer A 1x konzentriert

Inkubation fur 1 Stunde bei 30 °C
Stoppen der Reaktion durch Phenol-Chloroform-Extraktion (Kap. 2.2.2.3.1)

TAP-Reaktion (10 ul)

TEX-behandelte RNA ~ 10 pg
RNase Inhibitor (Epicentre, USA) 20U
TAP (Epicentre, USA) 5U
TAP-Puffer 1x konzentriert

Inkubation fur 30 Minuten bei 37 °C

RNA-Adapter Ligation (20 ul)

TAP-behandelte RNA ~ 10 ug
RNase Inhibitor (Epicentre, USA) 20U
RNA-Adapter (PM140) 5 UM
ATP 1 mM
T4 RNA-Ligase (NEB, Frankfurt) 400 U
Ligase-Puffer 1x konzentriert
NEBuffer 3 (TAP-Stopp uber pH-Shift) 1x konzentriert

Inkubation fur 30 Minuten bei 37 °C
Verwendung fir RT-PCR (5 -RACE)

Polyadenylierung von Gesamt-RNA (20 ul)

TEX-behandelte RNA ~ 10 ug
RNase Inhibitor (Epicentre, USA) 20U
ATP 1mM
Poly(A)-Polymerase (Epicentre, USA) 4U
Reaktionspuffer 1x konzentriert

Inkubation fur 30 Minuten bei 37 °C
Stoppen der Reaktion durch Phenol-Chloroform-Extraktion (Kap. 2.2.2.3.1)
Verwendung fur RT-PCR (3"-RACE)
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2.2.3.4 SHAPE-Experimente

A Slective 2'-hydroxyl acylation analyzed by primer extensionii (SHAPE)-Experimente
erlauben die Strukturanalyse von RNA in Einzel-Nukleotid-Aufldsung (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 Uber Primer-Extension mit radioaktiv markierten
Primern nachgewiesen werden kann. Fur 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 Bandenintensitét korreliert mit der Reaktivitat des modifizierten Nukleotids auf
das Elektrophil und stellt ein Maf3 fur die Einbindung des Nukleotids in Basenpaarungen oder
andere Interaktionen dar. SHAPE wurde flr die Aufklarung der Sekundarstruktur der in vitro
transkribierten Templat RNA aus Nostoc sp. PCC7120 mit dem Elektrophil NMIA

(N-methylisotoic anhydride) verwendet.

2.2.3.4.1 Invitro Transkription

Unter der in vitro Transkription (IVT) wird die zellfreie Synthese von RNA Uber ein DNA-
Templat mit Hilfe einer RNA-Polymerase verstanden. Bei dem verwendeten DNA-Templat
handelt es sich um den pKH2 (Abbildung Al). 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 Hindlll geschnitten (Kap. 2.2.2.1.4), um ei n
transcr i pti onfi -Poilty mteras®7 zu er meglichen. Di e
Transkription auf die Sequenz von Interesse, da die Polymerase am Ende des geschnittenen

DNA-Strangs abdissoziiert.

Fur die IVT wurde ein Reaktionsansatz (500 pul) bestehend aus dem linearisierten pKH2
(10 pg), einer in der Arbeitsgruppe aufgereinigten T7-RNA-Polymerase (20 pl),
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
Uberstand ist die synthetisierte RNA. Diese wurde préazipitiert (Kap. 2.2.2.3.1) und
anschlieend uber eine denaturierende Polyacrylamidgelelektrophorese aufgereinigt
(Kap. 2.2.3.4.2).

e

Ar un

Ar un
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2.2.3.4.2 Dentaurierende Polyacrylamidgelelektrophorese

Die Polyacrylamidgelelektrophorese (PAGE) eignet sich zur Auftrennung von Nukleinsauren
bis zu 1 kb. Polyacrylamidgele entstehen durch radikalische Polymerisation der Stoffe
Acrylamid und Bisacrylamid. Dabei ist die fur die Auftrennung entscheidende Porengrof3e
abhangig von der Totalacrylamidkonzentration. Bei denaturierenden Polyacrylamidgelen wird
zusatzlich Harnstoff hinzugegeben, was die Ausbildung von Sekundarstrukturen innerhalb der

aufzutrennenden Nukleinsduren reduziert.

Fur die Herstellung einer denaturierenden Polyacrylamidgelldsung werden Acrylamid und
Bisacrylamid (29:1) mit Harnstoff (8 M) in 1x TBE-Puffer geltst und steril filtriert (Porengrofl3e
0,2 um). AnschlieRend wird die Gellésung 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 fir eine Stunde bei ~ 1000 V vorlaufen gelassen, um die Salzfront zu entfernen.
AnschlieRend wird das Gel mit Proben beladen, die mit PAGE-Ladepuffer versetzt und zuvor
fur 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 durchgefiihrt, die eine
Polyacrylamidkonzentration von 5 % hatten. AnschlieRend wurde das Polyacrylamidgel mit

UV-Licht best r ahl t und der ASchattusmgsdeni tNtukrn .ei De? uu
entsteht, da Nukleinsduren UV-Licht absorbieren, die Umgebung im Gel jedoch nicht. Die
ausgeschnittene Bande wurde zerkleinert, mit 3 ml Elutionspuffer gemischt, in flissigem

Stickstoff gefroren und fir vier Stunden bei 4 °C inkubiert. AnschlieRend wurden die Gelreste

durch eine Filtration (Porengréf3e 0,2 um) abgetrennt und die Nukleinsauren prazipitiert

(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 fiir ca. 1 Stunde getrocknet und eine Phosphorimagerplatte UN aufgelegt.
Die Phosphorimagerplatte wurde anschlieRend im Phosphorimager (Packard BioScience

Company) ausgelesen.

2.2.3.4.3 Maodifizierung durch NMIA

Fir die in vitro transkribierte RNA (Kap. 2.2.3.4.1) wurden Bedingungen eingestellt, welche die
Ausbildung der Tertiarstruktur erlauben. Anschlieend wurden die flexiblen Nukleotide der

gefalteten RNA mittels NMIA (N-methylisotoic anhydride) modifiziert.
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Fur die Faltung wurde angenommen, dass die stabilste Struktur gleichzeitig die native ist. Die
RNA-Molekdle (2 pmol) wurden zunachst denaturiert (5 min bei 65 °C) und danach abgekuhlt
(5 min bei 4 °C). AnschlieBend wurden die Faltungsbedingungen durch Zugabe von
1x Faltungsmix eingestellt und die RNA fur 20 Minuten bei 25 °C inkubiert. Zu der gefalteten
RNA wurde in DMSO geldstes NMIA (8 mM) gegeben und der Ansatz fur funf Hydrolyse-
Halbwertzeiten inkubiert. Die Halbwertzeit ist Temperaturabhé&ngig und lasst sich Uber
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 durchgeflhrt.
AnschlieRend wurde die RNA prazipitiert (Kap. 2.2.2.3.1) und in 10 ul 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 [lI-RT
(Invitrogen, Darmstadt) und vier Primern (PM135-137, PM151) durchgefiihrt, 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).

Zunachst wurde die modifizierte RNA (~ 2 pmol) mit einem Primer (~ 3x10® cpm) annealed.
Dafur wurden beide denaturiert (5 min bei 65 °C) und lber einen Zwischenschritt (5 min bei
35 °C) auf 4 °C abgekuihlt. Anschlieend wurden DTT (5 mM) und dNTPs (je 500 pM)
hinzugefiigt und die Pufferbedingungen mit dem Superscript IlI-Puffer (FS) eingestellt. Der
Ansatz wurde fur 2 Minuten bei 52 °C inkubiert, die Superscript I1I-RT (100 U) hinzugegeben
und der fertige Reaktionsansatz (20 pul) fir 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 pM) forciert. Die
Sequenzierungsreaktionen waren fur 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
fur 5 Minuten auf 95 °C erhitzt. Dabei wurde die zur cDNA komplementare RNA abgebaut. Der
pH-Wert wurde durch Zugabe von 1,4 Vol. Stopp-Mix (4:25 (v/v) Mischung aus 1 M Tris-HCI,
pH 8.0 und saurer Stopp-Ldsung) neutralisiert. Der Stopp-Mix diente zudem als Ladepuffer fur

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

2.2.4.1 Quantifizierung der Bandenintensitaten in RT-PCR-Analysen

Die Gelbilder der RT-PCR-Analysen wurden in einem Geldokumentationssystem (Intas,
Gottingen) mit  einer Belichtung aufgenommen, die eine Quantifizierung der
Bandenintensitaten erlaubt. Die Quantifizierung wurde mit dem Programm ImageJ Version
1.47 als Dreifachbestimmung durchgefiihrt (Schneider, Rasband & Eliceiri 2012). Dabei
wurden die Werte der RT-Banden ins Verhaltnis zur zugehorigen Positivkontrolle gesetzt, um
unterschiedliche Bindungsaffinitaten der Primer beriicksichtigen zu kénnen.

2.2.4.2 Verarbeitung der SHAPE-Daten

Fur die Auswertung eines Versuchs wurden mehrere Phosphorimagerplatten verwendet.
Dabei wurden die Bandenintensitdten mit dem Programm ImageQuant TL Version 7.0
(GE Healthcare Life Science GmbH, Freiburg) quantifiziert, was eine Subtraktion des
Hintergrundsignals mit einschliet. Um beurteilen zu konnen inwiefern die Werte
unterschiedlicher Phosphorimagerplatten miteinander korrelieren, wurde eine Spearman-
Rangsummen-Korrelation fir Uberlappende Werte durchgefuihrt. Zudem wurden die Werte
gegeneinander geplottet und visuell analysiert (R-Development-Core-Team 2008). Dabei
konnte in allen Fallen ein hochsignifikanter linearer Zusammenhang festgestellt werden

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

Die Banden der NMIA-Spuren wurden Uber die Sequenzierungsreaktionen der RNA-Sequenz
zugeordnet. Dabei wurde berticksichtigt, dass die cDNA der Sequenzierung um ein Nukleotid
langer ist, als die korrespondierende NMIA-cDNA. Die Werte der NMIA(-)-Banden wurden von
denen der zugehorigen NMIA(+)-Banden abgezogen und hochreaktive AusreiRer entfernt.
Diese wurden tber Boxplot-Analysen identifiziert, wenn die Reaktivitat héher war als das 1,5-
Fache des Interquartilsabstands. Die maximale Anzahl der Ausreil3er wurde fur die
ausgelesenen Phosphorimagerplatten (30-40 Werte) auf 5 % begrenzt. AnschlieRend wurden
die Werte (SHAPE-Reaktivitdten) auf einen normalisierten MaRRstab gebracht, indem diese
durch den Durchschnitt der obersten 10 % der reaktiven Nukleotide geteilt wurden. Durch
diese Berechnung wurden alle Reaktivitditen auf einen Bereich von 0 bis ~2 gebracht
(durchfiihrung in Deigan et al. 2009). Die vorher entfernten AusreiRer wurden anschlieRend
ebenfalls normalisiert und alle Werte, auch die nicht analysierbaren Nukleotide (Wert: -999),

in RNAstructure integriert.
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2.2.4.3 Bioinformatische Sekundarstrukturanalysen

Die bioinformatische Sekundarstrukturanalyse 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 durchgefiihrt. 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-Dat en mi t lope-We e imf 148%&oall mol und e i n eintercept-

We r t i -0,8 kcal/ mol als Einschrankungen der Pseudoenergie integriert (Deigan et al.
2009).

Konsensus-Strukturen fir RNAs wurden mit dem Programm LocARNA der Version 1.7.16
berechnet. Dabei wurde zunachst ein multiples Alignment der RNA-Molekile tiber RIBOSUM-
like similarity scoring durchgefuhrt und die Konsensus-Struktur tGber das Vienna RNA Packet
der Version 2.1.7 berechnet (Smith et al. 2010; Will et al. 2007). Die zufalligen Sequenzen fir
die Kontrollberechnung wurden mit dem Programm Random DNA Generator erzeugt
<http://www.faculty.ucr.edu/~mmaduro/random.htm> (Morris Maduro Labor, Universitat von
Kalifornien, Riverside). Die erzeugten Sequenzen besitzen eine Lange von 537 nt (Lange 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 (small nuclear ribonucleic particlesii Bindemotive in der Templat RNA wurden
Uber 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
ClustalW?2 erstellt (Larkin et al. 2007). Die Entwicklungsgeschichte wurde abgeleitet tiber die
Maximum-Likelihood Methode (Whelan & Goldman 2001). Der Baum wurde mit IQ-TREE
erstellt und die Integritat Uber 2000 Bootstrap-Replikate getestet (Minh, Nguyen & von
Haeseler 2013).
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2.2.4.5 ldentifizierung von Sequenzhomologien und Erstellung von Alignments

Die Suche nach Sequenzhomologien wurde mit dem Programm BLAST durchgefiihrt (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 Sequenzidentitaten festgestellt
werden. Sequenzéhnlichkeiten wurden mit Hilfe des SIAS-Servers Uber die ldentitats-Methode
PID: berechnet <http://imed.med.ucm.es/Tools/sias.html> (Pedro Reche Labor, Universitét

von Complutense, Madrid).

2.2.4.6 Erstellung der Vektorkarten

Die Vektorkarten wurden mit dem Programm Lasergene (Segbuilder) Version 7.1.0
(DNASTAR Inc., Madison, USA) erstellt.

2.2.4.7 ldentifizierung von invertierten Repeats

Far 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 Lange des Palindroms: 4

Maximale Lange des Palindroms: 100

Maximale Lange 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. Bidel (Pflanzentkologie &
Systematik, TU Kaiserslautern) und Juniorprofessor Dr. Kauff (Molekulare Phylogenetik
niederer Pflanzen, TU Kaiserslautern) in sechs Ordnungen eingeteilt (Budel & 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 repréasentiert wird, kommt in der Stammsammlung nicht vor. Den
Chroococcidiopsidaceae kann nach dieser Klassifizierung gegenwaértig keine Ordnung

zugewiesen werden.
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3 Ergebnisse

3.1 Ein Verfahren fir die Identifizierung von DGRs in Cyanobakterien

Diversitatsgenerierende Retroelemente (DGRs) kénnen ihrem Wirt einen selektiven Vorteil
Uber eine zielgerichtete Proteinevolution vermitteln. Troz dieses potentiellen Nutzens wurden
in einer bioinformatischen Analyse o6ffentlicher Sequenzdatenbanken nur 2,3 % (9) der
analysierten Cyanobakterien mit DGRs assoziiert vorgefunden (Schillinger et al. 2012). Einer
Hypothese nach koénnte das geringe Vorkommen der DGRs mit den konstanten
Kultivierungsbedingungen der sequenzierten Stamme zusammenhéngen (Schillinger &
Zingler 2012). Unter diesen Bedingungen gibt es keinen Anpassungsdruck auf sich &ndernde
Umweltbedingungen. In der Folge kénnten die DGRs als genomischer Ballast entfernt worden
sein. Der Zweck des folgenden Versuchs war die experimentelle Uberprifung 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 fur die Identifizierung von Retroelementen in Organismen stellt die
Amplifizierung der RT Uber 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 Budel (Pflanzentkologie &
Systematik, TU Kaiserslautern) zur Verfiigung gestellt. Es handelt sich um eine Sammlung
von 169 Isolaten aus den verschiedensten o©kologischen Habitaten (Tabelle Al). Die

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

Zu Beginn der Arbeit waren bereits einige Cyanobakterien mit DGRs bekannt (Doulatov et al.
2004). Die RTs dieser Cyanobakterien wurden fir ein Aminoséure-Alignment verwendet, bei
dem zwei hoch konservierte Bereiche festgestellt wurden. Dabei handelt es sich um einen
Bereich in der katalytischen Doméne funf, welcher das YxDD-Motiv beinhaltet (YVDDFALF),
sowie einen Bereich in Doméane drei (QCDIXKYFP) (Abbildung 12, S. 47). Fir 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 Foélsch getestet und das Screening anschlielRend
von Christine Pakebusch optimiert und durchgefihrt. Fir die Optimierung wurde versucht die
zeitaufwandige DNA-Isolierung vor der PCR zu umgehen. Dabei wurde ein Protokoll entwickelt
mit dem ganze Cyanobakterienzellen in die PCR eingesetzt werden konnen. In der PCR wurde
parallel zur RT auch die 16S rDNA amplifiziert. Der Nachweis der 16S rDNA dient als Kontrolle
fur die Zugéanglichkeit der Probe fur die PCR. Um falsche Ergebnisse aufgrund einer fehlerhaft
durchgefuhrten PCR zu vermeiden, wurden PCR-unzugéangliche Cyanobakterien mindestens
ein weiteres Mal getestet.

Ein Ausschnitt aus dem Screening ist in Abbildung 6 dargestellt. Dabei zeigen drei der
getesteten Stdmme keine Bande fiir die 16S rDNA und sind damit nicht fir die PCR
zuganglich. Drei der getesteten Stamme zeigen eine Bande fir die RT. Diese liegt bei
Anabaena flos-aquae (BB97.35) und Tolypothrix distorta (BB97.80) bei den theoretisch
berechneten 320 bp. Ein groReres PCR-Produkt konnte flr Aphanizomenon flos-aquae
(BB97.85) beobachtet werden.
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Abbildung 6: Ausschnitt aus dem cyanobakteriellen Screening auf die DGR-kodierte RT. Verschiedene
Stdmme der Cyanobakteriensammlung von Prof. Budel (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
Zuganglichkeit der Probe fiir die PCR zu testen. Anabaena flos-aquae (BB97.35) und Tolypothrix distorta (BB97.80)
weisen jeweils eine Bande bei ca. 320 bp auf. Eine gréRere Bande von ca. 400 bp konnte fiir Aphanizomenon flos-
aquae (BB97.85) beobachtet werden.
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In dem kompletten Screening wurde fiir 15 Cyanobakterien eine Bande beobachtet, die gréRer
war als die berechneten 320 bp (Tabelle Al). Da die Gro3e von einer zuséatzlichen RT-Doméne
resultieren kénnte, wurden vier dieser Banden sequenziert. Dabei konnte in keinem Fall eine

Homologie zu einer bekannten RT-Sequenz festgestellt werden.

Banden der theoretisch korrekten Lange konnten fir 34 Cyanobakterien beobachtet werden
(Tabelle 8). Von diesen Banden wurden 18 sequenziert, wobei in allen Fallen 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, wéahrend 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 gehoren auch zwei Mischsequenzen (BB97.81 und BB97.24), die

durch mehrere RTs innerhalb des Organismus zu erklaren sind.
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Tabelle 8: Cyanobakterien mit einem PCR-Produkt der korrekten Lange fiur 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 néher 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
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3.1.2 Alignments der identifizierten RT-Sequenzen

Im Screening auf die DGR-kodierte RT wurden Banden sequenziert die eine Grolie von ca.
320 bp aufweisen. Die Sequenzierung ergab in allen Fallen eine Homologie zu bekannten RT-
Sequenzen. Anhand dieser Sequenzen wurden ein Nukleotid- und Aminosaure-Alignment
erstellt (Abbildung 7). In das Alignment wurden keine Mischsequenzen aufgenommen, da fir
die Nukleotide keine exakte Zuordnung zu einer RT mdglich 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 verlasslich 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 fir DGR-kodierte RTs und in allen
Sequenzen des Alignments vorhanden. Auch die Abweichung (SQ A NQ) im Falle von
Stigonema mamillosum ist fir das Motiv bereits beschrieben (Schillinger et al. 2012). Somit
kann eine 320 bp Bande im cyanobakteriellen Screening als ein verlasslicher Indikator flr

DGRs angesehen werden.

In den Alignments wurden die Sequenzidentitdten und anhand der physikalisch-chemischen
Eigenschaften der Aminoséauren, auch die Sequenzéhnlichkeiten berechnet.

Fir das Nukleotid-Alignment wurde eine Sequenzidentitat 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 Aminosaureaustausche minimiert werden. Dies ist

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

Alignment) zu beobachten. Dabei beschreibtein A+ A unt er d-Sequekzaasersta s u s

Nukleotid eines Kodons.

Im Aminoséure-Alignment wurde eine Sequenzidentitdt von 64 % (Anabaena flos-aquae vs.
Nostoc commune vaucher) bis 97 % (Tolypothrix distorta vs. Tolypothrix sp.) festgestellt.
Zudem wurde eine Sequenzahnlichkeit 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 Sequenzéhnlichkeit von 79 % berechnet,

obwohl nur eine Sequenzidentitat von 64 % vorliegt.
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Nukleotid-Alignment

Konsensus AGTATTGATCATGA TTARATGTCCTGRATACCCTGTGGTTARTTGATACTATTATCGATR
Anabaena flos-aguae 88
Stigonema mamillosum g8
Chroococcus sp. 88
BBES7.108 a8
Phormidium favosum g8
Tolypothrix =p. 88
Anabaena solitaria 46
Dichothrix sp. 48
Microcoleus chtonoplastes 48
Nostoc commune vaucher 46
Scytonema myochrous 48
Tolypothrix byssoidea . 46
Tolypothrix distorta e e N R R 46
Fonsensus

Anabaena flos-aquae 178
Stigonema mamillosum 17a
Chroococcus sp. 176
BB97.108 176
Phormidium favosum 176
Tolypothrix sp. 176
Anabaena solitaria 134
Dichothrix sp. 134
Microcoleus chtonoplastes 134
Hostoc commune wvaucher 134
Scytonema myochrous 134
Tolypothrix byssoidea 134
Tolypothrix distorta 134
Konsensus LATCTCRCC CTCRATGGCTTTGACCATTTTGTTRAR

Anabaena flos-aguae 264
Stigonema mamillosum 264
Chroococcus sp. 2
BBS7.108 2
Phormidium favosum 2
Tolypothrix sp. 2
Anabaena solitaria 2

Dichothrix sp.
Microcoleus chtonoplastes
Nostoc commune vaucher
Scytonema myochrous
Tolypothrix byssoidea
Tolypothrix distorta

B3R R

Y

B3B3 RD B3 R ORI ORI R ORI R R
B3 R3 RD B3 ORI RY RI (0 0 o o

(SN

Aminosaure-Alignment

Konsensus I RE. LWLIDTIID W FDHFVEEELKVIKYL

o

Anakbaena flos-aguae
Stigonema mamillosum

m oo

=3

Chroococcus sp. T6
BBS7.108 TE
Phormidium favosum T8
Tolypothrix sp. Ta
Aknabaena solitaria T4
Dichothrix sp. T4
Microcoleus chtonoplastes T4
Nostoc commune vaucher T4
Scytonema myochrous T4
Tolypothrix byssoidea T4
Tolypothrix distorta T4

Abbildung 7: Sequenz-Alignments der cyanobakteriellen RT-Fragmente. Nukleotid- und Aminoséaure-
sequenzen wurden mit ClustalW aligned. Dabei sind Aminoséauren und Nukleotide nur eingezeichnet, wenn sich
diese von der Konsensus-Sequenz unterscheiden. Die ersten sequenzierten Nukleotide einer Sequenzierreaktion
sind nicht verlasslich und wurden entfernt (Boxen). In der Konsensus-Sequenz des Alignments ist das
charakteristische (L/I/V)GxxxSQ-Motiv farblich hervorgehoben. Alle Sequenzen im Alignment verflgen tber dieses
Motiv. Die Aminosduren wurden nach ihren physikalisch-chemischen Eigenschaften geféarbt. Einteilung der
Aminosauregruppen: aromatisch = F; Y; W (Lila); hydrophob = A; M; C; G (hellgriin); aliphatisch (und hydrophob)
=V, I; L (dunkelgriin); 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 fur 155 DGR-kodierte RT-Sequenzen einen phylogenetischen
Baum auf Aminosaureebene erstellt (Schillinger et al. 2012). Die RT-Sequenzen wurden in
dieser Arbeit verwendet um einen weiteren phylogenetischen Baum auf Aminosaureebene zu
generieren, bei dem die 13 RT-Sequenzen des Screenings hinzugefligt wurden
(Abbildung A2). Die Erstellung des Baums wurde von Damir Baranasic (Genetik, TU
Kaiserslautern) durchgefihrt. Dabei wurde die RT des Gruppe Il Introns aus Bacillus
halodurans als Wurzel verwendet. Um die Ergebnisse zu validieren, wurde ein Bootstrapping
mit 2000 Replikaten durchgefihrt. Fir ein verlassliches Bootstrapping wurden die

Sequenzlangen 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 grinen
Schwefelbakterien (Chlorobium phaeobacteroides und Pelodictyon phaeoclathratiforme),
einem Schwefelpurpurbakterium (Thiorhodovibrio sp.) und einem Nichtschwefelpurpur-
bakterium (Rhodomicrobium vannielii) vorzufinden. Die Cyanobakterienstdamme Cyanothece
sp. CCY0110 und Nodularia spumigena CCY9414 verfigen Uber zwei DGRs, deren RT-
Sequenzen voneinander abweichen. Die RT-Sequenzen aus Cyanothece sp. CCY0110
besitzen eine Sequenzidentitat von 68 %, wahrend die RT-Sequenzen aus Nodularia

spumigena CCY9414 eine Sequenzidentitat von 72 % aufzeigen.
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99 GI:312115534 Rhodomicrobium vannielii ATCC 17100

- | G1:350574651 Thiorhodovibrio sp. 970

Gl:119356297 Chlorobium phaeobacteroides DSM 266
@ O PR Enes
) GI:194337212 Pelodictyon phaeoclathratiforme BU-1

Gl:126660098 Cyanothece sp. CCY0110

57 Microcoleus chtonoplastes BB92.3

Anab flos-aquae BB97.35
7 — GI:1119511289 Nodulana spumigena CCY9414

100 Tolypothrix sp. BB97.26
”I_—m Tolypothrix distorta BB97.17

— Scytonema myochrous BB97.22

Stig ill BB97.104b

t— Dichothnix sp. BB97.87

Tolypothrix byssoidea BB97.10
Anab litaria BB97.102

Gl:119509703 Nodulana spumigena CCY9414

97| 38 INoswc commune vaucher BB97.40

ey 100] 6117230989 Nostoc sp. PCC7120

G1:186684985 Nostoc punctiforme PCC73102

Ch us sp. BB97.96

Nicht naher bestimmt BB97.108
46

Gl:126659397 Cyanothece sp. CCY0110

Phormidium f: BB97.124

—_—
0.05

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). Samtliche cyanobakterielle
Sequenzen (Datenbank und Screening) formen zusammen eine eigenstandige Gruppe, zu der auch gine
Schwefelbakterien und Purpurbakterien gehéren (lila unterstrichen). Die Stdmme Nodularia spumigena CCY9414
und Cyanothece sp. CCY0110 (gelb hervorgehoben) besitzen jeweils zwei DGRs. Die Bootstrap-Werte fiir 2000
Replikate sind angegeben.
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3.1.4 Geographische Verteilung der DGR-assoziierten

Cyanobakterienstimme

In den vorangehenden Kapiteln konnte gezeigt werden, dass eine 320 bp Bande im Screening
der Cyanobakterien als ein verlasslicher Indikator fir 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

Cyanobakterienstamme analysiert (Tabelle 9).

Tabelle 9: Geographische Verteilung der DGR-assoziierten Cyanobakterienstamme

Isolationsort isolate OGRS
[%] [Anzahl] [%6] [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- & Sudamerika 3,0 5 0,0 0
Antarktika 0,6 1 0,0 0
nicht angegeben 14,2 24 17,6 6

Anhand von Tabelle 9 ist zu erkennen, dass die meisten Stdmme 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 Stammen vorgefunden wurden (58,8 % bzw. 50 %). Hinzu
kommen Stamme aus Afrika (13 %), die 8,8 % der DGR-assoziierten Stamme ausmachen,
Nordamerika (11,2 %), die 2,9 % der DGR-assoziierten Stamme ausmachen und Indien/Nepal
(8,3 %), welche 11,8 % der DGR-assoziierten Stamme ausmachen. Die wenigsten Stamme
wurden in Zentral- und Stidamerika (5) bzw. Antarktika (1) isoliert. In diesen Stammen wurden
keine DGRs identifiziert, was hodchstwahrscheinlich mit der geringen Anzahl der isolierten

Stdmme zusammenhangt.
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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 Stamme mit einer Bande der korrekten Lange identifiziert werden.
Beispielhafte Sequenzierungen haben gezeigt, dass es sich um RT-Sequenzen mit dem fir
DGRs charakteristischen SQ-Motiv handelt. Diese Sequenzen beanspruchen, zusammen mit
cyanobakteriellen DGR-kodierten RT-Sequenzen der Datenbank, eine eigene Gruppe im
phylogenetischen Baum. Fur weitere Experimente wird die komplette Sequenz der
identifizierten DGRs bengétigt. Diese kann durch Genomsequenzierungen erlangt werden. Eine
kostengiinstige 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 Verdinnung intramolekular ligiert. Die
bekannte RT-Sequenz sollte nun Teil eines zirkuldren DNA-Molekils 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 auswarts gerichtete Primer amplifiziert werden, deren
Richtung nicht aufeinander zu, sondern in den unbekannten Bereich zielt. Die Abfolge der

Reaktionsschritte fiir die inverse PCR ist schematisch in Abbildung 9 dargestellt.

Unbekannte Sequenz Bekannte RT- Sequenz Unbekannte Sequenz

P

Restri Ict\onsenzym

Restriktionsverdau

_p

f—

Intramolekulare
Ligation

—

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 zirkuldre DNA als Templat fur eine PCR verwendet. Dafuir werden Primer benutzt, deren Richtung in
die unbekannte Sequenz zielt (schwarzer und gruner Pfeil). Die Erkennungssequenz von Sau3Al 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 durchgefihrt
(Abbildung 10). Um zu testen ob intramolekular ligierte DNA entstanden ist, wurde eine
Positivkontrolle mitgefiihrt. Dabei wurde das Restriktionsenzym Sau3Al verwendet, dessen
4 bp-Erkennungssequenz dreimal in der bekannten RT-Sequenz vorkommt. Dadurch kénnen
unter anderen zwei PCR-Produkte bekannter Grof3e (216 bp und 291 bp) entstehen. Wéahrend
das 216 bp grof3e PCR-Produkt nicht beobachtet werden konnte, sind dafiir neben der 291 bp
Bande noch weitere, grol3ere Banden zu erkennen. Eine Sequenzierung dieser Banden ergab,
dass es sich um Sequenzwiederholungen der 216 bp und 291 bp Sequenzen handelt. Diese
Sequenzwiederholungen konnen entstehen, wenn die DNA-Synthese auf zirkuldrer DNA
kontinuiert, 2hnlich derrepla k{asganment@fassnin hano!l | i ng
1997). Ausgehend von DNA, die zuvor einem Restriktionsverdau mit BamHlI, Hindlll, Pvull
oder dem Doppel-Restriktionsverdau BamHI/Bglll unterzogen wurde, konnte kein deutliches
PCR-Produkt amplifiziert werden. Dagegen konnte mit DNA, welche mit EcoRI geschnitten
wurde, ein PCR-Produkt auf H6he von ca. 3 kb amplifiziert werden.

BamH & Bglll
Sau3Al

T =
S e
§ 2 3
m: FE -y

4.0 kb
3.0 kb

2.0 kb
1.5 kb

1.0 kb

=
o
g
oo

0.5 kb
0.4 kb

0.3 kb
0.2 kb

0.1 kb

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 durchgefiihrt. Die verwendeten Restriktionsenzyme sind
eingezeichnet und die resultierenden PCR-Produkte abgebildet. Dabei ist fiir den Restriktionsverdau mit EcCoRI eine
Bande auf Hohe von ca. 3 kb zu beobachten. Als Positivkontrolle diente der Restriktionsverdau mit Sau3Al, da
dieses Uber drei Erkennungssequenzen in der bekannten Sequenz verfiigt. Die resultierenden PCR-Produkte
sollten unter anderen eine GréRRe 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
anschlielend sequenziert. Dabei konnte die Sequenz eines ca. 2900 bp groRen 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, kbnnen weitere

Zielgene vorliegen.

IMH IMH*
o == —— rt -3
VR TR

Abbildung 11: Schematische Darstellung des DGRs aus Anabaena flos-aquae. Das abgebildete DGR wurde
Uber 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 Aminoséauren lang und verflgt Gber die
sechs Domaénen, die fir DGR-kodierte RTs beschriebenen wurden (Simon & Zimmerly 2008)
(Abbildung 12). Die wichtigsten Merkmale innerhalb der sechs Doméanen stellen das fir DGRs
charakteristische SQ-Motiv in Domane vier und das YxDD-Motiv in der katalytischen Domane
funf dar. Der Bereich um das YxDD-Motiv sowie ein konservierter Bereich in Doméane drei,
dienen als Bindestelle der degenerierten Primer des cyanobakteriellen Screenings.

Auf die komplette Aminoséuresequenz der RT bezogen, zeigt die RT aus Anabaena flos-
aguae eine Sequenzidentitat von 65 % (Sequenzahnlichkeit = 80 %) zu der RT aus Nostoc sp.
PCC7120, aber nur eine Sequenzidentitat von 35 % (Sequenzéhnlichkeit = 49 %) zu der RT
des Bordetella-Phagen. Wie bei anderen DGR-kodierten RTs, verfugt die RT aus Anabaena
flos-aquae weder lber eine Homing Endonuklease-Domane, wie sie bei den Gruppe Il Introns
vorkommt, noch Uber eine RNase H-Domane, wie sie z.B. fur die HIV-RT beobachtet wurde
(Johnson et al. 1986).

0 1 2 2a 3
Bnabaena flos-aquae RII PYRDRVV DSYANR YVIOCDIRKKYFPSIDHHILKKIL
Nostoc sp. PCCT120 RLI PYRDRVV DSYANR YVIOCDIRKYFPSIDHIILKELT
Bordetella-Phage RLISALEFKDRLV YTYACR HFLESDFSKFFPSIDRAALYAMT
4 5 6 7

Anabaena flos-aquae RRGLPIGIL FLSNVYL EYVHYVDDFAIE~DD LHPVKTQL VNFLGFRI

Nostoc sp. PCC7120 REGLPIGHNL FFANIYL EYVHYVDDFALE|SDDR IHPIKSOL FLGFRI

Bordetella-Fhage -VGIPIGEL LEANVY HWARYMDDIVVLGDDP LEISHWOV INFLGYRI

Abbildung 12: Alignment der DGR-kodierten RT-Domé&nen. Aminoséure-Alignment der RT-Doméanen 0-7 fur die
DGR-kodierten RTs von Anabaena flos-aquae, Nostoc sp. PCC7120 und dem Bordetella-Phagen. DGR-kodierte
RTs verfligen uber keine Sequenz, die in Doméane 0-1 mit anderen RT-Sequenzen aligned. Das SQ-Motiv in
Domane vier ist fur die drei RT-Sequenzen hervorgehoben (gelb). Fir die cyanobakteriellen RT-Sequenzen sind
zudem die Bindestellen der degenerierten Primer des Screenings hervorgehoben (rot). Diese liegen auf dem YxDD-
Motiv in Domane funf und einem konservierten Bereich in Doméne drei. Die Einteilung der Aminosauren 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
Aminoséauren grof3es Protein mit der Sequenz IGNELGGWIK am C-Terminus, was dem von
Schillinger beschriebenen GGW-Motiv entspricht (Schillinger 2013) (Abbildung 13). Die
Aminosauresequenz der Avd aus Anabaena flos-aquae besitzt eine Sequenzidentitat von
63 % (Sequenzadhnlichkeit = 79 %) zu der Avd aus Nostoc sp. PCC7120, aber nur eine
Sequenzidentitat von 23 % (Sequenzahnlichkeit = 33 %) zu der Avd des Bordetella-Phagen.

Anabaena flos-aquae ---——————— DLPIVOKTYDLIEKWYVPILDELPKNHRKFGLGDRIVSGLYDLLEGFILARYARE 55
Nostoc sp. PCC7120 -—————————- KELSVIOKTYDCIKWYVPIIERLPKIHRFTLGDRIINQLYDLLEGLIKARKYZAK 55
Bordetella-Fhage EPIEEATKCYDOMLIVERYERVISYLYPI IPRKHGVAR-EMFLEKCLLGOVELF IVAGKS— 63
Anabaena flos-aquae KLGQLELLNAKIDILRH)TRLLFDFGL-———FDERRYEYVGOLINDIGHNELGGWIKQQROVRH 115
Nostoc sp. PCCT7120 EKLPOLESL LDILRYOTRMLEFDEDE———MSIERYEYVIKLIDEIGTELGGWIKNQRNREK 114
Bordetella-Phage VSKLYAADAGLAMLRFWLRFLAGIQKPH PHOVE VLIAEVGRILGEWIARVNRK K 128

Abbildung 13: Alignment von Avd-Sequenzen. Aminoséure-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 Aminoséuren nach den physikalisch-chemischen Eigenschaften (farbliche
Kodierung) entspricht der aus Abbildung 7 (S.41).

Das variable Protein ist 252 Aminosauren lang und besitzt eine konservierte Proteindoméne,
die es in die Superfamilie der Formylglycin-generierenden Enzyme (FGESs) einordnet. Am 3’-
Ende des offenen Leserahmens befindet sich die 131 bp lange VR, die sich von dem
downstream zur RT gelegenen TR fast auf3schlieZlich an Positionen unterscheidet, an denen
der TR Uber Adenine verfiigt (Abbildung 14).

TR AA AA AR A AMA A AR AA A B5
VR GGCTGCTGCGCGGTGGTTCTTGGGACAACAACCCTAGACTTTGCCGTTCTGCGTATCGTACCTTCT 65

TR A AA A A AMN A AAA AD AR AR A A C 131
VR ACTACCCAGATTTCAGGGACAGCAACGTTGGGTTTCGGTTAGTAGTTTCCGGCGCARGGACTCTT 131

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
Ubereinstimmende Nukleotide, bis auf die Adenine, ausgeblendet. Adenine in dem TR kénnen zu variablen
Positionen in der VR fluhren (rot). Die Initierungssequenz 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 Diversitat von (4%°%) 1,2 x 10

Nukleotidsequenzen generieren, was 1,6 x 108 Proteinsequenzen entspricht.
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Am 3"-Ende der VR ist eine Sequenz lokalisiert, die aufgrund der Ahnlichkeit 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 wirde 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 fir 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 funktionsfahig sein, da keine
inaktivierenden Mutationen beobachtet werden konnten. Fir weitere Experimente wurde das
DGR in einen Standardvektor (pBSK) kloniert (Abbildung Al). Mit der inversen PCR wurden

keine weiteren DGRs identifiziert.
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3.1.5.1 Anabaena flos-aquae besitzt eine durch Kaltestress induzierte RT

Das DGR aus Anabaena flos-aquae scheint auf DNA-Ebene funktionsfahig zu sein
(Kap. 3.1.5). Daher wurde neben Nostoc sp. PCC7120, welches ebenfalls ein theoretisch
funktionsfahiges DGR besitzt (Abbildung 4), auch Anabaena flos-aquae im Labor kultiviert. Um
zu prifen, ob die DGRs unter den Kultivierungsbedingungen transkribiert werden, wurde eine
Reverse-Transkriptase-PCR (RT-PCR) auf die Transkripte von TR, RT und Avd durchgefihrt.
Hierfir wurde Gesamt-RNA aus Cyanobakterien isoliert, die entweder Standardbedingungen
(22 °C) oder einem zusatzlichen Kaltestress (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 Unterstiitzung von Thomas
Kafka im Triplikat durchgefiihrt und sind in Abbildung 15 zusammengestellt.

RT TR Avd
22°C 4°C 22°C 2256
+E E +E -E H0 + +E -E H0O + + H:O +E -E

0,5 kb
0,4 kb 0,5 kb

A 03kb 0.4 kb
0,3 kb

0,2 kb 0,2kb

0,1kb 0,1kb

RT TR Avd
22°C 22:°C 22 °C

+ H0 +E -E + HO +E -E

05

0.4

0.3 0.5 kb

02 0.4 kb

0.1 0,3 kb
0.2 kb

x XXX
o oooT

0,1kb

L2000
N Loksn

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) durchgefiihrt, um auf
Préasenz 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 zusétzlich fir 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 Grof3e der PCR-Produkte stimmt mit
der theoretischen Uberein (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 hoher lauft als die zugehérige
Positivkontrolle, was durch einen Probeniberschuss und/oder Salzeffekte zu erklaren sein
konnte. Das Transkript der RT ist dagegen nur in k&ltegestressten Anabaena flos-aquae
Kulturen nachweisbar. Um die Transkriptregulation der RT n&her zu untersuchen, wurde die
RT-PCR mit Anabaena flos-aquae Kulturen wiederholt, die fur drei Stunden verschiedenen
Stressbedingungen ausgesetzt waren (Abbildung 16). Das Experiment wurde im Duplikat
durchgefuhrt und Salzstress (55 mM NacCl), oxidativer Stress (10 mM H,0O,), Hitzestress
(37°C), Dunkelstress und Kaltestress (4 °C) getestet.

MaCl Hz0: 37 °C  Dunkel 4°C  22°C

- +¢ -E +£ -E +E -E +E -E +E -E +E H.O +

Abbildung 16: Transkriptregulation der RT aus Anabaena flos-aquae. Anabaena flos-aquae Kulturen wurden
fur drei Stunden verschiedenen Stressbedingungen ausgesetzt und die RT anschlieend Uber Reverse-
Transkriptase-PCR amplifiziert. Dabei wurde die Anzahl der Amplifikationszyklen erhéht (von 25 auf 30), um
schwache Transkripte nachweisen zu kdnnen. Die Reaktion wurde mit (+E) und ohne (-E) Enzym (reverse
Transkriptase) durchgefuhrt, um auf Pradsenz von gDNA zu testen. Als Positivkontrolle (+) diente der pPM6. Stress
durch H202 (10 mM) und Hitze (37 °C) fiihrte zu keinem PCR-Produkt (-). Unter Dunkelstress, Salzstress (55 mM
NaCl) und den Standardbedingungen (22 °C) konnte eine schwache Bande detektiert werden (+). Die Bande fir
die RT ist nach Kaltestress (4°C) am intensivsten (++).

Die RT-PCR ist eine Form der Endpunkt-PCR. Diese eignet sich nicht flr eine genaue
Quantifizierung, denn gleiche DNA-Mengen zu Reaktionsbeginn kénnen durch Variationen in
der Reaktionskinetik zu unterschiedlichen DNA-Mengen in der gemessenen Plateauphase
fuhren. Um die Bandenintensitaten in dem Experiment dennoch vergleichen zu kdnnen, 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 kdnnte mit einem Absterben der Zellen zusammenhéangen, welches beobachtet
und durch zu intensive Stressbedingungen ausgel6st wurde. Fir die Standardbedingungen,
Salz- und Dunkelstress konnte ein schwaches Transkript nachgewiesen werden. Die starkste
Transkription wurde nach Kaltestress 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 ndchstes wurden die DGRs auf ihre Fahigkeit zur Hypermutation

der VR untersucht.
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3.2 Aktivitatsanalysen

Die DGRs aus den Cyanobakterien Anabaena flos-aquae und Nostoc sp. PCC7120, sowie
aus dem humanpathogenen Bakterium Treponema denticola, wurden auf Aktivitat untersucht.
Unter Aktivitat wird die Fahigkeit des DGRs zur Erzeugung von Variabilitdt in der VR
verstanden. Um diese nachzuweisen, wurde mit Hilfe von Christine Férster-Schorr ein
Restriktionsenzym-basierter Variabilitats-Assay (REBVA) durchgefiihrt. 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 Durchfiihrung 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,
obwonhl restriktionsverdaute Banden zu beobachten waren, ergab die Sequenzierung in allen
Fallen 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 aufgefihrt.

Die DGRs wurden sowohl nativ, als auch heterolog exprimiert untersucht. Untersuchungen am

nativen DGR bieten den Vorteil, dass alle bendtigten Wirtsfaktoren vorhanden sind.

3.2.1 Das native DGR aus Nostoc sp. PCC7120 zeigt Aktivitat

Bei der Untersuchung der Aktivitdt 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 fur die VR von Zielgenl kein geeignetes Restriktionsenzym gefunden wurde.
Die Durchfiihrung des REBVA gestaltete sich als schwierig und flihrte nur in einem von vielen
Versuchen zu einem PCR-Produkt, das von dem Restriktionsenzym nicht weiter geschnitten
wurde (Abbildung 17).
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Restriktionsverdau
H,.O + PCR #1 #2 #3 #4

Abbildung 17: Ausschnitt des Restriktionsenzym-basierten Variabilitdts-Assays. Die variable Region am
3’-Ende von Zielgen2 des DGRs aus Nostoc sp. PCC7120 wurde abwechselnd amplifiziert (382 bp) und
restriktionsverdaut (Sacl), wodurch zwei Fragmente entstehen (190 bp und 192 bp). Abgebildet sind die erste PCR
und vier Restriktionsverdaue. Die relative Menge der geschnittenen Fragmente nimmt tber 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).

TR AR AR AR ARAMR AR AR AN AR A 69
VR CTGCGGGGCGGCTCCTGGAGCTCCTCTCCTGTAGTCTGCCGTTCCGCGTCCCGCGGCARCAACGATAGG 69
R1 A A T TT 69
rR2 = ———— 10
TR A A AMA A AA AA AR A T Cc 137
VR GCGGGGCGCGTCTACCGCTACTACGCTGTTGGTTTTCGTGTTGTCTGCGCGTTCGGGAGGACTTTTCA 137
R1 137
R2Z ————— 70

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
Ubereinstimmende Nukleotide, bis auf Adenine, ausgeblendet. Adenine in dem TR kénnen zu variablen Positionen
in der VR fluhren (rot). Die Initierungssequenz des mutagenen Homings (IMH, blau) verfugt Uber 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 Sacl-Erkennungssequenz (gelb
hervorgehoben). (R1): Der Bereich der Mutationen umfasst 15 bp und beinhaltet finf 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-Aktivitéat
verandert worden zu sein. Innerhalb eines 15 bp langen Bereichs, der die Erkennungssequenz
des Restriktionsenzyms mit einschlie3t, konnen funf Adenin-spezifische Mutationen
beobachtet werden. In der zweiten VR-Sequenz (R2) wurde die Erkennungssequenz des

Restriktionsenzyms durch eine grof3flachige Deletion von 67 bp entfernt.
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3.2.2 Das native DGR aus Anabaena flos-aquae zeigt keine Aktivitat

Die Untersuchung der Aktivitdit des nativen DGRs aus Anabaena flos-aquae wurde mit
Cyanobakterien durchgefiihrt, die seit zwei Jahren im Labor der Molekularen Genetik (TU
Kaiserslautern) kultiviert wurden. Diese wurden fiir den REBVA unter Standardbedingungen
(22 °C) angezogen und fur einen parallelen Versuch zuséatzlich einem Kaltestress (4 °C, 3
Stunden) ausgesetzt. Der Kaltestress wurde durchgefihrt um die Transkription der DGR-
kodierten RT zu induzieren (Kap. 3.1.5.1).

Der REBVA fir die unter Standardbedingungen angezogenen Zellen gestaltete sich als
schwierig, da eine wiederholte Amplifikation der VR nicht méglich war. Dieses Problem konnte
nicht durch eingeriickte Primer behoben werden. Eine Mdglichkeit mit der dieses Problem
behoben werden konnte, lag in der Verwendung einer Polymerase ohne Korrekturlesefunktion
(myTaq). Mit der myTag konnte der REBVA durchgeflihrt werden, bis keine geschnittenen
Fragmente mehr zu beobachten waren. Die Sequenzierung des PCR-Produkts ergab jedoch,
dass die Erkennungssequenz des Restriktionsenzyms durch eine Punktmutation verandert

wurde (Daten nicht gezeigt). Eine DGR-Aktivitat konnte nicht beobachtet werden.

Bei der kaltegestressten Anabaena flos-aquae Kultur bestand ebenfalls das Problem, dass
eine wiederholte Amplifikation der VR, auch mit eingeriickten Primern, nicht mdglich 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 gefiihrt hat. Der REBVA wurde mit der Phusion DNA-
Polymerase (mit Korrekturlesefunktion) mehrmals wiederholt, konnte aber nicht zuende

gefuhrt werden.

Aufgrund der geringen Anzahl erfolgreich durchgefiihrter REBVA-Versuche konnte in den
kultivierten Cyanobakterien nur ein Ereignis von DGR-AKktivitdt beobachtet werden (Abbildung
18). Bei der Durchfihrung gestaltete sich die Amplifikation des PCR-Produkts nach dem
Restriktionsverdau als schwierig. Dies kdnnte daran liegen, dass die amplifizierte VR-Sequenz
unmutiert vorlag und nach dem Restriktionsverdau nicht geniigend Molekule fur die PCR zur
Verfigung standen. Sollte die Hypermutation der VR durch einen unbekannten &ufReren Reiz
ausgelost werden, dann waren die konstanten Kultivierungsbedingungen eine schlechte
Voraussetzung fur die Analyse der Aktivitat. Um weitere DGR-vermittelte Unterschiede in der
VR feststellen zu kdnnen, wurde daher ein DGR untersucht, dessen variables Protein einem

naturlichen Anpassungsdruck unterworfen ist.
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3.2.3 Das native DGR aus Treponema denticola zeigt Variabilitat

Im Jahr 2011 veroffentlichte Dr. Sigrun Eick, Leiterin des Labors Orale Mikrobiologie an der
Klinik fir Parodontologie (Bern), einen Artikel Uber 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 Verfugung gestellt (Tabelle A2). Die
Proben waren pseudonymisiert, ein Votum der Ethikkommission des Universitatsklinikums
Jena zur bakterienspezifischen PCR-Analyse der Proben lag vor. In allen 53 Proben wurde
Treponema denticola Uber 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 Forster-Schorr Uber PCR amplifiziert (Abbildung 19).
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Abbildung 19: Nachweis der variablen Region aus Treponema denticola. Die varible Region (VR) (622 bp)
wurde aus Patientenproben (Spur 1-3) amplifiziert. Um die Integritéat der genomischen DNA zu Uberprifen, wurde
zusatzlich die 16S rDNA (316 bp) amplifiziert. Die schwache Bande in Spur 2 und die Bande in Spur 3 laufen auf
Hohe der VR, wahrend die schwache Bande in Spur 1 groRer 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 fir die VR in Spur 2 und 3, auf Hohe der
Positivkontrolle (622 bp) laufen. Eine anschlieBende Sequenzierung der PCR-Produkte
bestétigte flr 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 gréRer (~ 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 fur 41 der
untersuchten 53 Proben nicht erbracht werden. Da die PCR sensibel genug ist, um einzelne
DNA-Molekille nachzuweisen, koénnte 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, gehoren zu finf Patienten und sind in Tabelle 10 zusammengefasst.

Tabelle 10: Proben von funf Patienten mit amplifizierbarer VR

Patient Probe Zeitpunkt Unterschied zur Datenbank

1 C tl Nein
A t1, t2

2 Nein
B t1, t2, t4
A tl

3 Nein
B t3

4 C tl Nein
A t3

5 B tl Ja
C t1

Die sequenzierten Treponema-Sequenzen von den Patienten 1-4 wiesen keine Variabilitat auf,

sodass alle Proben zu VR-Sequenzen fuhrten, 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 n&her 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 fur DGR-
Aktivitat. Ebenfalls flr eine DGR-AKktivitat spricht Position 32 (grin). 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 kdnnten 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, kdnnte neben einer fehlerhaften Erkennung von Adeninen,

auch eine generell erhdéhte Fehlerrate fir die DGR-kodierte RT vermutet werden.
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TR-5 A AR A ARD A AN AR ARQ AR AR A A 68
VR-D CCGCGTCAGGCTCTGGCCGTGTTTTACGCGG GGCAGCTGGGECCGGCAGCGCGGACTACTGCGCTGTA 68
VR-5 A G AR GC A TATTA AT A A 68
TR-5 ARD AA AA AN A A AMN A AA AA AR T T 136
VR-D GGCGRACGGGTCAACATCAGTCCTGGCGTCAGGTGCAGCGATCTTGGCTTCCGCCTEGECTTGCOGGCC 136
VR-3 TCT A G TA A TA A G 136

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 lbereinstimmende Nukleotide (bis auf Adenine)
ausgeblendet. Adenine im TR-5 kdnnen zu variablen Positionen in der variablen Region fiihren (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
(gruin) ist durch eine transferierte Mutation in dem TR-5 entstanden.

3.2.4 Heterolog exprimierte DGRs zeigen keine Aktivitat

In dem kultivierten Cyanobakterium Nostoc sp. PCC7120 und dem naturlich 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 mdglich ist.

Dafur wurden die DGRs aus Anabaena flos-aquae, Nostoc sp. PCC7120 und Treponema
denticola in den Vektor pBluescript kloniert (Abbildung Al). Dort stehen die Elemente unter
Kontrolle des T7-Promotors. AnschlieBend wurden die Plasmide in einen E. coli-
Expressionsstamm transformiert, der die T7-Polymerase unter IPTG-Zugabe exprimiert.
Dadurch ist es moglich die Expression des DGRs durch IPTG-Zugabe zu induzieren. Fir die
Expression wurden die Stamme 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 taglich Proben entnommen. Aus den Proben wurden Plasmide isoliert und
restriktionsverdaut. Das entstehende Bandenmuster wurde mit dem theoretischen verglichen.
Dadurch konnte die Stabilitat der Plasmide in den Zellen beobachtet und dem DGR Zeit zur
Diversifizierung des Zielgens gegeben werden. Ein Auszug aus diesem Stabilitatstest ist fur
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) Zellenunddem K| oni er un g s satf {Daten nibhtidezdigt).
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Abbildung 21: Stabilitatstest heterolog exprimierter DGRs. Die klonierten DGRs wurden in Expressionsstamme
transformiert und ohne (-) bzw. mit (+) 1 mM IPTG mehrere Tage in Kultur gehalten. Der Restriktionsverdau (Pvul)
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 Veranderungen der DNA-
Sequenz zu analysieren, die keine Auswirkungen auf das Bandenmuster haben, wurde die
Plasmidisolation vom letzten Tag des Stabilitatstests (Tag 4) sequenziert. Die erhaltenen

Sequenzen liegen ohne Mutationen vor und entsprechen denen der Datenbank.

Das klonierte DGR aus Treponema denticola ist ebenfalls Gber vier Tage stabil in BL21(DE3)
Zellen (Daten nicht gezeigt). Die Plasmide wurden mit dem Restriktionsenzym Pvul
geschnitten. Die dadurch entstehenden Restriktionsfragmente (3858 bp, 1893 bp und 1354 bp)
konnten fur die Plasmidisolationen beobachtet werden. Eine Sequenzierung der

Plasmidisolation vom letzten Tag des Stabilitatstests wurde nicht durchgefthrt.

Der Stabilitatstest wurde fiur die getesteten DGRs dreimal wiederholt und die Plasmide
anschlieend 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 Veranderung der Restriktionsenzymerkennungssequenz auf
(Daten nicht gezeigt). Dabei handelt es sich um einzelne Punktmutationen, die nicht mit einer
DGR-Aktivitat zu assoziieren sind. Wahrscheinlicher ist ein fehlerhafter Einbau durch die
Polymerase wahrend der PCR (Fehlerrate: 4,4 x 107).







































































































































































































































































































































