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NANOARCHAEUM EQUITANS

To some the dance of angels on a pin
Excites the mind when darkness casts a pall,
While others search the darkness for a kin,

A carrier of truth befitting all.

Before we ever were, conceived of pain,
Of truth or beauty, love, of gods and all
We treasure as our human virtue, gain,

These now the smallest of us found their call.

The mind would often rather follow trails
That lead to easy answers, Satan, sin,
And definitions found in ancient tales

Of paranoia sanctified as spin.
And all the while N. Equitans unknown

Prevailed indifferent to all we've grown.

William Brendan McPhillips
May 17, 2002
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Einleitung 1

l. Einleitung

Vergleichende Sequenzanalysen von 16S rRNAs fiihrten gegen Ende der 70er Jahre zu der
Erkenntnis, dass die Prokaryonten keine monophyletische Gruppe darstellen, sondern sich in
zwel phylogenetische Abstammungslinien aufspalten. Den Bakterien, die sich
entwicklungsgeschichtlich am  frilhesten differenzierten, wurden die  Archaeen
gegentibergestellt, die zu den Bakterien nicht ndher verwandt sind als zu den Eukaryonten
(Woese und Fox, 1977; Balch et al., 1977). Dementsprechend werden heute alle Organismen
in die drei Doméinen Eukarya, Bacteria und Archaea eingeteilt (Woese et al., 1990). Die
bisher kultivierten Vertreter der Doméne Archaea werden in die zwei phylogenetischen
Reiche Crenarchaeota und Euryarchaeota eingeordnet. Diese Klassifizierung stiitzt sich im
Wesentlichen auf Vergleiche von 16S rRNA Sequenzen (Woese et al., 1990), konnte aber
auch durch Sequenzvergleiche anderer konservierter Makromolekiile wie Elongationsfaktoren
(Creti et al., 1994), Untereinheiten der RNA-Polymerase (Klenk und Zillig, 1994; Matte-
Tailliez et al., 2002) und das archaeelle Rekombinationsenzym RadA (Sandler et al., 1999)
sowie durch aneinandergereihte Aminosduresequenzen ribosomaler Proteine (Matte-Tailliez
et al., 2002) bestitigt werden.

Aus beiden prokaryotischen Dominen (Bacteria und Archaea) wurden Mikroorganismen
isoliert, die als hyperthermophil bezeichnet werden. Dabei handelt es sich definitionsgemal3
um Organismen, deren optimale Wachstumstemperatur mindestens 80°C betrdgt und die in
der Regel bei Temperaturen von weniger als 60°C nicht mehr vermehrungsfahig sind (Stetter,
1989). Zu den natiirlichen Lebensrdumen hyperthermophiler Mikroorganismen zédhlen unter
anderem heifle marine Biotope entlang tektonischer Bruchzonen in der Tiefsee (z.B. am
Ostpazifischen Riicken) oder in kiistennahen, flacheren Gewédssern (z.B. das Kolbeinsey
Gebiet nordlich von Island) sowie terrestrische Hochtemperatur-Biotope wie Solfatarenfelder
und heiBBe SiiBwasserquellen, beispielsweise auf Kamtschatka (Russland) oder im
Yellowstone Nationalpark (USA).

Im auf 16S rRNA Sequenzen basierenden Stammbaum besetzen Hyperthermophile
ausnahmslos die tiefsten Abzweigungen mit den kiirzesten Astlingen (Stetter, 1992).
Innerhalb der Bacteria zdhlen dazu die Vertreter der Ordnungen Thermotogales und
Aquificales. Bei den Archaea besetzen Hyperthermophile die tiefsten Abzweige sowohl
innerhalb der Euryarchaeota als auch innerhalb der Crenarchaeota. Bei den Euryarchaeota
sind dies Vertreter der Ordnungen Methanopyrales, Pyrococcales, Methanococcales und

Archaeoglobales und bei den Crenarchaeota Vertreter der Ordnungen Thermoproteales und
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Desulfurococcales. Die kurzen Evolutionslinien dieser Organismen im phylogenetischen
Baum deuten auf niedrige Mutationsraten ihrer ribosomalen RNA hin und damit auf eine
langsame Evolutionsgeschwindigkeit (Woese, 1987). Aus diesem Grund wird angenommen,
dass die hyperthermophile Lebensweise ein urtiimliches Merkmal darstellt (Stetter, 1995;
Stetter, 1999) und dass der letzte gemeinsame Vorfahre aller Lebewesen hyperthermophil war
(Stetter, 1994).

Aus Hochtemperaturbiotopen konnten mittlerweile mehr als 70 Spezies hyperthermophiler
Archaeen isoliert werden, die eine Vielzahl physiologischer und biochemischer Fahigkeiten
aufweisen. Das Spektrum reicht dabei von obligat chemolithoautotrophen zu strikt
organotrophen, von aeroben zu anaeroben und von extrem acidophilen zu alkaliphilen
Organismen (zusammengefasst in Stetter, 1996). Auch morphologisch sind die bisher
kultivierten hyperthermophilen Archaeen auflerordentlich divers. Ungewdhnliche Zellformen
wie Scheiben, Netzwerke wund gelappte Kokken sind ebenso bekannt wie
,Oolfschlagerformen™ und verzweigte Stibchen (Stetter, 1998). Kokkoide Vertreter der
Desulfurococcales weisen sehr variable Zelldurchmesser von 0,5 — 2 um, in seltenen Fallen
sogar bis zu 15 pm (Gattung Staphylothermus; Fiala et al., 1986) auf. Stdbchenférmige
Organismen der Thermoproteales haben Léngen von 1 bis iliber 100 pm, wobei der
Zelldurchmesser in der Regel zwischen 0,4 und 1 um liegt und im Extremfall sogar nur 0,15
um betragen kann (Gattung Thermofilum; Burggraf et al., 1997).

Generell stellen jedoch die bisher kultivierten Mikroorganismen nur einen geringen Anteil der
tatsdchlichen Artenvielfalt in der Umwelt dar, und man geht davon aus, dass mehr als 99%
der in Umweltproben enthaltenen Mikroben bisher nicht kultiviert sind (Ward et al., 1990;
Amann et al., 1995). Ein tieferer Einblick in die Diversitit mikrobieller Okosysteme erschien
erst durch die Entwicklung molekularbiologischer Methoden mdglich: Eine erstmals von
Norman Pace und Kollegen (Olsen et al., 1986) vorgeschlagene Strategie zur
kultivierungsunabhingigen Charakterisierung mikrobieller Lebensgemeinschaften macht sich
die hohe Konserviertheit der in allen Lebewesen vorhandenen ribosomalen RNA zunutze. Am
Anfang dieser heute routinemafig angewandten Methode steht die Isolierung von DNA direkt
aus einer Umweltprobe. Mit Hilfe der Polymerase-Kettenreaktion (PCR) werden daraus die
rRNA Gene amplifiziert. Dazu werden Primer verwendet, die spezifisch an konservierte
Bereiche der 16S rDNA von Bacteria oder Archaea bzw. der 18S rDNA von Eukarya binden.
Anschliefend konnen die PCR-Produkte sequenziert und mit 16S rRNA-Sequenzen bekannter
Organismen verglichen werden. Eine weitere Methode der Differenzierung, die ebenfalls auf

Analyse der 16S rRNA beruht, stellt die Fluoreszenz in situ Hybridisierung (FISH) dar.
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Hierbei  werden  permeabilisierte  Zellen mit  kurzen, fluoreszenzmarkierten
Oligonukleotidsonden angeférbt, die gegen spezifische Sequenzbereiche der 16S rRNA
gerichtet sind (DeLong et al., 1989; Stahl und Amann, 1991; Amann et al., 1997). Die
Anwendung dieser Technik auf Mikroorganismen aus Umweltproben oder
Anreicherungskulturen erlaubt die Zuordnung neu entdeckter 16S rRNA Sequenzen zu den
zugehorigen Zellmorphotypen. In den letzten Jahren wurde eine Vielzahl von PCR-Primern
und Oligonukleotidsonden entwickelt, die als Ordnungs-, Reich-, Doménen-spezifisch oder
sogar als universell fiir alle Archaea, Bacteria und Eukarya betrachtet wurden (Stahl und
Amann, 1991; Burggraf, 1994; Raskin et al., 1994; Eder et al., 1999; Behrens et al., 2003).
Mit diesen auf der PCR basierenden Techniken erschien es moglich, alle in einem Biotop
enthaltenen Organismen erfassen zu konnen. Tatsdchlich wurde bei Untersuchungen
unterschiedlichster Lebensrdume wie Boden (Bintrim et al., 1997; Liesack und Stackebrandt,
1992), SiiBwasser (Schleper et al., 1997; Keough et al., 2003), heiBBen Quellen (Barns et al.,
1994; Hugenholtz et al., 1998), Seewasser (Massana et al., 1997; Eder et al., 2002), marinen
Sedimenten (DeLong, 1992; Munson et al., 1997) oder marinem Pikoplankton (DeLong et al.,
1994) eine Vielzahl neuartiger 16S rRNA Sequenzen gefunden, die keine néhere
Verwandtschaft zu denen von kultivierten Organismen aufwiesen. Wiahrend beispielsweise
innerhalb der Crenarchaeota ausschlieBlich (hyper-)thermophile Vertreter in Kultur gebracht
werden konnten, legen molekulare Untersuchungen nahe, dass etwa 20% des marinen
Pikoplanktons weltweit aus mesophilen Vertretern dieses Reiches besteht (Karner et al.,
2001). Bei der Analyse eines HeiBwassertiimpels im Yellowstone Nationalpark wurden sogar
16S rRNA Sequenzen gefunden, die innerhalb der archaeellen Doméne sehr tief — noch vor
der Aufspaltung von Cren- und Euryarchaeota — abzweigen, und damit ein drittes, als
,Korarchaeota® bezeichnetes Reich der Archaea darstellen (Barns et al., 1994). Die
zugehorigen Organismen sind jedoch noch vollig unbekannt (Amann, 2000).

Die Erforschung von Mikroorganismen auf molekularbiologischer Ebene hat in den letzten
Jahren vor allem von der rasanten Entwicklung und Automatisierung von
Sequenzierungstechniken profitiert. Mittlerweile wurden die Genome von 122 Prokaryonten
sequenziert, und mehr als 500 weitere sind in Bearbeitung. Unter den bereits verdffentlichten
Sequenzen befinden sich auch die Genome von 16 Archaeen, darunter die von zehn
Hyperthermophilen aus den archaeellen Reichen der Euryarchaeota und Crenarchaeota. Die
Analyse der archaeellen Genome hat u.a. gezeigt, dass die Mehrheit der Enzyme, die
Transkription, Translation und Replikation steuern, denen der Eukarya dhneln. Dagegen ist

ein groBer Teil der Genprodukte, die den Energiestoffwechsel und die Zellteilung betreffen,



Einleitung 4

denen von Bacteria dhnlicher (Gaasterland, 1999; Koonin et al., 1997). Zusitzlich wurde eine
Vielzahl von Genen identifiziert, deren Verbreitung sich bisher ausschlieflich auf die Archaea
beschrinkt. Die Funktion der meisten dieser Archaea-spezifischen Gene ist jedoch noch
weitestgehend unbekannt (Graham et al., 2000). Die Auswertung von Genomdaten konnte
vielfach unsere Erkenntnisse iiber die Stoffwechselfahigkeiten der zugehorigen Organismen
vertiefen (Fitz-Gibbon et al., 2002; Klenk et al., 1997; Ruepp et al., 2000). Im Falle des
obligat parasitischen Bakteriums Tropheryma whipplei hat die Genomauswertung sogar den
Schliissel zum axenischen Wachstum fiir diesen, bis dahin nicht in Reinkultur erhaltenen,
Organismus geliefert (Renesto et al.,, 2003). Dennoch ist die Bestimmung einer
Genomsequenz noch nicht mit deren Verstdndnis gleichzusetzen. Die Funktion der meisten,
der in einem Genom codierten Proteine, wird nicht experimentell bestimmt, sondern die
Zuordnung beruht auf Sequenzvergleichen mit bereits charakterisierten orthologen Proteinen
aus anderen Organismen. Oft ist die Sequenzdhnlichkeit dabei so gering, dass fiir das
entsprechende Protein bestenfalls eine allgemeine Funktion angegeben werden kann. Zudem
besteht mindestens ein Viertel jedes bisher untersuchten Genoms aus ,hypothetischen®
Genen, d.h. Genen, deren Funktion noch unbekannt ist. Beispielsweise enthilt das Genom des
Archaeons Aeropyrum pernix mehr als 1500 offene Leserahmen (57% seines gesamten
Gensatzes), zu denen keine Homologen in den Genomen anderer Organismen gefunden
werden konnten (Kawarabayasi et al., 1999).

Die Auswertung von Genomdaten kann zwar wichtige Anhaltspunkte fiir die biochemischen
Féhigkeiten von Mikroorganismen liefern, Untersuchungen am kultivierten Organismus
bleiben jedoch eine unabdingbare Voraussetzung fiir ein tieferes Verstindnis seiner

Physiologie und der komplexen Interaktionen mit seiner Umwelt (Palleroni, 1997).

Aus Gesteinsproben eines marinen Hydrothermalsystems am Kolbeinsey-Riicken nordlich
von Island, wurde in unserem Labor ein neuartiger, autotropher, Schwefel-reduzierender
Vertreter der archaeellen Gattung Ignicoccus angereichert. Im Gegensatz zu den bereits
bekannten Ignicoccus Spezies (Huber et al., 2000) waren einige Zellen von Ignicoccus sp.
KIN4/I mit sehr kleinen kokkoiden Anhdngseln besetzt, die einen Durchmesser von 400 nm
aufwiesen und mit dem DNA-bindenden Farbstoff DAPI ein starkes Fluoreszenzsignal
zeigten (Kronner, 1998). Versuche an einer definierten als KIN4/M bezeichneten Co-Kultur
aus Ignicoccus sp. KIN4/I und kleinen Kokken, mit Hilfe der PCR ein mogliches 16S rRNA
Gen der kleinen Kokken zu amplifizieren, blieben trotz der Verwendung von Kombinationen
unterschiedlicher universeller, Archaea- oder Bacteria-spezifischer Primer ohne Erfolg (Tanja

Fuchs, personliche Mitteilung). Nach Fixierung restriktionsverdauter und in einem
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Agarosegel aufgetrennter genomischer DNA auf einer Nylonmembran und anschlieBender
Hybridisierung mit einer 16S rDNA-spezifischen Nukleotidsonde zeigte sich jedoch, dass in
der Co-Kultur KIN4/M zwei unterschiedliche 16S rRNA Gene vorhanden sind (Hohn, 2000).
In der auf die gleiche Weise behandelten genomischen DNA der Ignicoccus-Reinkultur war
dagegen nur ein 16S rRNA Gen nachweisbar, das mit einem der beiden Gene der Co-Kultur
identisch war. Demnach sollte das zusitzliche 16S rRNA Gen in der Co-Kultur von den
kleinen Kokken stammen. Versuche, dieses zweite Gen zu isolieren, blieben jedoch erfolglos

(Hohn, 2000).

Ziel dieser Arbeit war es, Sequenz und Herkunft des unbekannten 16S rRNA Gens aus der
Co-Kultur KIN4/M aufzuklédren. Sollte sich zeigen lassen, dass das Gen aus den kleinen
Kokken stammt und in diesen auch exprimiert wird, wire der Beweis erbracht, dass es sich
hierbei um einen eigenstindigen zelluldren Organismus handelt. Dieser sollte darauf
phylogenetisch  klassifiziert und durch biochemische und molekularbiologische

Untersuchungen weiter charakterisiert werden.
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Il.Material und Methoden

1.  Bezugsquellen von Substanzen

1.1. Chemikalien

Substanz

Acrylamid-Bis-Fertiglosung (37,5 : 1)
Agar

Agarose

Agarose, low melt

Agarose, SeaKem LE
Ammoniumperoxodisulfat (APS)
Ampicillin

AquaPhenol

Blockierungsreagenz

(Brij 58)
5-Bromo-4-Chloro-3-Indolyl-Phosphat (BCIP)
Bromphenolblau

Chloramphenicol

Citifluor AF1

Coomassie Blau R
Desoxynukleosid-Triphosphate (ANTPs)
DIG Easy Hyb

DIG-11-dUTP

Ethanolaseotut

Ethidiumbromid
Ethylendiamintetraessigsdure (EDTA)
Gelatine

Glycerin

Hefeextrakt
Isopropyl-pB-D-Thiogalaktopyranosid (IPTG)
KCr(SO4)2

2-Mercaptoethanol

Hersteller/Firma

Roth, Karlsruhe

Oxoid, Basingstoke, UK
Appligene, Heidelberg
Serva, Heidelberg

Biozym, Oldendorf
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
USB, Braunschweig
Appligene, Heidelberg
Roche, Mannheim
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Roche, Mannheim
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
USB, Braunschweig

UKC, Chem. Lab., Canterbury, UK
Serva, Heidelberg

Roche, Mannheim

Roche, Mannheim

Roche, Mannheim

J.T. Baker, Deventer, NL
Serva, Heidelberg

Serva, Heidelberg
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Difco, Detroit, USA

Roth, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Roth, Karlsruhe
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2-[N-Morpholino]ethansulfonsdure (MES) Sigma-Aldrich, Taufkirchen
4-Morpholinpropansulfonsdure (MOPS) Sigma-Aldrich, Taufkirchen
4-Nitroblau-Tetrazoliumchlorid (NBT) Roche, Mannheim
N,N,N’",N’-Tetramethylethylendiamin (TEMED) Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Natriumdodecylsulfat (SDS) Serva, Heidelberg
Resazurin Serva, Heidelberg
Rubidiumchlorid Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Tris(hydroxymethyl)aminomethan (Tris) USB, Braunschweig
Polyoxyethylensorbitanmonolaurat (Tween 20) Sigma-Aldrich, Taufkirchen
5-Bromo-4-Chloro-3-Indolyl-B-D-galaktopyranosid ~ Roche, Mannheim
(X-Gal)

Alle anderen Substanzen wurden von der Firma VWR, Darmstadt, bezogen. Der

Reinheitsgrad aller Substanzen war, sofern nicht anders angegeben, p.a..

1.2.  Enzyme, Vektoren und Reaktionskits

Substanz Hersteller/Firma
AmpliTag DNA Polymerase Roche, Mannheim
Anti-Digoxygenin-AP, Fab Fragments Roche, Mannheim
EcoRl, Hindlll, BamHI, Xhol Roche, Mannheim

Ascl, BssHII, Notl, Pacl, Sacll NEB, Frankfurt
Complete Mini, Proteasen-Inhibitoren-Cocktail Roche, Manheim
Proteinase K Roche, Mannheim
RNase, DNase-frei Roche, Mannheim
T4-DNA-Ligase Roche, Mannheim
Plasmide

pET Expression System 16b Novagen, Madison, USA
pET Expression System 25b Novagen, Madison, USA
pUCI18 Invitrogen, Karlsruhe

pDRIVE Qiagen, Hilden



Material und Methoden 8

Reaktionskits

BCA Kit for Protein Determination Sigma-Aldrich, Taufkirchen

BugBuster' ™ Ni-NTA His-Bind Novagen, Madison, USA

Purification Kit

His-Tag"” AP Western Reagents Novagen, Madison, USA

QIAGEN PCR Cloning™® Kit Qiagen, Hilden

QIAprep Spin Miniprep Kit Qiagen, Hilden

QIAquick Gel Extraction Kit Qiagen, Hilden

QIAquick PCR Purification Kit Qiagen, Hilden

1.3.  Organismen und 16S rRNA Klonsequenzen
Organismus Stamm Kulturensammlung 11\I6rs (r é{g %;:;c)session-
Ignicoccus sp. KIN4/1 BBR 17/12/4 AJ318042
Nanoarchaeum equitans | KIN4/M BBR 17/10/4 AJ318041
Klon OP9 OP9 - AJ458436
Klon CU1 CU1 - AJ458437
Escherichia coli Dh5a' - -
Escherichia coli BL21 (DE3)" | - -
Escherichia coli Rosetta ™ - - -
Escherichia coli QIAGEN - -

EZ’

Bezugsquellen: "Life Technologies, Gaithersburg, USA; 2 Novagen, Madison, USA; 3 Qiagen, Hilden.
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1.4.  Oligonukleotidprimer und —sonden
Alle Oligonukleotide wurden von der Firma Metabion, Martinsried bezogen.
Bezeichnung | Position Sequenz (5’ 2 3°) Literatur
8aF 8-23 TCYGGTTGATCCTGCC (Eder et al., 1999)
109aF 109-125 ACK GCT CAG TAA CAC GT (Grosskopfet al.,
1998)
519uF 519-536 CAG CMG CCG CGG TAATAC (Eder et al., 1999)
1119aR 1101-1119 | GGYRSG GGT CTC GCT CGT T (Burggraf, 1994)
1512uR 1492-1512 | ACGGHTACCTTGTTACGACTT (Eder et al., 1999)
7mcF 7-23 CTCCCG TTGATC CTG CG (Hohn et al., 2002)
518mcF 518-536 GCA GCC GCC GCG GGAACAC (Hohn et al., 2002)
520mcR 501-520 TGC CAC CCC TCTTGC CCAC unver6ffentlicht
1116mcR 1100-1116 | GCG GGTCTCGCCTGTTT (Hohn et al., 2002)
1511mcR 1490-1511 | CGGCTACCTTGT GTC GACTTAG (Hohn et al., 2002)
934pbmcR 915-934 Cy3-GTG CCC CCC CGC CTATTC CT unver6ffentlicht
515pbmcR 499-515 Cy3-CCC CTC TTG CCC ACC GCT unver6ffentlicht
359pbmcR 340-359 Cy3-CCC TGG TGC ATC CCG TAG GA unverdffentlicht
511eaR 498-511 RhoGr-CTT GCC CRG CCC TT (Burggraf, 1994)
515caR 499-515 RhoGr-CCA GWC TTG CCC CCC GCT (Burggraf, 1994)
934aR 915-934 RhoGr-GTG CTC CCC CGC CAATTC CT (Stahl und Amann,
1991)
PoIN_F - GGG ACT CGA GAG GAT GTT ACA CCA CAT CCC CA unveroffentlicht
PoIN_R - CTT GTG GAT CCA GAATCT GCG TTAATT AT unver6ffentlicht
PolC F - TTT AAATGG ATC CTATGC GCT ATC TTG GCA AAA AGA GAG unveroffentlicht
PolC R - GAT CTT TCC CTC GAG TTT AAA GAAATC TGT TAG TTT TTT GCT | unverdffentlicht

Tab. 1: Positions- und Orientierungsangaben (F = forward, R = reverse) beziehen sich auf die entsprechende

Position in der 16S rRNA von E. coli (Brosius et al., 1981). a = Archaea-spezifisch; ca = Crenarchaeota-

spezifisch; ea = Euryarchaeota-spezifisch; mc = spezifisch fiir Nanoarchaeum equitans; pbmc = spezifisch fiir

Klon CUI1; u = ,,universell“ mit Ausnahme der Nanoarchaeota; Cy3 = Indocarbocyanin; RhoGr = Rhodamin

Green; Restriktionsschnittstellen fiir BamHI und Xhol sind unterstrichen;

H=A/C/T; M=A/C; R=A/G; S=G/C; W=A/T; Y = C/T;
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2. Medien und Substrate

2.1. Medien

2.1.1. LB-Medium (Miller, 1972)

Trypton 10,0 g
Hefeextrakt 50g
NaCl 50g
H:Obigest ad 1000 ml
fiir GuBBplatten Agar 15 g pro 1000 ml Medium

2.1.2. '“%SME-Medium (Stetter et al., 1983); modifiziert nach Huber

(Huber et al., 2003)
NaCl 13,85 ¢
MgSO4 x 7 HO 3,50 ¢g
MgCl, x 6 H,O 275 ¢
KH,PO,4 0,5¢g
NH,4CI 05¢g
CaCl, x 2 H,O 0,38 ¢
NaHCO; 0,16 g
KCl1 033¢g
NaBr 50 mg
H3;BO; 15 mg
SrCl, x 6 H,O 7,5 mg
KI 0,05 mg
HObidest ad 1000 ml

Dem Medium wurden zusitzlich 10 g elementarer Schwefel zugegeben. Der pH-Wert wurde
mit H,SO,4 auf 5,5 eingestellt. Als Gasphase wurde H,/CO, (80:20, v/v) mit einem Druck von
300 kPa aufgepresst.
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2.1.3. Allen-Medium (Allen, 1959); modifiziert nach Brock (Brock et al.,

1972)
(NH4)2SO4 1,30 g
KH,POg4 0,28 g
MgSO4 x 7 H,0O 0,25¢g
CaCl, x 2 H,O 0,07 g
FeCl; x 6 H,O (40 mg/ml) 0,50 ml
MnCl; x 4 H,O (10 mg/ml) 0,18 ml
Na,B406 x 10 H,O (10 mg/ml) 0,45 ml
ZnS0O4 x 7 H,O (10 mg/ml) 0,022 ml
CuCl, x 2 H,O (1 mg/ml) 0,05 ml
Na,MoOy4 x 2 H,O (1 mg/ml) 0,03 ml
VoS04 x 5 H,O (1,27 mg/ml) 0,03 ml
CoSO4 x 7H,O (1 mg/ml) 0,01 ml
Wolfe’s Vitaminelexier (1x) 10 ml
HObidest ad 1000 ml

Dem Medium wurde zusétzlich 10 g elementarer Schwefel zugesetzt, und der pH-Wert mit
SN NaOH auf 6,0 - 6,5 eingestellt. Als Gasphase wurde N,/CO, (80:20, v/v) mit einem Druck
von 300 kPa aufgepresst.

Wolfe’s Vitaminelexier (Balch et al., 1979)

Biotin 2,0 mg
Folséure 2,0 mg
Pyridoxamindihydrochlorid (B6) 10,0 mg
Thiamindichlorid (B1) 5,0 mg
Riboflavin (B2) 5,0 mg
Nicotinsdure 5,0 mg
D(+)-Calciumpantothenat 5,0 mg
Cyanocobalamin (B12) 0,1 mg
4-Aminobenzoesdure 5,0 mg
Liponsédure 5,0 mg
H2Opigest ad 1000 ml

Die Losung wurde in einer dunklen Flasche bei 4°C aufbewahrt.
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2.2.  Herstellung der Kulturmedien

2.2.1. Aerobe Medien

LB-Medium wurde zu 10 ml in Reagenzgldser abgefiillt, und diese mit Alukappen versehen.
Fiir groBere Anzuchten wurden Erlenmeyerkolben verwendet, die maximal zu 20% befiillt
und mit Zellstoffstopfen verschlossen wurden. Dem LB-Medium wurde je nach Bedarf 100

ug/ml Ampicillin bzw. 32 pg/ml Chloramphenicol zugesetzt.

2.2.2. Anaerobe Medien

Das Kulturmedium wurde in eine 1 I-Duranglasflasche (Schott) abgefiillt, und diese mit einem
Gummistopfen und einer durchbohrten Schraubkappe (Schott GL 45) verschlossen.
AnschlieBend wurde das Medium fiir 30 min. unter Druckausgleich mit N,/CO; durchgast.
Der restliche Sauerstoff im Medium wurde durch Zugabe von 0,5 g/l Na,Sx7-9 H,O
gebunden. Als Redoxindikator wurden 2 mg/l Resazurin zugesetzt. Der pH-Wert wurde nach
Bedarf eingestellt, und das Medium in der Anaerobenkammer (Coy Laboratory Products Inc.,
Arbor, USA) zu je 20 ml in 120 ml Serumflaschen (Natronkalk-Silikat-Glas, Stute GmbH,
Rheinbreitbach) abgefiillt. Diese wurden mit Gummistopfen verschlossen und mit
Aluminiumkappen (Bellco Glass, New Jersey, USA) gesichert. AbschlieBend wurden die
Serumflaschen an der Gasstation je dreimal evakuiert, und 300 kPa des gewiinschten

Gasgemisches aufgepresst.

2.3. Substrate

Organische Medienzusitze sowie anorganische Substrate wurden als 10%-ige
Stammldsungen aerob und anaerob hergestellt und erst unmittelbar vor dem Animpfen dem

Medium steril zugegeben.

3. Sterilisation

Aerobe und anaerobe nicht schwefelhaltige Medien, hitzeunempfindliche Substrat-

Stammldsungen und Puffer wurden 20 min. bei 121°C und 200 kPa Druck unter feuchter
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Hitze autoklaviert (SANOklav, Wolf, Geislingen). Schwefelhaltige Medien wurden 60 min.
bei 110°C und 150 kPa Druck unter feuchter Hitze im Autoklaven sterilisiert.
Hitzeempfindliche Substrate wurden iiber Cellulose-Acetat-Filter sterilfiltriert (Porengrof3e
0,22 um, Millipore, Bedford, USA).

Spritzen, Eppendorfreaktionsgefdfle, Glaswaren und Zentrifugenréhrchen wurden 40 min. bei
121°C autoklaviert (s.o.).

Zur Beseitigung von Verunreinigungen mit DNA wurden Zentrifugenrohrchen vor dem

Autoklavieren in 3%-ige Chlorbleichlauge eingelegt und anschlieBend mit HyOpigest gespiilt.

4. Verwendete Organismen und deren Kultivierung

4.1. Routinemaflige Kultivierung

Die folgenden Organismen und Mischulturen wurden in den aufgefiihrten Medien unter den

angegebenen Bedingungen kultiviert:

. . e-Akzeptor und
Organismus / Stamm | Medium | pH Medienzusatz Gasphase | Temperatur
Ignicoccus sp. KIN4/I | /2-SME 55 [ 1%8° H,/CO, 90°C
Co-Kultur KIN4/M %-SME 55 1%’ H,/CO, 90°C
1% S°
Mischkultur CU1 Allen 6,0 | 6,0 N,/CO, 85°C
0,1% Hefeextrakt
. 1% S'
Mischkultur OP9 Allen 6,0 | 6,0 N,/CO, 85°C
0,1% Hefeextrakt

Die Anzucht erfolgte in HeiBluftinkubatoren unter Schiitteln bei ca. 50 Upm.

4.2.  Kultivierung im Grofimafistab

Zur Gewinnung groferer Zellmassen wurde die Co-Kultur KIN4/M anaerob in 300 1- bzw. 50
lI-Fermentern (HTE, Bioengineering, Wald, Schweiz) geziichtet. Die Medienbestandteile (1/2
SME-Medium) wurden eingewogen, im Fermenter in HyOpjgest gelost und 40 min. bei 121°C

autoklaviert. AnschlieBend wurde steriler Hefeextrakt (Endkonzentration 0,1% (w/v)) und
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elementarer Schwefel (Endkonzentration 1% (w/v)) zugegeben, und das Medium mit Na,S
(0,5 g/l) reduziert. Der pH-Wert wurde mit 25%-iger Schwefelsdure auf 5,5 - 6,0 eingestellt.
Die Animpfdichte lag bei ca. 10° Zellen/ml. Als Gasphase wurde H,/CO, (80:20, v/v)
verwendet, und die Riihrgeschwindigkeit betrug 100 Upm. Wéhrend der Fermentation bei
90°C wurde zunéchst mit ca. 2 I/min. Hy/CO; (80:20, v/v) durchgast. Ab einer Zellzahl von
ca. 10° Zellen/ml wurde wahlweise mit H,/CO; (80:20, v/v) oder mit Hy/N,/CO; (15:65:20,
v/v/v) und einer Durchflussrate von 2 I/min oder 20 I/min (50 l-Fermenter) bzw. 30 I/min.
(300 1-Fermenter) begast.

Zur Ernte wurden die Zellen zunichst auf 4°C gekiihlt (Durchlaufkiihler, Feichtenschlédger,
Neusiss), anaerob in einen Edelstahltank (Gresser, Regensburg) iiberfithrt und mit einer
Durchlaufzentrifuge (Typ 416, Padberg, Lahr) bei einer Durchlaufgeschwindigkeit von 30 1/h
geerntet. Die geernteten Zellmassen wurden in dem im Zentrifugenrotor verbliebenen
Medienrestvolumen resuspendiert und entweder sofort weiterverarbeitet (siehe 11.4.3), oder
abzentrifugiert (Sorvall Superspeed RC2-B, GS3-Rotor, 9000 Upm, 30 min, 4°C), in
fliissigem Stickstoff schockgefroren und tiber fliissigen Stickstoff bei -140°C autbewahrt.

4.3. Aufreinigung von N. equitans-Zellmassen durch differen-
zielle Zentrifugation

Fermenterernten mit hohem Anteil von nicht an Ignicoccus sp. KIN4/I anhaftenden N.
equitans-Zellen wurden mit 1,5%-iger NaCl-Losung in einem Volumen von 2 1 suspendiert
und auf vier 500 ml-Zentrifugenbecher verteilt. Nach 30 min. Zentrifugation bei 4300 Upm
(Jouan KR 4.22, C60-Rotor, 4°C) befanden sich im Uberstand fast ausschlieBlich noch M.
equitans-Zellen, wiéhrend die Ignicoccus KIN4/I-Zellen sedimentiert waren. Der
Zentrifugeniiberstand wurde in GS3-Rotorbecher tiberfiihrt, und die N. equitans-Zellen durch
einstlindige Zentrifugation bei 9000 Upm (Sorvall Superspeed RC2-B) geerntet.
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5. Mikroskopie

5.1.  Phasenkontrast- und Fluoreszenzmikroskopie

Zur Mikroskopie wurde ein Olympus BX 60 Phasenkontrastmikroskop verwendet, das mit
einem Olympus U Plan FL 100x/1,30 Olimmersionsobjektiv ausgestattet war. Fiir die

Fluoreszenzmikrospkopie wurden folgende Filtersidtze verwendet:

Filtersatz Anregungsfilter Teilerspiegel Sperrfilter
DAPI- Filtersatz BP 360-370 DM 400 BA 420
Rhodamin Green- Filtersatz BP 470-490 DM 500 BA 515
Cy3- Filtersatz BP 530-550 DM 570 BA 590

Zur Dokumentation stand eine PixelFly CCD Kamera (PCO, Kelheim) mit CamWare
Steuerungssoftware zur Verfiigung. Die Aufnahmen wurden mit Photoshop 6.0 (Adobe)
digital nachbearbeitet.

Konfokale Bildserien (optische z-Ebenen) von Rhodamin Green- und Cy3-markierten
Priparaten wurden mit einem LEICA TCS SP2 konfokalen Mikroskop aufgenommen, das mit
einem LEICA PL APO 63x/1,40 Objektiv ausgestattet war. Es wurden Laser-Wellenlédngen
von 488 nm (Argon) und 543 nm (HeNe) fiir grilne bzw. rote Fluoreszenzanregung
verwendet. Zur Verbesserung der Auflosung der einzelnen Kanéle und zur Unterdriickung des
Hintergrundrauschens wurde die Huygens Deconvolution Software (SVI, Hilversum,
Niederlande) verwendet. Erhaltene Bilderserien wurden mit der Imaris Software (BITPLANE,

Ziirich, Schweiz) nachbearbeitet.

5.2. Bestimmung von Zellzahlen

Die Bestimmung von Zellzahlen wurde mit Hilfe einer Thoma-Z&hlkammer (Tiefe 0,02 mm)
durchgefiihrt. Die Gesamtzellzahl ldsst sich auf Grund des definierten Volumens der Kammer
(0,02 mm x 0,0025 mm” pro Kleinstquadrat) nach folgender Formel ermitteln:

Gesamtzellzahl / ml = (Anzahl der Zellen / Kleinstquadrat) x 2 x 10
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6. Molekulargenetische Methoden

6.1. Reinigung und Analyse von DNA

6.1.1. DNA-Isolierung

6.1.1.1. Puffer und Losungen

Puffer A: Tris/HCI pH 8,0 500 mM
NaCl 100 mM
NasCitrat 1 mM
Puffer B: Tris/HCI pH 8,0 200 mM
NaCl 100 mM
SDS 4% (w/v)
Phenol: Appligene AquaPhenol wurde mit 0,1% Hydroxychinolin versetzt und mit

einem mitgelieferten Puffer pH 8 nach Angaben des Herstellers ausgeschiittelt.

Die Lagerung erfolgte in einer dunklen Flasche bei 4°C.

NaCl-Losung: NaCl 5M
NaCl/ CTAB-Losung: NaCl (5M) 140 pl
CTAB 100 mg

H;Obidest ad 1000 pl



Material und Methoden 17

6.1.1.2. DNA-Isolierung aus Fliissigkulturen (nach Barns et al., 1994; modifiziert)

60 ml gut bewachsene Zellkultur wurden fiir 20 min. bei 12000 Upm abzentrifugiert (SS34-
Rotor, Sorvall Superspeed RC2-B), in 400 ul Puffer A aufgenommen und in ein steriles 2 ml-
Eppendorf-Reaktionsgefal} tiberfithrt. Um die Zellen aufzuschlieBen, wurde der Ansatz mit 1
Vol. Puffer B und 1 mg Proteinase K vermischt und eine Stunde bei 55°C inkubiert. Die
vollstindige Lyse der Zellen wurde mikroskopisch iiberpriift, und der Zellaufschluss, falls
erforderlich, noch dreimal bei —70°C eingefroren und im Wasserbad bei 55°C aufgetaut.

Um Proteine und Histone, die fiir den Proteinase K-Abbau nicht zuginglich waren, von der
DNA zu entfernen, wurden 130 pul 5 M NaCl Loésung zugegeben, und durch mehrmaliges
Invertieren des ReaktionsgefdBes gut gemischt. Dann wurden 100 pl CTAB/NaCl Losung
zupipettiert, und der Ansatz, nach griindlichem Mischen, fiir 10 min. bei 65°C inkubiert.
Anschlieend wurde das Zell-Lysat mit 1 Vol. Phenol ausgeschiittelt und 10 min. in der
Tischzentrifuge bei 13000 Upm und 4°C zentrifugiert. Die wéssrige Phase wurde abgezogen
und erneut mit 1 Vol. Phenol:Chloroform:Isoamylalkohol (25:24:1) und schlieBlich mit 1 Vol.
Chloroform:Isoamylalkohol (24:1) ausgeschiittelt.

Der wissrige Uberstand wurde in ein frisches Eppendorf-ReaktionsgefiB iiberfiihrt, und die
DNA durch Zugabe von 0,6 Vol. Isopropanol fiir 10 min. bei Raumtemperatur gefillt. Nach
dem Abzentrifugieren (Tischzentrifuge, 13000 Upm, 15 min., 4°C) wurde der Niederschlag
mit eiskaltem 70%-igem Ethanol gewaschen, im Exsikkator getrocknet und in 10-30 pl

H;,Op;gest resuspendiert.
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6.1.1.3. DNA-Isolierung aus Umweltproben (nach Barns et al., 1994; modifiziert)

Jeweils 5-7 g der in Tab. 2 aufgefiihrten Schlamm-, Gesteins-, und Bodenproben wurden in
der Anaerobenkammer in ein 50 ml-Falcon-Reaktionsgefa3 gefiillt. Nach Zugabe von 3 ml

Puffer A und 300 mg Poly-Adenin zur Entfernung PCR-hemmender Huminsduren wurde der

Tab. 2: Zur DNA-Isolierung verwendete Originalproben aus dem Bestand des Lehrstuhls fiir
Mikrobiologie, Universitit Regensburg.

Probe ngkunft Terrestr.isch/ Temperatur der o
der Originalprobe marin Probennahmestelle

OP9 [OjgsAldlan Pool; Yellowstone Nationalpark; terrestrisch 85°C 6.0
CU1 Uzon Caldera; Kamtschatka terrestrisch 85°C 5,5
CU4 Uzon Caldera; Kamtschatka terrestrisch 101°C 5,5
Cu7 Uzon Caldera; Kamtschatka terrestrisch 81 -98°C 5,5
M1 Malkinski; Kamtschatka terrestrisch 77°C 8,5
FJ13 Nakama, Fiji-Inseln terrestrisch 94°C 6,0
CH5 Thermas de Jurasi; Chile terrestrisch 62°C 6,5
CH9 Thermas de Jurasi; Chile terrestrisch 55°C 6,5
CH10 Puchuldiza Geysirfeld; Chile terrestrisch 84°C 8,0
CHI11 Puchuldiza Geysirfeld; Chile terrestrisch 86°C 7,5
TO1® Tatio-Vulkan; Chile terrestrisch 86°C 6,5
TO4 Tatio-Vulkan; Chile terrestrisch 72 - 87°C 6,5
TOS Tatio-Vulkan; Chile terrestrisch 75°C 5,5
ED9 Lihir; Papua Neu Guinea marin 70 — 85°C 7,0
ED10 Lihir; Papua Neu Guinea marin 97°C 8,0
EDI12 Lihir; Papua Neu Guinea marin 78°C 7,0
EDI13 Lihir; Papua Neu Guinea marin 80°C 7,0
ED14 Lihir; Papua Neu Guinea marin 82°C 7,0
ED15 Lihir; Papua Neu Guinea marin 77°C 7,0
Lrcs | QUSRI NT W | g | o
Lpcsy | Qb e NP WO g | 6
NAIS | Sedment Bohrkem - 55-96°C 3
NASL | s Bk X O
Nacta | Qs Bk V20, WO
VL3 Vulcano; Italien marin 80°C 6,5
VL18 Vulcano; Italien marin 75 -90°C 6,5
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Ansatz fiir 1 h bei 37°C geschiittelt. AnschlieBend wurden 8 ml Puffer B und 10 mg
Proteinase K zugegeben, und fiir I h im Wasserbad bei 65°C unter gelegentlichem Invertieren
inkubiert. Zur vollstdndigen Zelllyse wurde der Ansatz dreimal bei -70°C eingefroren und im
Wasserbad bei 55°C aufgetaut. Zur DNA Isolierung wurde der Ansatz in ein PhaseLock-
Falcontube (PhaseLockGel™ Light, 50 ml, Eppendorf, Hamburg) iiberfiihrt und mit 15 ml
Phenol ausgeschiittelt. Zur Phasentrennung wurde 10 min. bei 4000 Upm zentrifugiert
(Labofuge 400R mit Ausschwingrotor 8179, Heraeus, Osterode). Die obere wéssrige Phase
wurde abgezogen und mit 1 Vol. Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol (25:24:1) und zuletzt
mit 1 Vol. Chloroform/Isoamylalkohol (24:1) ausgeschiittelt.

Abschlieend wurde die wissrige Phase in ein frisches 50 ml Falcontube iiberfiihrt und mit
0,8 Vol. Isopropanol und 1/10 Vol. IM Natriumacetat-Losung versetzt. Nach Féllung der
DNA iiber Nacht bei -20°C wurde diese fiir 1 h bei 4000 Upm und 4°C zentrifugiert
(Labofuge 400R mit Ausschwingrotor 8179, Heraeus), und mit 15 ml eiskaltem 70%-igem
Ethanol gewaschen. Der Niederschlag wurde im Exsikkator getrocknet und in ca. 20 pl

H2Opidest gelost.

6.1.2. Quantifizierung von DNA

6.1.2.1. Konzentrationsbestimmung auf Ethidiumbromidplatten

Auf eine Ethidiumbromidplatte (Platten aus 1%-iger Agarose in TE-Puffer (10 mM Tris/HCI
pH 8,0; 1 mM EDTA), die 5 pg/ml Ethidiumbromid enthalten) wurden DNA-
Mengenstandards bekannter Konzentration (6,25 / 12,5 /25 /50 / 100 ng/ul) aufgetragen, und
parallel dazu 1 pl der zu bestimmenden DNA. Durch Vergleich der Fluoreszenzstiarken im

UV-Licht konnte die Konzentration der DNA-Probe abgeschitzt werden.

6.1.2.2. Photometrische Konzentrationsbestimmung

Von der zu bestimmenden DNA-L&sung wurde eine 1:20 Verdiinnung in H,Opigest hergestellt,
und mit dem Photometer (DU-640, Beckman, Miinchen) die optische Dichte bei 260 nm
gegen Wasser gemessen. Der erhaltene Wert entspricht dabei direkt der Konzentration der
unverdiinnten DNA-L&sung in pg/pl.

Durch Absorptionsmessung bei 280 nm und Berechnung des Verhéltnisses OD,50/OD5g
waren Riickschliisse auf die Reinheit der Nukleinsdurelosungen moglich; bei einer reinen

DNA-L06sung betrdgt das Verhéltnis ODo/OD2so 1,8 (Lottspeich und Zorbas, 1998).
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6.1.3. Agarosegelelektrophorese

6.1.3.1. Puffer und Losungen

TAE-Puffer: Tris/Acetat pH 8,3 40 mM
Na,EDTA pH 8,0 1 mM
Auftragspuffer: Na,EDTA pH 8,0 50 mM
Harnstoff 4M
Saccharose 50% (w/v)
Bromphenolblau 0,1% (w/v)

6.1.3.2. Gelelektrophorese

Die Analyse von PCR-Produkten, Plasmiden und genomischer DNA erfolgte auf 0,8-
1,5%-igen Agarosegelen. Die Agarose wurde in TAE-Puffer aufgekocht, nach dem Abkiihlen
mit 0,01% (v/v) Ethidiumbromidlésung (10 mg/ml) versetzt und in eine horizontale
Gelkammer (35 ml: 7 x 10 cm oder 280 ml: 20 x 21,5 cm) gegossen.

Um DNA aus Umweltproben von Huminsduren zu reinigen, wurden 0,8%-ige Low-
Meltingpoint-Agarosegele (Serva, Heidelberg), die mit 35 pg Ethidiumbromid versetzt waren,
verwendet. Nach elektrophoretischer Auftrennung wurde die unter dem UV-Schirm (Herolab,
Wiesloch) sichtbare DNA mit einem sterilen Skalpell ausgeschnitten und nach Aufschmelzen
der Agarose bei 65°C direkt in die PCR eingesetzt.

Fiir Gele, bei denen die DNA auf eine Nylonmembran geblottet werden sollte, wurde SeaKem
ME Agarose (Biozym, Oldendorf) verwendet. Die Gele wurden ohne Zugabe von
Ethidiumbromid gegossen und nach beendeter Elektrophorese 30 min. in einem
Ethidiumbromidbad (0,5 mg in 500 ml H,Op,gest) gefarbt und anschlieBend 30 min. in HyOpigest
entfarbt.

Die DNA-Proben wurden vor dem Auftragen mit 1/5 Vol. Auftragspuffer versetzt. Der
Gellauf erfolgte bei 80-120 V fiir 30-90 min. in TAE-Puffer. Bei Gelen mit 280 ml Volumen,
auf denen restriktionsverdaute, chromosomale DNA aufgetrennt wurde, erfolgte der Gellauf
bei 50 V fiir 12-15 Stunden.

Die Auftrennung der DNA wurde auf einem UV-Leuchtschirm mit Hilfe des EasyStore
Imaging Systems (Herolab, Wiesloch) dokumentiert.
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6.1.4. Isolierung von DNA aus Agarosegelen

Zur Isolierung von Restriktionsfragmenten wurden die Restriktionsansétze elektrophoretisch
in einem 1%-igen Agarosegel aufgetrennt, und die gewiinschten Banden unter UV-Licht
ausgeschnitten. Die Isolierung der DNA aus den Agaroseblockchen erfolgte mit Hilfe des
QIAquick Gel Extraction Kits (Qiagen, Hilden) nach Anleitung des Herstellers.

6.2.  Restriktionshydrolyse

Die Spaltung doppelstringiger DNA mittels Restriktionsendonukleasen erfolgte fiir ein bis
drei Stunden bei der fiir das jeweilige Enzym erforderlichen Temperatur und in dem vom

Hersteller mitgelieferten Puffer.

6.3. Ligation von DNA-Fragmenten

Das zu klonierende DNA-Fragment und der mit kompatiblen Restriktionsendonukleasen
linearisierte Vektor wurden in einem Verhiltnis von etwa 1:1 in 1x Ligase-Puffer (Roche,
Mannheim) gemischt und mit 1 U T4-DNA-Ligase (Roche) pro pl Ansatz versetzt. Die
Ligation erfolgte UN bei 16°C.

6.4. Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR)

6.4.1. Standard-PCR

PCR nach Saiki et al. (Saiki et al., 1985;Saiki et al., 1988) wurde in 0,2 ml Reaktionsgefiflen
(Roth, Karlsruhe) in einem Thermocycler der Firma Thermodux (Progene-02; Thermo-DUX,
Wertheim) durchgefiihrt. Um Kontaminationen zu vermeiden, wurden die Reaktionsansitze
mit speziellen Pipettenspitzen mit Filtereinsatz (Abimed, Langenfeld) pipettiert.

Im Standardreaktionsansatz (50 ul) waren enthalten: 1x PCR-Puffer I (Roche, Mannheim), 4x
2,5 nmol Desoxynukleosidtriphosphate (dATP, dGTP, dCTP, dTTP), je 10 pmol Vorwirts-
und Rickwértsprimer, 0,1-20 ng Template DNA und 1,25 U Tag-Polymerase (AmpliTaq,
Roche).
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Zur Amplifikation wurde folgendes Thermocycler-Programm verwendet:

Denaturierung 94°C 90 sek
35 Zyklen: Denaturierung 94°C 1 min
Annealing 60°C 1 min
Synthese 72°C 2 min
Synthese 72°C 10 min

6.4.2. Aufreinigung von PCR-Produkten

Um den PCR-Ansatz von restlichen Primern, Nukleotiden und Tag-Polymerase zu reinigen
und zugleich das PCR-Produkt aufzukonzentrieren, wurde der QIAquick PCR-Purification
Kit (Qiagen, Hilden) nach den Angaben des Herstellers verwendet.

6.4.3. Ligation von PCR-Produkten

Gereinigte PCR-Produkte wurden in den Vektor pDRIVE (Qiagen, Hilden) ligiert, der fiir die
durch die Tag-Polymerase hervorgerufenen 3’-A-Uberhiinge komplementire 5°-U-Uberhéinge
bereitstellt. Die Ligation erfolgte entsprechend den Herstellerangaben fiir 30 min. bei 4°C.
Anschliefend wurde der Ligationsansatz in einen kompetenten E. coli Stamm (QIAGEN EZ,
Qiagen, Hilden) transformiert, wobei der pDRIVE Vektor die Identifikation positiver Klone
mittels Blau/Weil3-Screening auf IPTG/X-GAL-Platten erlaubt.

6.4.4. Einfithrung von Restriktionsschnittstellen

Zur Konstruktion von Expressionsklonen mussten DNA-Fragmente in einem definierten
Leseraster in entsprechende Expressionsvektoren eingesetzt werden. Hierbei war es
notwendig, neue Restriktionsschnittstellen am 5°- und 3’-Ende des Protein-codierenden DNA-
Abschnitts einzufithren. Zu diesem Zweck wurden Primer verwendet, die die gewiinschte
Restriktionsschnittstelle im richtigen Leseraster enthielten (sieche Tab. 1). Die in derartige
Vektorkonstrukte eingefiigten PCR-Produkte wurden sequenziert, um eventuell durch die

Tag-Polymerase erzeugte Basenaustausche auszuschlief3en.
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6.5. Klonierung und Plasmidpraparation

6.5.1.

Herstellung kompetenter Zellen

6.5.1.1. Puffer und Losungen

SOB-Medium:

50-fach SOC-L3sung:

Trafo-Puffer I:

Trafo-Puffer II:

Bacto-Trypton
Hefeextrakt
NaCl

KCl

H2Opigest

Glukose
MgSO4 x 7 H,0O
MgCl, x 6 H,O
H2Opiest

Rubidiumchlorid
MnCl; x 4 H,O
KAc

CaCl, x 2 H,O
Glycerin
H2Opigest

20g

5g

0,58 g
0,19¢

ad 1000 ml

396 ¢
2,46 ¢
2,03 ¢
ad 20 ml

6g

495 ¢
1,47 ¢
0,75 g
75¢

ad 500 ml

mit Essigsdure auf pH 5,8 einstellen

MOPS (0,5M)
Rubidiumchlorid
CaCl, x 2 H,O
Glycerin
HObidest

4 ml

0,24 ¢
22¢g
30g

ad 200 ml

mit Natronlauge auf pH 6,8 einstellen
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6.5.1.2. Durchfiihrung

E. coli-Zellen wurden mit Rubidiumchlorid fiir die Aufnahme von DNA kompetent gemacht
(Hannahan, 1983). Dazu wurden 2 ml einer UN gewachsenen Kultur in der Tischzentrifuge
abzentrifugiert, in 100 ml SOB- und 2 ml 50x SOC-L6sung aufgenommen und bei 37°C unter
Schiitteln inkubiert. Bei einer ODggp von 0,4 wurde die Kultur 15 min. auf Eis abgekiihlt und
anschlieend 5 min. bei 6500 Upm und 4°C abzentrifugiert (SS34-Rotor, Sorvall Superspeed
RC2-B). Der Zellniederschlag wurde in 11,4 ml kaltem Trafo-Puffer I resuspendiert, erneut 5
min. bei 6500 Upm und 4°C zentrifugiert (SS34-Rotor, Sorvall Superspeed RC2-B) und
anschlieend in 2,9 ml eisgekiihltem Trafo-Puffer II aufgenommen. Die nun kompetenten
Zellen wurden in 50 pl Aliquots portioniert, in fliissigem Stickstoff schockgefroren und bei

-70°C aufbewabhrt.

6.5.2. Transformation von E. coli

50 ul kompetente Zellen wurden auf Eis aufgetaut, mit 1 bis 3 ul Ligationsansatz vermischt
und fiir 30 min. auf Eis gekiihlt. Nach anschlieBendem Hitzeschock fiir 90 sek. bei 42°C
wurden die Zellen nochmals fiir 5 min. auf Eis gestellt, dann mit 800 ul 37°C warmen LB-
Medium versetzt und fiir 45 min. bei 37°C inkubiert. Die nun transformierten Zellen wurden 3
min. abzentrifugiert (13000 Upm., Tischzentrifuge), der Zellniederschlag in 100 ul LB-
Medium resuspendiert und nach Auftragen von 100 pul Ampicillinlésung (10 pg/ml) auf einer
LB-Platte ausplattiert. Bei Plasmiden mit /acZ’ konnten positive Transformanden mittels
Blau/WeiB-Screening identifiziert werden. Dazu wurde der Transformationsansatz auf LB-
Platten ausplattiert, auf die zuvor 10 pul Ampicillin (100 mg/ml), 10 pl IPTG (100 mM) und
50 pl X-GAL (40 mg/ml, geldst in Formamid) aufgebracht wurde. Die Inkubation der Platten
erfolgte iiber Nacht bei 37°C. Gewachsene Klone wurden steril in 10 ml Fliissigmedium (LB-
Medium mit 10 ul Ampicillinldsung (100 pg/ml)) {iberimpft und UN im Rollerdrum bei 37°C
schiittelnd inkubiert.

6.5.3. Plasmidpriaparation

Zur Plasmidisolierung wurden 2 ml E. coli UN-Kultur in einem Eppendorfreaktionsgefil
abzentrifugiert (Tischzentrifuge, 13000 Upm, 5 min, 4°C). Fiir den Zellaufschluss und die
Plasmidaufreinigung wurde der QIAprep Spin Miniprep Kit (Qiagen, Hilden) nach Angaben
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des Herstellers verwendet. Die Plasmid-DNA wurde mit 100 ul HOpjgest von den

Zentrifugensdulchen eluiert, und die DNA-Konzentration photometrisch bestimmt.

6.6. Sequenzierung von PCR-Produkten und Plasmid-DNA

Sequenzierungen wurden von der Firma GATC GmbH in Koblenz mit einem ABI 377 HAT
DNA-Sequenziergerit nach der Kettenabbruchmethode (Sanger et al., 1977) durchgefiihrt.
Zur Sequenzierung wurden DNA Mengen von 1 pg/kb bei Plasmiden bzw. 0,5 pg/kb bei
PCR-Fragmenten sowie 50 pMol Primer als Aliquot mit 10 pMol/pl in HyOpigest bendtigt.

6.7.  Pulsfeldgelelektrophorese (PFGE)

6.7.1. Puffer und Losungen

0.5x TBE-Puffer: Tris 45 mM
Borat 45 mM
EDTA 1 mM

immer frisch herstellen

PIV-Puffer: Tris/HCI pH 7,5 10 mM
NaCl 1 mM
EC-Lyse-Puffer : Tris 6 mM
NaCl 1 mM
Na,-EDTA 0,1M
Brij 58 0,5% (w/v)
Desoxycholat 0,2% (w/v)
N-Lauroyl-Sarkosin 0,5% (w/v)

Der pH-Wert wurde mit SN NaOH auf 8,0 eingestellt.
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ESP-Puffer: Na,-EDTA pH 9,0 0,5M
N-Lauroyl-Sarkosin 1% (W/v)

Vor Verwendung des Puffers wurde 1,0 mg/ml Proteinase K zugegeben.

TE-Puffer: Tris/HCI pH 7,5 10 mM
EDTA 1 mM

6.7.2. Priparation der DNA im Agaroseblockchen

Uber differenzielle Zentrifugation angereicherte N. equitans-Zellen (siehe 11.4.3) wurden 15
min bei 13000 Upm in der Tischzentrifuge bei 4°C sedimentiert. Der Zellniederschlag wurde
einmal in PIV-Puffer gewaschen und anschlieBend in PIV-Puffer bis zu einer
Endkonzentration von 4 x 10° Zellen/ml aufgenommen. Die Zellsuspension wurde mit dem
gleichen Volumen InCert-Agarose (1,6% in H;Opigest) vermischt und in 100 pl-Férmchen
(Plug Molds, Biorad, Miinchen) gegossen.

Fiir die folgenden Inkubationsschritte wurden die Agaroseblockchen in eine Serumflasche
iiberfiihrt. Die Zelllyse erfolgte in 10 ml EC-Lyse-Puffer UN bei 37°C unter leichtem
Schiitteln. Proteine wurden groftenteils durch zweistiindige Inkubation in 10 ml ESP-Puffer
bei 50°C entfernt. AnschlieBend wurden die Blockchen dreimal fiir jeweils 30 min. in 15 ml
TE-Puffer bei 37°C gewaschen. Beim zweiten Waschschritt wurde zusétzlich 0,1 mg/ml
PMSF zur Hemmung der Proteinase K zugegeben. Histone wurden durch Inkubation in 3 M
KCl bei 50°C UN entfernt. Um die Kaliumionen, die im nachfolgenden Inkubationsschritt mit
N-Lauroyl-Sarkosin komplexieren konnen, zu entfernen, wurden die Blockchen fiir jeweils 3
h bei 50°C in 3 M, 1 M, und 0,3 M NaCl-Losung gewaschen. Nach 30-miniitigem Waschen in
15 ml TE-Puffer bei 37°C wurden die restlichen Proteine durch Inkubation in ESP-Puffer bei
50°C UN entfernt. AbschlieBend wurden die Blockchen dreimal 30 min. in 15 ml TE-Puffer
bei 37°C gewaschen (im zweiten Waschschritt wurde 0,1 mg/ml PMSF zugegeben) und in
TE-Puffer bei 4°C aufbewahrt.
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6.7.3. Restriktionshydrolyse

Die in den Agaroseblockchen eingebettete DNA  wurde mit Hilfe von
Restriktionsendonukleasen geschnitten. Die Hydrolyse erfolgte UN nach Zugabe von 60 Units
Enzym in 350 pl des zugehorigen 1x Puffers bei der vom Hersteller angegebenen Temperatur.

AbschlieBend wurden die Blockchen fiir 1 h in 1 ml TE-Puffer gewaschen.

6.7.4. Durchfithrung der PFGE

Die DNA-haltigen Agaroseblockchen wurden in die Taschen eines 1%-igen Agarosegels
(FastLane-Agarose, Biozym, Oldendorf) iiberfiihrt. Die Bedingungen fiir die Elektrophorese
wurden mit Hilfe der ChefMapper Software (BioRad, Miinchen) ermittelt. Laufzeit und
Switch Times wurden, den Angaben des Herstellers zur Verwendung von FastLane-Agarose

entsprechend, um 20% verkiirzt.

Laufbedingungen Trennbereich 10 — 600 kb:

Winkel: 120°
Initial Switch Time 0,38 s
Final Switch Time 433 s
Dauer 16 h

Die PFGE wurde in einer Chef DR III Apparatur (BioRad, Miinchen) bei 4°C mit 2 1 0,25x
TBE als Laufpuffer durchgefiihrt. Nach dem Lauf wurde das Gel in 500 ml TBE-Puffer, dem
500 pg Ethidiumbromid zugesetzt wurden, fiir 30 min gefarbt und fiir 30 min. in TBE-Puffer
entfarbt. Die Dokumentation erfolgte mit dem EasyStore Imaging System (Herolab,

Wiesloch).
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6.8. Nachweis von 16S rRNA Genen in restriktionsverdauter

DNA

6.8.1. Puffer und Losungen

Denaturierungs-Puffer: NaCl 1,5M
NaOH 0,5M
Neutralisierungs-Puffer: NaCl 1,5M
Tris/HCI pH 8 IM
20x SSC: NaCl 3,0M
Na;Citrat 0,3M
Puffer 1: Maleinsiure 0,1M
NaCl 0,15M

pH mit NaOH-Plitzchen auf 7,5 einstellen

Puffer 2: 10x Blocking-Reagenz 10% (w/v)
(Blocking-Puffer) in Puffer 1
Puffer 3: Tris/HCI pH 9,5 0,1M
(Detection-Puffer) NaCl 0,1 M
MgCl, 50 mM

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

TE-Puffer: Tris/HCI pH 8 10 mM

EDTA 1 mM
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6.8.2. Herstellung einer DIG-markierten DNA-Sonde

Zur Herstellung einer DIG-markierten 16S rRNA Gen-Sonde wurden zu einem
standardmafigen 50 pul PCR-Ansatz zusitzlich 4 pl DIG-11-dUTP (ImM) zugegeben. Als
Matrize diente ein gereinigtes Plasmid (pAMP1), das als Insertion einen Teil des 16S rRNA
Gens von Metallosphaera sedula enthielt. Zur Amplifikation wurden die Primer 519uF und
1119aR verwendet. Das PCR-Produkt wurde gereinigt, und anschlieend der DIG-Gehalt mit
Hilfe von DIG Quantification Teststrips (Boehringer, Mannheim) nach Vorschrift des
Herstellers bestimmt.

Vor dem ersten Gebrauch wurde die Sonde im Wasserbad bei 100°C fiir 5 min. vollstindig
denaturiert und dann in Eiswasser schnell abgekiihlt. AnschlieBend wurde zu 5 ml
Hybridisierungspuffer DIG Easy Hyb (Boehringer, Mannheim) soviel Sonde zugegeben, dass
die Digoxygeneninkonzentration 20 ng/ml betrug. Die Sonde wurde bei -20°C gelagert und
fiir mehrere Hybridisierungen verwendet. Vor jedem erneuten Gebrauch wurde die Sonde 10

min. bei 68°C denaturiert.

6.8.3. Transfer restriktionsverdauter DNA auf Nylonmembranen

(Southern Blot)

Die restriktionsverdaute DNA wurde in einem 1%-igen SeaKem-Agarosegel aufgetrennt und
nach Firbung im Ethidiumbromidbad (0,5 mg/ 500 ml H;Opigest) auf dem UV-Schirm
fotografiert.

Um den DNA-Transfer aus dem Gel zu erméglichen, wurde das Gel in einer GS Gene
Linker™ UV Chamber (Bio-Rad, Richmond; USA) mit UV-Licht (60 mJ) bestrahlt, und
dadurch Strangbriiche in die DNA eingefiigt. Dann wurde das Gel 30 min. in
Denaturierungspuffer und anschlieBend weitere 30 min. in Neutralisierungspuffer inkubiert.
Zwischenzeitlich wurden eine positiv geladene Nylonmembran (Amersham, Braunschweig)
und 6 Whatman-Filter (3 MM) auf die Groe des Gels zurechtgeschnitten und in 2x SSC
dquilibriert. Anschliefend wurden die DNA-Fragmente mit einer PosiBlot 10-30 Apparatur
(Stratagene, Heidelberg) auf die Nylonmembran transferiert. Nach abgeschlossenem Transfer
wurde die Lage der Geltaschen auf der Nylonmembran markiert, und die Membran kurz in 6x
SSC gewaschen. In der GS Gene Linker™ UV Chamber (Bio-Rad, Richmond; USA) wurde
abschlieend die transferierte DNA mit 150 mJ an die noch feuchte Membran fixiert. Die

trockene Membran konnte bei 4°C aufbewahrt werden.
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6.8.4. DNA-Hybridisierung mit der DIG-markierten Sonde

Die Nylonmembran wurde zunichst in 20 ml DIG Easy Hyb (Boehringer, Mannheim) unter
Rotation in einem Hybridisierungsschrank (OV 5, Biometra; Gottingen) bei 42°C
vorinkubiert. Nach 30 min. wurde die Vorhybridisierungslésung verworfen und durch 10 ml
Hybridisierungslosung ersetzt, welche die DIG-markierte Oligosonde enthielt. Die
Hybridisierung erfolgte UN oder fiir mindestens vier Stunden unter Rotation im
Hybridisierungsschrank bei 42°C.

Um unspezifisch gebundene Sonde zu entfernen, wurde die Membran zunichst zweimal 5
min. in 2x SSC mit 0,1% SDS bei 42°C gewaschen. AnschlieBend folgten zwei stringentere
Waschungen von jeweils 15 min. in 0,5x SSC mit 0,1% SDS bei 65°C. Nach kurzem Spiilen
mit Waschpuffer wurde die Membran 30 min. in Puffer 2 abgesittigt. Dann wurde der Puffer
abgegossen und durch 20 ml frischen Blocking-Puffer ersetzt, dem 4 pl Anti-DIG-
Antikorperkonjugat (Boehringer, Mannheim) zupipettiert waren. Nach 60 min. Inkubation
wurden nicht gebundene Antikorper durch zweimal 15-miniitiges Schiitteln in Waschpuffer

entfernt. Anschlieend wurde die Membran 5 min. in Puffer 3 dquilibriert.

6.8.5. Colorimetrischer Nachweis DIG-markierter DNA

Zur colorimetrischen Detektion DIG-markierter DNA wurde die Membran mit 20 ml Puffer 3
tiberschichtet, zu dem 90 pl NBT und 70 pl BCIP gemischt wurden. Die Membran wurde 30
bis 90 min. erschiitterungsfrei im Dunkeln inkubiert. Durch fiinfminiitiges Einlegen der

Membran in TE-Puffer konnte die Farbreaktion abgestoppt werden.
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6.9. Ganzzellhybridisierung

6.9.1. Puffer und Losungen

Phosphat-Puffer: Na,HPO4/NaH,PO4 02M
pH 7,2

Es wurden jeweils 0,2-molare Losungen hergestellt und bis zu einem pH Wert von 7,2

gegeneinander titriert.

3x PBS-Puffer: NaCl 390 mM
Phosphat-Puffer pH 7,2 30 mM
30%-ige Fixierlosung: Paraformaldehyd 33¢g
H>Opigest 6,6 ml
5 N NaOH 30 pl
Nach ca. 30-miniitigem Riihren bei 60°C ist der Paraformaldehyd gelost.
3x PBS-Puffer 3,3ml
2 M HCI 36 ul

Der pH Wert wurde mit 2 M HCI auf 7,2 eingestellt. Nach Abfiltration ungeldster
Bestandteile war die Fixierlosung gebrauchsfertig und konnte, nach Lagerung bei 4°C, ca. 48

h verwendet werden.

Gelatine-Losung: Gelatine 0,1% (wW/v)
KCr(SO4), 0,01% (W/v)

Formamidldsung: Zur Entionisierung von 100 ml Formamidlésung wurden 5 g Serdolit (MB-

1) zugegeben und in einem abgedunkelten Becherglas fiir 1 h bei RT geriihrt. Nach

Abfiltrieren wurde das entionisierte Formamid portioniert und bei -20°C aufbewabhrt.

Hybridisierungspuffer: NaCl 09M
Tris/HCIL, pH 7,2 0,01 M
SDS 0,001-0,1% (w/v)

Formamidldsung 0-40% (v/v)
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Waschpuffer: NaCl 0,06-0,9 M
Tris/HCI, pH 7,2 0,01 M
SDS 0,001-0,1% (w/v)

Die NaCl-Konzentration wurde entsprechend der Formamidmenge im Hybridisierungspuffer

eingestellt. Als Anhaltspunkt dienen die Werte der folgenden Tabelle:

Formamid im Hybridisierungspuffer: 0% 10% 20% 30% 40%
NaCl im Waschpuffer: 09M 0,45M 0,18M 0,11 M 0,06 M

6.9.2. Beschichtung der Objekttriger

Die mit Epoxidharz beschichteten Objekttriager (6 Felder, @ 8 mm, Paul Marienfeld KG, Bad
Mergentheim) wurden in Spiilmittellosung entfettet, griindlich mit entionisiertem Wasser
gewaschen und getrocknet. Die Beschichtung erfolgte durch kurzes Eintauchen in die auf
70°C erwiarmte Gelatine-Losung (Amann et al., 1990). Nach Trocknung bei RT waren die
Objekttrager gebrauchsfertig.

6.9.3. Fixieren der Zellen

1 ml logarithmische Zellsuspension wurde mit 1/10 Volumen 30%-iger Fixierlosung versetzt
und fiir 1 h bei RT inkubiert. AnschlieBend wurden die Zellen 15 min. bei 13000 Upm und
4°C in der Tischzentrifuge sedimentiert. Bei schwefelhaltigen Kulturen wurde zuvor der
grofite Teil des Schwefels durch kurzes Anzentrifugieren bei 1000 Upm entfernt. Das
Zellsediment wurde zweimal in 1 ml PBS-Puffer (1x) gewaschen (13000 Upm, 15 min., 4°C,
Tischzentrifuge). Danach wurde mit PBS-Puffer (1x)/Ethanoly,s (1:1, v/v) die gewlinschte
Zelldichte (ca. 10°* Zellen/ml) eingestellt. Die fixierten Zellen wurden bei -20°C aufbewahrt.

6.9.4. Aufbringen der Zellen auf Objekttriger

Je 3 ul der fixierten Zellen wurden auf die vertieften Felder der Objekttriger aufgebracht, und
diese dann fiir 10 min. bei 46°C getrocknet. AnschlieBend erfolgte eine Dehydratisierung und
Nachfixierung der Zellen in einer aufsteigenden Ethanolreihe (je 3 min. in 50%, 80%, und

96% Ethanol, v/v).
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6.9.5. Hybridisierung

Die optimalen Hybridisierungsbedingungen wurden fiir jede verwendete DNA-
Oligonukleotidsonde spezifisch eingestellt. Die Stabilitidt der Bindung des Oligonukleotids an
der RNA-Zielsequenz hédngt von der Schmelztemperatur Ty der Sonde sowie von der
Formamidkonzentration im Hybridisierungspuffer und dem Salzgehalt des Waschpuffers ab.
Alle Hybridisierungen wurden bei 46°C durchgefiihrt, so dass die die Formamidkonzentration
fiir die jeweilige Sonde nach folgender empirischer Formel (Lathe, 1985; Sambrook, 1989;

modifiziert) ndherungsweise ermittelt werden konnte:

Tm=281,5+16,6 logM + 0,4 (% G+C) -820/n — 0,5 (% Formamid)
Ty = Schmelztemperatur in °C
M = Konzentration an monovalenten Kationen im Hybridisierungspuffer in mol I

n = Anzahl der Nukleotide der Sonde

Die Salzkonzentration im Waschpuffer wurde fiir jede Sonde spezifisch optimiert. Durch
SDS-Zusatz zum Hybridisierungspuffer wurden die fixierten Zellen fiir die Sondenpenetration
permeabilisiert.

Fiir die Ganzzellhybridisierung (Amann et al., 1990) wurden die auf den Objekttragern
fixierten Zellen mit 8 pl Hybridisierungslosung iiberschichtet und in einem verschlossenen 50
ml Falcon-Rohrchen, welches ein mit Waschpuffer getrianktes Zellstofftuch enthielt, bei 46°C
(Hybridisierungsofen OV5, Biometra, Gottingen) inkubiert. Nach  15-miniitiger
Vorhybridisierung wurden auf einem 37°C warmen Heizblock je 1 pl der gewiinschten
Sondenldsungen (50 ng/ul) schnellstmoglich zugegeben, vorsichtig gemischt und weitere 2 h
bei 46°C inkubiert. AnschlieBend wurden die Objekttriger mit 48°C warmen Waschpuffer
abgespiilt und fiir 15 min. in 45 ml vorgewdrmten Waschpuffer bei 48°C unter leichtem
Schiitteln gewaschen. Nach Spiilen der Objekttrager in entionisiertem Wasser wurden die
Zellen auf den getrockneten Objekttragern in Citifluor AF1-Losung eingebettet, um schnelles

Verblassen des Fluoreszenzfarbstoffes zu vermeiden.
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7. Proteinchemische Methoden

7.1.  Expression von rekombinantem Protein in E. coli

7.1.1. Verwendete Expressionssysteme

Zur Expression von rekombinantem PolN und PolC wurde das pET Vektor-System (Novagen,
Madison, USA) verwendet. Hierbei wird das zu exprimierende Fremdgen unter die
transkriptionelle Kontrolle des T7-Promotors kloniert, der von T7-RNA-Polymerase (T7-
RNAP) erkannt wird. Transformiert wurde in die E. coli Stamme BL21 (DE3) oder
Rosetta’™, die das Gen fiir die T7-RNAP unter der transkriptionellen Kontrolle des lac-UV5
Promotors chromosomal codieren. Durch Zugabe von IPTG ins Medium kann somit die
Expression von T7-RNAP induziert werden, was wiederum die Expression des
eingeschleusten Fremdgens zur Folge hat. Zusitzlich trigt der Rosetta'V-Stamm ein Plasmid
mit Genen, die fiir in E. coli seltene tRNA-Spezies (AGG, AGA, AUA, CUA, CCC und
GGA) codieren, wodurch die Expression von rekombinantem Protein verbessert werden kann.
Zur Expression von PoIN und PolC wurden die Vektoren pET16b bzw. pET25b verwendet,
bei denen dem rekombinanten Protein N-terminal (pET16b) bzw. C-terminal (pET25b) ein
His-tag, bestehend aus 6 Histidinresten angefiigt wird. Durch die hohe Affinitit des His-tags
zu Ni*"-NTA (selbst in Gegenwart von 8 M Harnstoff), wird eine stringente Reinigung des
Fusionsproteins, auch unter denaturierenden Bedingungen ermdglicht. Die Elution von
gebundenem Protein von der Ni*-NTA-Saule erfolgt mittels kompetitiver Verdringung durch
100 bis 500 mM des Histidin-Analogons Imidazol. Zusédtzlich wird durch gegen den His-tag

gerichtete Antikorper eine rasche immunologische Detektion des Fusionsproteins ermoglicht.

7.1.2. Durchfithrung der Proteinexpression

Zur Expression von PoIN und PolC wurden 500 ml LB Medium mit 100 pg/ml Ampicillin
(und bei Verwendung des Rosetta™ Stammes zusitzlich mit 34 pg/ml Chloramphenicol)
versetzt, mit 10 ml einer Transformanden-UN-Kultur beimpft und bei 37°C bis zu einer ODgo
von 0,6 hochgeschiittelt. Dann wurde durch Zugabe von 1 mM IPTG induziert und zur
Genexpression fiir weitere 16 h bei 25°C schiittelnd inkubiert. AbschlieBend wurden die
Zellen auf 4°C abgekiihlt, abzentrifugiert (Sorvall Superspeed RC2-B, GS3-Rotor, 6000 Upm,
15 min, 4°C) und bis zur Proteinisolierung bei -70°C gelagert.
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7.2.  Reinigung von rekombinantem Protein

3 g gefrorene rekombinante E. coli Zellen wurden in 15 ml BugBuster™ Protein Extraction
Reagent (Novagen, Madison, USA) resuspendiert, dem zum Abbau von Nucleinsiduren 375 U
Benzoase Nuklease (Novagen) zugesetzt wurden. Zur Hemmung unerwiinschter Protease-
Aktivitdt wurden dem Ansatz zwei Tabletten Complete Mini, Proteasen-Inhibitoren-Cocktail
(Roche, Mannheim) zugegeben. Der Zellaufschluss erfolgte durch einstiindiges Schiitteln des
Ansatzes bei RT. Zellfragmente wurden durch Zentrifugation (Sorvall Superspeed RC2-B,
SS34-Rotor, 14000 Upm, 30 min, 4°C) entfernt, und der Proteiniiberstand bis zur

Weiterverarbeitung auf Eis gelagert.

7.2.1. Reinigung von rekombinantem PoIN unter nativen Bedingungen

Binde-Puffer (nativ): NaH,PO, 50 mM
NaCl 300 mM
Imidazol 10 mM

pH mit HCI auf 8,0 einstellen

Wasch-Puffer (nativ): NaH,PO, 50 mM
NaCl 300 mM
Imidazol 20 mM

pH mit HCI auf 8,0 einstellen

Elutions-Puffer (nativ): NaH,PO, 50 mM
NaCl 300 mM
Imidazol 250 mM

pH mit HCI auf 8,0 einstellen

10 ml Proteiniiberstand wurden fiir 45 min. bei 90°C inkubiert, was die Denaturierung und
Aggregation des Grofiteils der hitzelabilen E. coli-Proteine bewirkte. Nach dem Entfernen der
Proteinaggregate durch Zentrifugation (Sorvall Superspeed RC2-B, SS34-Rotor, 14000 Upm,
30 min, 4°C) wurde der Uberstand, der das hitzestabile PoIN enthielt, einer
Affinititschromatographie an Ni**-NTA unterworfen. Dazu wurde in einem 15 ml Falcon-
Tube 1 ml 50% Ni*-NTA Resin (Novagen, Madison, USA) mit 4 ml Binde-Puffer (nativ)

dquilibriert. Nach Sedimentation des Sdulenmaterials wurde der Binde-Puffer durch 4 ml
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Proteinlosung ersetzt, und fiir mindestens 1 h bei 4°C schiittelnd inkubiert. Dann wurde das
Ni**-NTA auf eine 10 ml-Sdule (Novagen) gepackt, und nicht gebundene Proteine durch
Waschen mit 8 Sdulenvolumen Wasch-Puffer (nativ) entfernt. Die Elution des gebundenen
Proteins erfolgte mit 2 ml Elutions-Puffer (nativ). Das Eluat wurde in Fraktionen zu 0,5 ml

gesammelt, und diese bei 4°C autbewahrt.

7.2.2. Reinigung von rekombinantem PolC wunter denaturierenden

Bedingungen

Binde-Puffer (denaturierend): NaH,PO, 100 mM

Tris 10 mM

Harnstoff 72 M

Imidazol 10 mM

pH 8,0 mit HCI unmittelbar vor Gebrauch einstellen
Wasch-Puffer (denaturierend): NaH,PO, 100 mM

Tris 10 mM

Harnstoff 72 M

Imidazol 20 mM

pH 8,0 mit HCI unmittelbar vor Gebrauch einstellen
Elutions-Puffer (denaturierend): NaH,PO, 100 mM

Tris 10 mM

Harnstoff 72 M

Imidazol 250 mM

pH 8,0 mit HCI unmittelbar vor Gebrauch einstellen

Rekombinantes PolC wurde unter denaturierenden Bedingungen, nach Zugabe von 7,2 M
Harnstoff gereinigt. Zur Affinitdtschromatographie wurde 1 ml (zuvor mit Binde-Puffer
(denaturierend) dquilibriertes) Ni*-NTA mit 6 ml denaturiertem Proteiniiberstand gemischt
und mindestens 1 h bei RT geschiittelt. Die Sdulenchromatographie wurde analog zu 11.7.2.1
unter Verwendung von Wasch-Puffer (denaturierend) und Elutions-Puffer (denaturierend)

durchgefiihrt. Die gesammelten Eluat-Fraktionen wurden bei RT aufbewahrt.
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7.3.  Analyse von Proteinlosungen

7.3.1. Proteinmengen-Bestimmung (Bicincholinsiure-Test)

Der Test wurde nach Anleitung des Herstellers (Sigma-Aldrich, Taufkirchen) durchgefiihrt.
Aliquots der zu untersuchenden Proteinlosung und BSA-Losungen bekannter Konzentration
wurden mit dem flinfzigfachen Volumen einer frischen BCA/CuSO4-Losung (50:1) gemischt,
30 min. bei 60°C inkubiert und anschliefend bei 562 nm im Photometer (DU-640, Beckman,
Miinchen) vermessen. Die unbekannten Proteinkonzentrationen wurden anhand der BSA-

Eichgeraden ermittelt.

7.3.2. SDS-PAGE nach Laemmli (Laemmli, 1970)

1x Laufpuffer: Tris 25 mM
Glycin 250 mM
SDS 0,1% (w/v)
Sx Laemmli- Tris/HCI pH 8,0 250 mM
Auftragspuffer: SDS 10% (w/v)
2-Mercaptoethanol 25% (v/v)
Glycerin 50% (v/v)
Bromphenolblau 0,5% (w/v)

Gellosungen fiir SDS-Polyacrylamidgele:

3% Sammelgel 8% Trenngel 10% Trenngel
1 M Tris pH 8,8 - 11,5 ml 11,5
1 M Tris pH 6,8 3,32 ml - -
H;Oidest 2,4 ml 10,5 ml 8,5 ml
Acrylamid-Bis- 880 ul 8 ml 10 ml
Losung (37,5: 1)
10% SDS 66 ul 300 pl 300 ul
TEMED 5ul 15 pl 15 ul
10% APS 50 pl 150 pl 150 pl
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Zur elektrophoretischen Auftrennung denaturierter Proteine wurden SDS-Polyacrylamidgele
verwendet. Es wurden 8%-ige oder 10%-ige Trenngele (8,5 cm x 6,5 cm, Dicke 1 mm)
gegossen. Nach einstlindiger Polymerisation wurde ein 3%-iges Sammelgel iiber das Trenngel
geschichtet, und ein Kamm mit 10 Auftragstaschen eingesetzt. Die Proben wurden vor dem
Auftragen mit 5x Laemmli-Auftragspuffer versetzt und im Wasserbad fiir 10 min. aufgekocht.
Die Elektrophorese erfolgte bei konstanter Stromstirke (40 mA pro Gel) in einer Mighty
Small SE 250 Elektrophorese-Apparatur (Hoefer, San Francisco, USA) unter Wasserkiihlung,

bis die Bromphenolblau-Bande die untere Gelkante erreicht hatte.

7.3.3. Coomassie-Firbung und Trocknung von SDS-Gelen

Coomassie-Farbeldsung: Coomassie Blau R 250 0,1% (w/v)
Methanol 30% (v/v)
Eisessig 10% (v/v)
Entfarbeldsung: Methanol 30% (v/v)
Eisessig 10% (v/v)

Das Gel wurde mit Farbelosung iiberschichtet und unter leichtem Schiitteln 1 - 3 h geférbt.
Entfarbt wurde unter gleichen Bedingungen, unter mehrmaligem Wechseln des Entféarbers, bis
der gewiinschte Entfarbungsgrad erreicht war. AnschlieBend wurde das Gel in HyOpidest
gesplilt, mittels einer Geltrocknungs-Apparatur (DryGel Sr. SE1160, Hoefer, San Francisco,
USA) fiir 30 min bei 70°C im Vakuum getrocknet und zur Dokumentation mit einem

Flachbett-Scanner digitalisiert.

7.4. Western Blot

Transfer-Puffer: Tris 25 mM
Glycin 192 mM
Methanol 20% (v/v)

pH mit HCI auf 8,3 einstellen
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7.4.1. Transfer von Protein auf PVDF-Membranen

Der Transfer von Protein aus SDS-Polyacrylamidgelen auf PVDF-Membran (Immobilon P,
Millipore, Bedford, USA) erfolgte mittels elektrischen Feldes in einer Western-Blot-
Apparatur (Trans Blot SD Semi Dry Transfer Cell, Biorad, Miinchen) nach Anleitung des
Herstellers. Vor dem Blot wurde die Membran fiir mindestens 1 min. in Methanol p.a.
eingelegt. Anschliefend wurden Membran, Gel und die bendtigten Stiicke Whatman 3MM-
Filterpapier fir 15 min. in Transfer-Puffer dquilibriert. Die Blot-Dauer betrug 1 h bei einer

konstanten Spannung von 15 V.

7.4.2. Immunologischer Nachweis

Auf PVDF-Membran transferiertes rekombinantes Protein, das mit einem His-Tag markiert
war, wurde mittels His-Tag AP Western Reagents-Kit (Novagen, Madison, USA)
immunologisch detektiert. Abweichend vom Protokoll des Herstellers wurde die Membran
sofort nach erfolgtem Elektroblot fiir 1 h bei RT mit Blocking Solution (3% BSA in 1x TBS-
Puffer; im Kit enthalten) abgesittigt. Anschlieend folgte eine einstiindige Inkubation mit
einer Losung des primédren Antikdrpers (10 pl His-Tag Monoclonal Antibody (Novagen) aus
Maus, in 10 ml Blocking Solution). Nach zweimaligem Waschen der Membran in TBS-Puffer
und einmaligem Waschen in TBSTT-Puffer (im Kit enthalten) fiir jeweils 15 min., wurde 1 h
mit einer Losung des sekundéren, Alkalische-Phosphatase-gekoppelten Antikorpers (1,6 ul
Goat anti-Mouse IgG AP Conjugate (Novagen) in 8 ml Blocking Solution) inkubiert.
AnschlieBend wurde fiinfmal 20 min. mit 20 ml TBSTT-Puffer gewaschen.

Die Detektion der markierten Proteinbanden erfolgte colorimetrisch, durch Inkubation der
Membran in 15 ml AP-Puffer (im Kit enthalten) mit 60 pl NBT und 60 pl BCIP. Nach dem
Sichtbarwerden der Banden wurde die Farbreaktion durch Waschen der Membran in HyOp;gest

abgestoppt.

7.5.  Aktivititsbestimmung des frans-spleilenden Inteins der V.

equitans DNA-Polymerase B

Splicing-Puffer: NaPOy, 20 mM
NaCl 500 mM
EDTA ImM

pH mit HCI auf 6,0 einstellen
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Zum Nachweis der trans-spleilenden Aktivitit der beiden mit PoIN und PolC assoziierten
Intein-Fragmente wurden 0,5 ml aufgereinigtes PoIN (50 mg/ml, in Elutions-Puffer (nativ))
mit 0,5 ml PolC (30 mg/ml, in Elutions-Puffer (denaturierend)) vermischt, sodass die
Harnstoffkonzentration im Ansatz 3,6 M betrug. Unter diesen méBig denaturierenden
Bedingungen wurde iiber Nacht bei 4°C vorinkubiert. Dann wurde der Ansatz durch Zugabe
von 9 ml Splicing-Puffer 1:10 verdiinnt, und die Reaktion durch Inkubation im Wasserbad bei

37°C gestartet.

7.6.  Bestimmung der ATPase Aktivitat

Proteinchemische Untersuchungen der ATPase von N. equitans wurden im Labor von Prof.

Volker Miiller an der LMU Miinchen unter Anleitung von Astrid Lingl durchgefiihrt.

7.6.1. Membranpriaparation

Lyse-Puffer: Tris 25 mM
MgCl, 5 mM
PMSF 0,1 mM
Membran-Puffer: HEPES 100 mM
MgCl, 5 mM
Glycerin 10% (v/v)
PMSF 0,05 mM

1 g aufgereinigte N. equitans-Zellen (siehe 11.4.3) wurden in 5 ml Lysepuffer suspendiert und
in einer French Press (American Instrument Co., Silver Springs, USA) bei 5500 kPa Druck
aufgeschlossen. Nach dem Entfernen von Zellfragmenten durch Zentrifugation (Sorvall
Superspeed RC2-B, SS34-Rotor, 9000 Upm, 15 min, 4°C) wurden die Membranen durch
Ultrazentrifugation (Beckmann Optima LE-80K, SW60-Rotor, 40000 Upm, 1 h, 10°C)
pelletiert, in 5 ml Membran-Puffer gewaschen und erneut durch -einstiindige
Ultrazentrifugation pelletiert. AbschlieBend wurden die Membranen in 1 ml Membran-Puffer
aufgenommen und mittels eines Glaspotters (Ochs, Bovenden-Lenglern) homogenisiert.
Aliquots des gewaschenen Rohextraktes, der Ultrazentrifugen-Uberstinde (= Cytoplasma-

Fraktion) sowie die gewaschenen Membranen wurden bei 4°C aufbewahrt.
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7.6.2. ATPase-Aktivitatstest

Reaktions-Puffer: Tris 100 mM
MES 100 mM
MgCl, 5 mM
NaHSO; 40 mM

pH mit HCI auf 6,0 einstellen

AAM-Reagenz: H,SO4 5N 1 Vol.
(NH4)6M07024 x4 Hzo 10 mM 1 Vol.
Aceton 2 Vol.

Der Standardtest zur Bestimmung der ATPase-Aktivitit erfolgte in Eppendorf-
ReaktionsgefdaBen, in denen 5 bis 20 pul Enzymldsung mit Reaktionspuffer auf 1070 pl ergénzt
wurden. Nach dreiminiitiger Vorinkubation bei RT, gefolgt von dreiminiitiger Inkubation bei
85°C, wurde die Reaktion durch Zugabe von 28 ul einer 100 mM Na,-ATP Losung gestartet.
Zum Startzeitpunkt sowie nach 3, 6, 9 und 12 min. wurden jeweils 200 pl des Testansatzes
entnommen, und die Reaktion durch sofortiges Mischen mit 40 pl 30%-iger TCA und
Eintauchen in Eiswasser gestoppt. Zur Bestimmung der thermischen Hydrolyse des ATPs
wurde ein Parallelansatz ohne Zugabe von Enzym auf die gleiche Weise bearbeitet. Zur
Bestimmung der Enzymaktivitét bei unterschiedlichen pH-Werten wurde der Reaktionsansatz
zusitzlich durch Zugabe von 50 mM CAPS gepuffert, und der pH Wert bei 85°C eingestellt.

Die Enzymaktivitit wurde anhand der Freisetzung anorganischen Phosphats (P;) bestimmt
(Heinonen und Lahti, 1981). Die entnommenen Proben sowie NaH,PO4-Losungen bekannter
Konzentration wurden dazu mit 1 ml AAM-Reagenz gemischt und nach zehnminiitiger
Inkubation im Photometer bei 405 nm vermessen. Anhand der P;-Eichgeraden konnte die
Menge des hydrolysierten ATPs bestimmt werden. Die Einheit (U) fiir die ATPase-Aktivitit
wurde definiert als 1 pmol freigesetztes Pi/min; die spezifische ATPase Aktivitit der

Membranen wurde als 1 U/mg Protein definiert.
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8. Auswertung von DNA- und Protein-Sequenzen

8.1. Genom-Annotierung

Die Annotierung des Genoms von N. equitans und weiterfiihrende bioinformatische
Untersuchungen wurden bei der Firma Diversa Corp. in San Diego in Zusammenarbeit mit
Dr. Elisabeth Waters durchgefiihrt.

Protein-codierende DNA Sequenzen mit einer Lange von 50 oder mehr Basen wurden im
Genom von N. equitans mit Hilfe der Programme Glimmer (Delcher et al., 1999) und Critica
(Badger und Olsen, 1999) identifiziert. Die Ergebnisse beider Programme wurden verglichen
und zu einem gemeinsamen Gen-Satz vereint. Wenn die beiden Programme unterschiedliche
Start-Codons fiir Gene mit demselben Stop-Codon vorhersagten, wurde der léngere
Leserahmen verwendet. Gene mit einer Linge von weniger als 50 Nukleotiden wurden
identifiziert, indem die zwischen den vorhergesagten Genabschnitten gelegenen DNA-
Sequenzen mit Hilfe des Programms tblastn (Altschul et al., 1990) in die 6 modglichen
Leserahmen {ibersetzt und mit den Proteinsequenzen verfiigbarer archaeeller Genome
verglichen wurden. Anhand der DNA-Sequenzen aller identifizierten Protein-codierenden
Gene wurde mit Hilfe des im Staden Software Pakets (Staden et al., 2000) enthaltenen
Programms ,,Spin“ die prozentuale Verwendung der einzelnen Codontriplets (,,Codon-
Usage®) fiir N. equitans ermittelt. AnschlieBend wurde der komplette Gen-Satz mit dem
Programm BioEdit (Hall, 1999) in Proteinsequenzen iibersetzt, und diese mittels blastp
(Altschul et al., 1990) mit der non-redundant protein database (ncbi.nlm.nih.gov) verglichen.
Konservierte Protein-Doménen wurden zusitzlich durch Vergleiche mit den in den Doménen-
Datenbanken Pfam (Bateman et al., 2002) und InterPro (Mulder et al., 2003) hinterlegten
Proteinsequenzen identifiziert.

Zur Suche nach tRNA Genen in der Genomsequenz von N. equitans wurde das Programm
tRNAscan-SE (Lowe und Eddy, 1997) verwendet. Gene ribosomaler RNAs wurden
identifiziert, indem die Genomsequenz von N. equitans mittels blastn (Altschul et al., 1990)

mit rRNA-Genen verschiedener Archaeen verglichen wurde.

8.2.  Phylogenetische Analysen

Zum Alignment und zur Analyse von 16S rRNA Sequenzen wurde das ARB Software Paket
(Ludwig und Strunk, 1997) verwendet. Phylogenetische Stammbidume wurden mittels der

vom ARB-Programm zur Verfligung gestellten Distance-Matrix- (Neighbour-Joining und



Material und Methoden 43

Fitch-Margoliash Algorithmus, korrigiert nach Jukes und Cantor (1988), Maximum-
Parsimony-, und Maximum-Likelihood- (fastDNAml) Methoden erstellt. Zur
Baumrekonstruktion wurden wahlweise ein Termini-Filter und ein fiir die archaeelle Doméne
spezifischer Consensus-Filter verwendet, der nur diejenigen Sequenzpositionen zum
Vergleich zulésst, die in mehr als 50% der im Alignment enthaltenen Sequenzen identisch
sind. Bootstrap-Analysen wurden mit Hilfe des im PHYLIP v.3.6a2.3 Pakets (Felsenstein,
2002) enthaltenen Programms Seqboot erstellt.

Alignments von Aminosduresequenzen ribosomaler Proteine wurden mit dem Programm
ClustalW (Thompson et al., 1994) berechnet, anschliefend in BioEdit (Hall, 1999) von Hand
optimiert und zu Konkatemeren zusammengefiigt. Maximum-Likelihood Analysen wurden
mit dem im PHYLIP v.3.6a2.3 Paket enthaltenen Programm Proml ausgefiihrt. Fiir
Maximum-Parsimony Analysen wurde das Programm PAUP* (Swafford, 1996), und fiir
Bayesian-Inference Analysen das Programm MRBAYES (Huelsenbeck und Ronquist, 2001)

verwendet.

8.3. Rekonstruktion der Sekundérstruktur von 16S rRNA

Zur Rekonstruktion der Sekundérstruktur der 16S rRNA von N. equitans wurden zundchst mit
Hilfe des im ARB Software Pakets enthaltenen Alignmenteditors die zueinander
komplementidren Sequenzabschnitte der einzelnen Helixbereiche identifiziert. Mit diesen
Daten wurde in BioEdit eine RNA Strukturmaske angefertigt, anhand derer die
Sekundarstruktur der 16S rRNA mit Hilfe des Programms RNAViz (De Rijk und De
Wachter, 1997) graphisch dargestellt wurde.
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lll. Ergebnisse

A.Identifizierung von Nanoarchaeum equitans

1. Isolierung und Sequenzanalyse eines neuartigen 16S

rRNA Gens aus der Co-Kultur KIN4/M

1.1.  Restriktionskartierung

Je 1 pg chromosomale DNA von Ignicoccus sp. KIN4/I bzw. 2 pg chromosomale DNA der
Co-Kultur KIN4/M wurden mit verschiedenen Restriktionsendonukleasen vollstindig
hydrolysiert, auf einem Agarosegel aufgetrennt und anschlieBend auf eine Nylonmembran
geblottet. Dann wurde mit einer Sonde hybridisiert, die homolog zu einem Drittel der 16S
rDNA von Metallosphaera sedula ist. Aufgrund der insgesamt hohen Konserviertheit aller
16S rRNA Gene ist diese Sonde spezifisch fiir archaeelle 16S rDNA. In den Ansétzen mit
Ignicoccus sp. KIN4/I DNA wurde jeweils eine Bande detektiert. In den Hydrolysaten der
KIN4/M DNA waren stets zwei Banden zu erkennen, von denen eine identisch mit der Bande

des entsprechenden KIN4/I Kontrollansatzes ist (Abb. 1A).

S1 23456

B
s B
Fragmentgrofien
2126bp —p= ] Restriktionsenzym(e): | KIN4/M Kin4/1
e e EcoRI 13.150 bp|  13.150 bp
3.300 bp
Hindlll 10.900 bp 10.900 bp
45‘547153; EE 4.000 bp
4277 bp —m = EcoRI + Hindlll 10.900 bp 10.900 bp
330bp —f = 3.300 bp

Abb. 1 Kartierung der Restriktionsschnittstellen in der Umgebung der 16S rRNA Gene in genomischer DNA
aus der Co-Kultur KIN4/M und der Ignicoccus sp. KIN4/I Reinkultur. A) Southern Blot nach Hybridisierung
mit einer 16S rDNA spezifischen Sonde. Spuren 1, 3, 5, DNA von Ignicoccus sp. KIN4/L. Spuren 2, 4, 6, DNA
der Co-Kultur KIN4/M. Die DNA wurde mit folgenden Restriktionsendonukleasen geschnitten: Spuren 1 und
2: EcoRI; Spuren 3 und 4: Hindlll; Spuren 5 und 6: EcoRI und HindlIll; S: Langenstandard (DNA Molecular
Weight Marker III; Roche); B) Geschétzte Grofe der Restriktionsfragmente aus A).
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Anhand des DIG-markierten Lingenstandards wurden die in Abb. 1B angegebenen Groflen
der DNA-Fragmente abgeschétzt. Die gewonnenen Daten zeigen, dass sich néchstliegend
stromauf- bzw. stromabwirts des gesuchten 16S rRNA Gens aus der Co-Kultur KIN4/M zwei
EcoRI Schnittstellen befinden.

1.2.  Klonierung des zusitzlichen 16S rRNA Gens aus der Co-
Kultur KIN4/M

300 pg chromosomale DNA der Kultur KIN4/M wurde mit EcoRI und HindIIl vollstindig
hydrolysiert und in einem Agarosegel aufgetrennt. Nach Anfirbung des Gels im
Ethidiumbromidbad wurde der Bereich des Gels bestimmt, der die 3.300 bp groflen
Restriktionsfragmente enthielt. Dieser wurde mit einem sterilen Skalpell ausgeschnitten. Aus
dem Gelblockchen konnten ca. 300 ng DNA extrahiert werden, die zum Anlegen einer
Klonbank in einem mit EcoRI linearisierten Plasmid pUCI18 verwendet wurde. Nach
Transformation der erzeugten Plasmide in E. coli wurde von 45 Klonen die Plasmid-DNA
isoliert, auf eine Nylonmembran geblottet und mit der 16S rDNA spezifischen Sonde
hybridisiert. Die Plasmid-DNA eines Klons (pMH2) reagierte positiv und wurde weiter

untersucht.

1.3.  Sequenzanalyse des Plasmids pMH?2

Die 3.349 bp lange Insertionssequenz des Plasmids pMH2 wurde mittels ,,primer-walking*
doppelstriangig sequenziert. Sie enthielt ein vollstindiges 16S rRNA Gen. Zusétzlich wurde
noch ein 357 bp langer, offener Leserahmen identifiziert, der fiir das Protein L18E einer 50S

ribosomalen Untereinheit codiert.

2.  Ganzzellhybridisierungen der Co-Kultur KIN4/M

2.1.  Konstruktion von Hybridisierungssonden

Um die neuartige 16S rRNA Gensequenz aus der Kultur KIN4/M durch

Ganzzellhybridisierung einem Organismus zuordnen zu konnen, wurden mit Hilfe des ARB-
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Programms die Oligonukleotidsonden 511mcR, 515mcR und 934mcR entworfen, die
komplementir zu Sequenzabschnitten der zugehorigen 16S rRNA sind. Die Sonden 511mcR
und 934mcR besitzen zu allen in der ARB-Datenbank Regensburg hinterlegten Sequenzen
(Stand: August 2003) mindestens einen Basenaustausch und die Sonde 515mcR besitzt
mindestens drei Basenaustausche. In Tab. 3 sind die Sequenzen der Oligonukleotidsonden,
deren Zielbereich in der neuartigen 16S rRNA, und zum Vergleich der entsprechende

Sequenzbereich bei Ignicoccus sp. KIN4/I dargestellt.

Oligonukleotid 511mcR 3’-TTC GCC ACC CGTI TG 5’
Zielsequenz 5’ - AAG CGG UGG GCA AG 3’
Ignicoccus sp. KIN4/I 5 - AAG CGG GGG GCA AG -3’
Oligonukleotid 515mcR 3’ -TCG CCA CCC GIT CTC CCC-5’
Zielsequenz 5 - AGC GEU GGG CAA GAG GGG 3’
Ignicoccus sp. KIN4/I 5 - AGC GGG GGG CAA GUC UGG 3
Oligonukleotid 934mcR 3'-TCC TTA TCC GCC CCC TCG TG 5’
Zielsequenz 5’ - AGG AAU AGG CGEG GGG AGC AG- 3
Ignicoccus sp. KIN4/I 5" - AGG AAU UGG CGG GGG ACC AG- 3

Tab. 3: Sequenzvergleiche der Oligonukleotidsonden 511mcR, 515mcR und 934mcR mit den komplementéren
Abschnitten der 16S rRNA aus pMH2 und von Ignicoccus sp. KIN4/I. Fehlpaarungen mit der Sequenz von
Ignicoccus sind unterstrichen.

2.2. Ganzzellhybridisierung mit V. equitans-spezifischen Sonden

Fixierte Zellen der Kultur KIN4/M wurden mit den Cy3-markierten Oligonukleotidsonden
511mcR, 515mcR und 934mcR hybridisiert. Die Hybridisierungen wurden bei 46°C mit 20%
Formamid und 0,05% SDS im Hybridisierungspuffer durchgefiihrt. Mit jeder dieser drei
Sonden zeigte sich ein positives Fluoreszenzsignal bei den kleinen Kokken, die den groBeren
Ignicoccus—Zellen anhaften. Die Ignicoccus—Zellen selbst zeigten kein Hybridisierungssignal
mit den verwendeten Sonden. In Kontrollhybridisierungen wurden die fiir Euryarchaeota
spezifische Sonde S11eaR (Burggraf, 1994), die Crenarchaeota-spezifische Sonde 515caR
(Burggraf, 1994) sowie die fiir Archaea als universell geltende Sonde 934aR (Stahl und
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Amann, 1991) verwendet. Mit keiner dieser Sonden wurde ein positives
Hybridisierungssignal bei den kleinen Kokken beobachtet. Die Ignicoccus—Zellen zeigten
dagegen positive Fluoreszenzsignale mit den Sonden 515caR und 934aR. Bei
Doppelmarkierungen mit der Cy3-markierten Sonde 515mcR und der Rhodamin Green-
markierten Sonde 515caR zeigten alle kleinen Kokken ein rotes Fluoreszenzsignal, wiahrend
alle Ignicoccus—Zellen griin markiert waren (Abb. 2). Die fotografische Dokumentation dieses
Hybridisierungsexperiments erfolgte an einem confokalen Laserscanning Mikroskop (Leica
TCS SP2) am MPI fiir medizinische Forschung, Heidelberg, unter Anleitung von Verena C.

Wimmer.

Abb. 2: Fluoreszenzaufnahme der
Co-Kultur KIN4/M nach
Doppelhybridisierung  mit  der
Cy3-gekoppelten Sonde 515mcR
und der Rhodamin Green-
gekoppelten  Sonde  515caR.
MaBstab: 1 pm.

Aufgrund ihrer morphologischen Eigenschaften wird flir die kleinen Kokken der Name

»INanoarchaeum equitans* vorgeschlagen (Nanos: der Zwerg; equitans: reitend, aufsitzend)
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3.  Phylogenetische Einordnung von N. equitans

Die 16S rDNA Sequenz von N. equitans wurde in das aus mehr als 10.000 16S rDNA
Sequenzen bestehende Alignment der ARB-Datenbank Regensburg eingefiigt. AnschlieBend
wurde sie mit den 16S rDNA Sequenzen von 135 Vertretern der Euryarchaeota,
Crenarchaeota, Korarchaeota und Bacteria in Distance-Matrix Analysen, korrigiert nach Jukes
und Cantor (1988), verglichen (zusammengefasst in Tab. 4). Es zeigte sich, dass der
phylogenetische Abstand zwischen N. equitans und Vertretern der FEuryarchaeota,
Crenarchaeota und Korarchaeota mindestens 20% betrdgt und damit im selben Gréenbereich
liegt wie der phylogenetische Abstand dieser archaeellen Reiche zueinander (vgl. Tab. 4).
Damit ist N. equitans einem neuen archaeellen Reich zuzuordnen, fiir das der Name

,Nanoarchaeota“ vorgeschlagen wird.

N. equitans | Crenarchaeota | Euryarchaeota | Korarchaeota | Bacteria
N. equitans - 80-71 80 — 67 75-172 70 — 60
Crenarchaeota 80-71 - 84 - 69 82-175 73 -62
Euryarchaeota 80 — 67 84 - 69 - 80—-70 74 — 60
Korarchaeota 75172 82175 80—-70 - 72 — 64
Bacteria 70 — 60 73 -62 74 — 60 72 — 64 -

Tab. 4: Zusammenfassung der Distance-Matrix Analyse zur Bestimmung phylogenetischer Ahnlichkeiten
zwischen den 16S rDNA Sequenzen von N. equitans und 135 ausgewihlten Vertretern der drei archaeellen
Reiche sowie der Bacteria. Zahlenwerte geben Sequenzdhnlichkeiten, korrigiert nach der Jukes & Cantor
Methode, in Prozent an.

Auf 16S rRNA Sequenzen basierende phylogenetische Stammbdume wurden mit Distance-
Matrix- (Neighbour Joining Analyse, korrigiert nach Jukes & Cantor), Maximum-Parsimony-
und Maximum-Likelihood-Methoden erstellt. N. equitans nimmt in allen errechneten
Stammbiumen eine isolierte, tief abzweigende Position innerhalb der archaeellen Doméne
ein. Der Verzweigungspunkt variiert jedoch stark in Abhédngigkeit von der

Berechnungsmethode und den verwendeten doménenspezifischen Filtern. Er liegt entweder
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an tiefster Position innerhalb der FEuryarchaeota oder Crenarchacota bzw. vor der
Verzweigung dieser beiden Reiche. Dies kommt auch in insignifikant niedrigen Bootstrap-
Werten von weniger als 60% in allen Berechnungen zum Ausdruck. In Abb. 3 ist

exemplarisch ein nach der Maximum-Likelihood-Methode erstellter Stammbaum dargestellt.

55 Thermosphaera aggregans
47 Desulfurococcus mobilis
18 Staphylothermus marinus
Ignicoccus islandicus Kol8
52Pyrolobus fumarii
48 Pyrodictium occultum
Aeropyrum pernix

7 Acidianus infernus

Metallosphaera sedula
Sulfolobus acidocaldarius
Thermofilum pendens
Thermoproteus tenax
Nanoarchaeum equitans
Methanosaeta soehngenii

Methanosarcina mazei
Methanogenium cariaci
Halococcus morrhuae
Nafronobacterium magadii
Methanothermus fervidus
Methanobacterium thermoautotrophicum
Methanopyrus kandleri
Thermococcus celer
99 Methanothermococcus thermolithotrophicus
Methanococcus voltae
49 Methanocaldococcus jannaschii
100 wncultured korarchaeote pBA5
92 str clone pJP27
97 korarchaeote pOWA19
korarchaeote SRI-306
100" str clone pJP78

100

100

13

0.10

Abb. 3: Phylogenetische Position von N. equitans im 16S rRNA Stammbaum der Archaea.
Der Baum basiert auf einer Maximum-Likelihood Analyse; die Zahlen geben Bootstrap-
Werte in Prozent an. MaBstab: 10 Austausche pro 100 Nukleotide.

Die 16S rDNA Sequenz von N. equitans weist Basenaustausche in nahezu allen konservierten
Bereichen auf, die bisher als domédnenspezifisch oder universell erachtet wurden. Tab. 7 (s. S.
60) vergleicht die Sequenz der routinemdfig verwendeten universellen und

doménenspezifischen Primer mit den homologen Bereichen der 16S rDNA von N. equitans.
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4.  Darstellung der Sekundirstruktur der 16S rRNA

Die Sekundérstruktur der 16S rRNA von N. equitans (Abb. 4) entspricht dem Standardmodell,
das fiir prokaryotische 16S rRNAs vorgeschlagen wurde (Gutell et al., 1985; Woese, 1987).
Keine ungewohnlichen Basenpaarungen oder strukturellen Abweichungen konnten in den
phylogenetisch konservierten Bereichen gefunden werden. Die Struktur der Helices 17, 18, 36
und 47 ist charakteristisch fiir Archaea und unterscheidet sich hier deutlich von den fiir
Bacteria typischen Faltungen. Zusétzliche, fiir eukaryotische 18S rRNAs charakteristische

Strukturen konnten bei N. equitans erwartungsgemal nicht gefunden werden.

Abb. 4: Sekundirstruktur der 16S rRNA von N. equitans. Rot hervorgehobene Bereiche
kennzeichnen fiir Archaea typische Sekundérstrukturen. Zahlen geben die Helixnummern an.
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5. Anzucht der Co-Kultur KIN4/M in Grofikulturen

Da fiir molekularbiologische und biochemische Untersuchungen an N. equitans grofere
Zellmengen notig waren, wurde die Co-Kultur KIN4/M in Fermentern im 50 1- und 300 I-
Malfistab geziichtet. Zur Optimierung der Wachstumsbedingungen von N. equitans wurden

dazu unterschiedliche Kultivierungsbedingungen getestet.

5.1.  Wachstum unter autotrophen Bedingungen und einem

Gasfluss von 1 I/min

Ein 50 I-Fermenter wurde mit 500 ml KIN4/M-Vorkultur angeimpft, sodass die anfiangliche
Zellkonzentration von Ignicoccus bei ca. 1,75x10° Zellen/ml lag. Etwa die Hilfte der
Ignicoccen war mit einer, zwei oder drei N. equitans-Zellen besetzt; Das Verhiltnis von
Ignicoccus- zu N. equitans-Zellen betrug etwa 1:2. Nach zweistlindiger Inkubation wurde der
Fermenter mit H,/CO; (80:20; v/v) und einem Gasfluss von ca. 1 I/min durchgast. Nach ca.
zehn Stunden Inkubation erreichten die Ignicoccen bei einer Zellkonzentration von etwa
5x10° Zellen/ml die stationire Phase. Nur etwa 30-50% der Ignicoccen waren mit einer oder
zwel, seltener mit bis zu vier N. equitans-Zellen besetzt. Das Verhiltnis von Ignicoccus- zu N.
equitans-Zellen lag dabei zwischen 2:1 und 1:1 (Abb. 5). Wenige Stunden nach dem
Beimpfen des Fermenters und bis zum Ende der Zellzucht war im Medium H,S in groBer

Menge nachweisbar.

10°+
108§
E
e 10°:
2 ]
@
N N
106§

an5 4

Abb. 5: Wachstum von Ignicoccus sp. KIN4/I (¢) und N. equitans (m)
im 50 1-Fermenter unter autotrophen Wachstumsbedingungen und bei
einer Durchgasungsrate von 1 1/min.
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5.2. Wachstum unter autotrophen Bedingungen und einem
Gasfluss von 20 I/min

Ein 50 I-Fermenter wurde mit 500 ml KIN4/M-Vorkultur angeimpft, wie unter IIL.5.1
beschrieben. Zwei Stunden nach dem Animpfen wurde der Fermenter mit H,/CO, (80:20; v/v)
bei einem Gasfluss von ca. 1 1/min durchgast. Nach ca. 15 Stunden Inkubation lag die
Zellkonzentration der Ignicoccen bei 1x10° Zellen/ml. Zu diesem Zeitpunkt waren etwa 40%
der Ignicoccen mit einer bis drei N. equitans-Zellen besetzt und das Verhéltnis von
Ignicoccus- zu N. equitans-Zellen lag bei etwa 1:1. Der Gasfluss wurde ab diesem Zeitpunkt
auf ca. 20 I/min H,/CO, (80:20; v/v) erhoht, und dadurch das im Medium geldste H,S nahezu
vollstindig ausgetrieben. Sieben Stunden spiter wurden 1,7x10° Ignicoccus-Zellen pro ml
ausgezdhlt, wahrend sich die Zahl der N. equitans-Zellen vervierfacht hatte. 50% der
Ignicoccen waren mit N. equitans besetzt und an ca. 25% der besetzten Ignicoccen hafteten
bis zu zehn N. equitans-Zellen. Zusitzlich wurden ca. 7x10° N. equitans-Zellen pro ml
ausgezahlt, die nicht an Ignicoccus—Zellen gebunden waren. In der stationdren Phase wurde
fir Ignicoccus eine Zellkonzentration von 2x10’ Zellen/ml bestimmt, wihrend die
Konzentration der N. equitans-Zellen bei etwa 4x10* Zellen/ml lag. Alle Ignicoccus-Zellen
waren mit sieben oder mehr N. equitans-Zellen besetzt. Die Konzentration der nicht
anhaftenden N. equitans-Zellen im Medium betrug ca. 2x10° Zellen/ml (Abb. 6).
Vergleichbar hohe Zahlen von nicht anhaftenden N. equitans-Zellen konnten ebenfalls
beobachtet werden, wenn der Fermenter mit 20 I/min N,/H,/CO, (65:15:20; v/v/v) durchgast

wurde.

Abb.  6:  Wachstum  von
Ignicoccus sp. KIN4/I (¢) und N.
equitans (m) im 50 l-Fermenter
10®  : unter autotrophen Bedingungen

3 und bei einer Durchgasungsrate

10° 3

von 20 1/min. Die Gesamtzahl der

E T N.  equitans-Zellen (m) st
c 1 unterteilt in an Ignicoccus-Zellen
% ] haftende (x) und freie (A) Zellen.
N 106 °

10° O 10 20 30 40 50 60 70
Zeit/ h
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6. Abschiatzung der Genomgrofle von V. equitans durch

Puls-Feld-Gelelektrophorese (PFGE)

Zur Bestimmung der ungefdhren Genomgro3e von N. equitans wurden Zellen der Co-Kultur
KIN4/M wie unter I1.4.3 beschrieben aufgereinigt, so dass das abgeschétzte Verhéltnis von N.
equitans zu Ignicoccus-Zellen bei etwa 10.000 zu 1 lag.

Jeweils ca. 2x10° dieser aufgereinigten N. equitans-Zellen wurden in Agaroseblockchen
eingebettet und anschlieend lysiert. Die in den Blockchen enthaltene DNA wurde mit den
Restriktionsendonukleasen Ascl, BssHII, Notl, Pacl oder Sacll hydrolysiert, und die
Spaltprodukte durch PFGE aufgetrennt. Die Hydrolyse mit Ascl, BssHII oder Notl fiihrte zu
zwel bis vier Restriktionsfragmenten, die im Pulsfeldgel gut voneinander zu unterscheiden
waren (Abb. 7, Spur 1-3). Die abgeschitzten Fragmentgroen sind in Tab. 5
zusammengefasst. Bei der Hydrolyse mit Pacl oder Sacll entstanden jeweils mehr als 10

Spaltprodukte, so dass eine Auswertung dieser Gelspuren nicht moglich war (nicht gezeigt).

. kb

485.0 —
436.5 =
388.0 =
339.5 =
291.0 =
2425=—

194.0 = W
1455 — W

97.0 =

485— =

Abb. 7: Auftrennung von verdauter und unverdauter
chromosomaler DNA von N. equitans durch Puls-Feld-
Gelelektrophorese. Die DNA  wurde mit folgenden
Restriktionsendonukleasen geschnitten: Spur 1: BssHII; Spur 2:
Ascl; Spur 3: Notl; Spur 4: ungeschnittene DNA; S = Lambda
Ladder PFG Marker (New England Biolabs).

Durch Aufsummierung der Fragmentlingen in den einzelnen Ansétzen kann fiir N. equitans
eine Genomgrofe von ca. 490 kb abgeschitzt werden. Bei Auftrennung der DNA im

Pulsfeldgel ohne vorherige Restriktionshydrolyse ist eine einzelne, schwache Bande mit etwa
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490 kb zu erkennen (Abb. 7, Spur 4), bei der es sich wahrscheinlich um die genomische DNA

von N. equitans handelt.

Verwendete Fragmentgrofien Geschiitzte Genomgrofle
Restriktionsendonuklease: (kb): (kb):
BssHII 370+ 70+ 30 + 10 480
Ascl 455 + 35 490
Notl 175+ 170+ 120 + 25 490
Ungeschnittene DNA 490 490

Tab. 5: Geschitzte Langen der Restriktionsfragmente, und daraus resultierende Genomgréf3e von N. equitans.
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B. Verbreitung der Nanoarchaeota

1. Nachweis von Nanoarchaeota in Umweltproben

durch PCR mit Nanoarchaeota-spezifischen Primern

Aus jeder der in Tab. 2 (s.S. 18) aufgefiihrten Umweltproben konnten 50 bis 100 ng DNA
gewonnen werden, die zur weiteren Aufreinigung auf einem Low-Meltingpoint-Agarosegel
aufgetrennt wurde. AnschlieBend wurde die DNA-Bande aus dem Gel ausgeschnitten, das
Agaroseblockchen aufgeschmolzen und Aliquots des DNA-Agarosegemisches direkt in PCR-
Ansitzen als Matrize verwendet.

Um zu tiberpriifen, ob die gereinigte DNA zur PCR-Amplifikation geeignet ist, wurde sie in
eine PCR mit der Archaea-spezifischen Primerkombination 8aF — 1512uR eingesetzt. Bei
allen getesteten Ansdtzen konnte hierbei ein positives PCR-Signal erhalten werden. Parallel
dazu wurde mit den DNA-Proben eine PCR mit den N. equitans-spezifischen
Primerkombinationen 7mcF — 1511mcR, 7mcF — 520mcR, 7mcF — 1116mcR, 518mcF —
1116mcR, bzw. 518mcF — 1511mcR durchgefiihrt. Bei folgenden DNA-Proben und mit den

angegebenen Primerkombinationen wurden hierbei positive PCR-Signale erhalten:

DNA-Probe: Primerkombination:

OP9 7mcF-1511mcR

CU1 7mcF-1511mcR

LPC33 7mcF-1511mcR, 7mcF — 520mcR,
7mcF — 1116mcR, 518mcF — 1116mcR,.
518mcF — 1511mcR

Die mit der Primerkombination 7mcF-1511mcR erhaltenen PCR-Produkte wurden in einen
Vektor inseriert, in E. coli transformiert und vermehrt. Von jeweils 30 zufillig ausgewéhlten
Klonen wurde die Plasmid-DNA prépariert und zur Identifizierung von unterschiedlichen
Insertionssequenzen Restriktionshydrolysen mit den Enzymen Sau3 Al und Rsal durchgefiihrt.
Die Auftrennung der Restriktionsfragmente im Agarosegel zeigte, dass in den Proben OP9,
CUl und LPC33 jeweils nur ein Sequenztyp enthalten war (nicht gezeigt). Die
Insertionssequenz jeweils eines Klones aus jeder Probe wurde vollstindig sequenziert.

Die Sequenz aus der Probe LPC33 war zu 100% identisch mit der 16S rDNA Sequenz von M.
equitans. Bei den Sequenzen aus den Proben OP9 und CU1 handelte es sich um bis dahin
unbekannte archaeelle 16S rDNA Sequenzen, die eine phylogenetische Distanz von 8,0

zueinander aufweisen. Der phylogenetische Abstand zur N. equitans 16S rDNA Sequenz
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betragt 20,2 fiir die OP9-Sequenz und 19,6 fiir die CUIl-Sequenz. Trotz dieser grof3en
Sequenzunterschiede sind die zwei Sequenzen zu der 16S rDNA-Sequenz von N. equitans

ndher verwandt als zu denen von anderen archaeellen Reichen oder von den Bacteria (Tab. 6).

Zur Rekonstruktion von auf 16S rRNA basierenden phylogenetischen Stammbaumen wurden
Distance-Matrix- (Neighbour-Joining und Fitch-Margoliash Algorithmus, korrigiert nach
Jukes & Cantor), Maximum-Parsimony- und Maximum-Likelihood-Methoden verwendet.
Zusitzlich wurden fiir jede Baumberechnung Bootstrap Analysen (jeweils 100 Resamplings)
durchgefiihrt, um die Signifikanz der erhaltenen Verzweigungspunkte abschétzen zu konnen.
In allen phylogenetischen Analysen gruppierten die OP9- und CU1-Sequenz zusammen mit
der von N. equitans (gestiitzt durch Bootstrap-Werte von 98-100%), was die Zugehorigkeit
dieser Sequenzen zum Reich Nanoarchaeota belegt. Der neu berechnete Abzweigungspunkt
des Nanoarchaeota-Astes lag bei allen Baumrekonstruktionen nahe der Wurzel der
archaeellen Doméne. Er variierte jedoch wieder stark in Abhdngigkeit von der verwendeten
Berechnungsmethode und von den gesetzten doménenspezifischen Filtern und lag entweder
an tiefster Position auf dem crenarchaeellen oder euryarchaeellen Ast bzw. vor dem
Verzweigungspunkt dieser beiden Reiche. Auch konnten bei keiner Berechnungsmethode
signifikante Bootstrap-Werte flir die Position des Verzweigungspunktes erhalten werden. In
Abb. 8 und Abb. 9 sind exemplarisch ein nach der Neighbour-Joining-Methode und ein nach
der Maximum-Likelihood-Methode rekonstruierter phylogenetischer Baum dargestellt.
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24.8

23,0 26,5

36,8 37,5 41,1

35,7 36,8 39,0 81

350 32,3 366 249 245

36,9 33,2 383 252 249 34

36,2 34,7 369 266 264 176 17,9

386 34,3 368 249 238 153 152 191

47,8 452 472 320 315 27,3 282 29,2 287

46,1 434 491 36,1 356 28,9 296 323 31,6 30,2

399 404 418 26,2 269 26,7 265 27,3 257 33,7 365

445 421 46,8 30,0 291 279 274 291 288 345 396 13,6

35,7 338 374 215 221 195 204 183 220 304 338 14,1 16,5

371 359 398 231 234 208 20,7 20,7 233 321 354 175 193 8,1

38,7 353 408 225 231 206 199 20,7 21,3 311 346 16,1 178 86 98

36,4 332 385 222 231 201 19,7 198 219 300 326 159 173 69 83 56

37,0 37,0 39,7 235 235 222 228 232 249 330 370 192 216 143 165 159 145
38,2 375 40,6 24,0 238 22,7 229 234 254 334 375 198 220 135 164 149 145 38

e I e e e e e e e )
CoNoONRWNACoYWRNARWN=

20 378 36,8 404 22,7 21,3 201 20,2 205 228 304 356 191 214 134 159 148 134 13,3 14,1

21 447 40,2 464 336 334 290 284 310 315 394 409 335 360 27,5 302 291 282 294 293 291

22 452 413 465 333 344 283 286 306 304 395 429 344 354 286 319 288 283 293 298 28,6 |8,0

23 409 383 412 319 306 230 224 255 255 355 373 323 332 23,7 240 243 242 258 259 26,8 |20,2 19,6

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23

Tab. 6: Phylogenetische 16S rRNA Absténde (% berechnete Austausche) zwischen ausgewéhlten Archaeen und Bakterien sowie den Klon-Sequenzen OP9 und CU1. Die Werte
sind nach der Methode von Jukes und Cantor korrigiert. Phylogenetische Abstinde der 3 Nanoarchaeota-Sequenzen zueinander sind hervorgehoben.

1) Desulfurobacterium thermolithotrophum 7) Pyrococcus furiosus 13) Metallosphaera sedula 19) Thermoproteus tenax

2) Thermotoga maritima 8) Methanopyrus kandleri 14) Pyrodictium occultum 20) Thermofilum pendens

3) Aquifex pyrophilus 9) Methanocaldococcus jannaschii 15) Aeropyrum pernix 21) Klon OP9

4) str clone pJP27 10) Methanosarcina mazei 16) Thermosphaera aggregans 22) Klon CU1

5) str clone pJP78 11) Halococcus morrhuae 17) Staphylothermus marinus 23) Nanoarchaeum equitans

6) Thermococcus celer 12) Sulfolobus acidocaldarius 18) Pyrobaculum aerophilum
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Thermoproteus tenax, M35966

51 98 Thermofilum pendens, X14835

100

100

Thermococcus celer, M21529

Methanopyrus kandleri, M59932
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100 Clone pOWA19, AB007304

100 [ Clone pJP78, 125303
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100

Sulfolobus acidocaldarius, D14876

E Metallosphaera sedula, D26491
98 Acidianus infernus, X89852

—
100 Halococcus morrhuae, D11106 S39858
ﬂ|:l\/lethanosamina mazei, U20151

Methanosaeta soehngenii, X51423
04 Methanogenium cariaci, M59130

m|“ Methanobacterium thermoautotrophicum, 237156
Methanothermus fervidus, M32222

Methanococcus voltae, M59290
Methanothermococcus thermolithotrophicus, M59128

Methanocaldococcus jannaschii, M59126

% Clone Op9, AJ458436
Clone CU1, AJ458437

Nanoarchaeum equitans, AJ318041

Natronobacterium magadii, X72495

100 ‘
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Abb. 8: Phylogenetischer Stammbaum der archaeellen Doméne inklusive der Nanoarchaeota, basierend auf 16S
rRNA Sequenzvergleichen. Der Baum wurde nach der Neighbour-Joining-Methode erstellt. Die Accession-
Nummern der Sequenzen sind angezeigt. Die Zahlen geben Bootstrap-Werte in Prozent an.

Malfstab: 10 Austausche pro 100 Nukleotide.
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Halococcus morrhuae, D11106 S39858

100
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100
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Methanobacterium thermoautotrophicum, Z 37156
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Methanococcus voltae, M59290

100
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Thermococcus celer, M21529
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44 Thermosphaera aggregans, X99556

Desulfurococcus mobilis, M36474
4Staphylothermus marinus, X99560

Ignicoccus islandicus, X99562
Aeropyrum pernix, D83259
Pyrolbobus fumari, X99555 Crenarchaeota
Pyrodictium occultum, M21087

Sulfolobus acidocaldarius, D14876
Acidianus infernus, X89852
Metallosphaera sedula, D26491
Thermoproteus tenax, M35966

Thermofilum pendens, X 14835 —
Clone Cu1, AJ458437

Clone OP9, AJ458436 Nanoarchaota
Nanoarchaeum equitans, AJ318041
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Clone SRI-306, AF 255604
Clone pJP78, L25303 —
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Abb. 9: Phylogenetischer Stammbaum der archaellen Doméne inklusive der Nanoarchaeota, basierend auf 16S
rRNA Sequenzvergleichen. Der Baum wurde nach der Maximum-Likelihood-Methode erstellt. Die Accession-
Nummern der Sequenzen sind angezeigt. Die Zahlen geben Bootstrap-Werte in Prozent an.

Malfstab: 10 Austausche pro 100 Nukleotide.
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Wie auch bei N. equitans weisen die 16S rDNA Sequenzen der Klone OP9 und CUI1

Basenaustausche in nahezu allen als Archaea-spezifisch oder universell konserviert geltenden

Regionen auf, die routineméBig als Bindungsstellen fiir PCR-Primer genutzt werden. Die

OP9- und CU1-Sequenzen weichen in diesen Bereichen jedoch auch von der Sequenz von N.

equitans ab. In Tab. 7 werden die Sequenzen standardmiBig verwendeter PCR-Primer mit den

homologen Regionen der 16S rDNAs aus N. equitans sowie aus den Klonen OP9 und CU1

verglichen.

Primer 8aF 109aF

Sequenz TCY GGT TGA TCC TGC C ACK GCT CAG TAA CAC GT
Nanoarchaeum equitans | TCC CGT TGA TCC TGC G ACG GCT lAG TAA CAC GT
OP-9 /CU-1-Sequenz |n.b. ACG GCT BAG TAA CAC GT
Primer 334aF 344aF

Sequenz YCS RGG SCC TAY GGG G CGG GGY GCA SCA GGC GCG AA
Nanoarchaeum equitans CCG AGG CCC TAC GGG G CGG GGC GCA CCA GGI GCG AA
OP-9 / CU-1 -Sequenz  |CCG AGG TCC TAC GGG A CGG GAT GCA cCA GG Gcc aa
Primer 519uF 934aR

Sequenz CAG CMG CCG CGG TAA TAC GTG CYC CCC CGC CAA TTC CT
Nanoarchaeum equitans CAG CMG CCG CGG lAA CAC GTG CTC CCC CGC ClA TTC CT
OP-9/CU-1 _Sequenz CAG TCG CCA CGG lAA TAC GTG CCC CCC cCGC ClA TTC CT
Primer 1044aF 1119aR

Sequenz GAG AGG WGG TGC ATG GCC G |GGY RSG GGT CTC GCT CGT T
Nanoarchaeum equitans GAG AGG AGG TGC ATG GCC G |GGC GCG GGT CTC GCC TGT T
OP-9 /CU-1 -Sequenz |GAG AGG AGG TGC ATG GCT G |GGT GCG GGT CGC GCT CGT T
Primer 1406uR 1512uR

Sequenz ACG GGC GGT GTG TRC AA ACG GHT ACC TTG TTA CGA CTT
Nanoarchaeum equitans ACG GGC GGT GIG TGC AA ACG GCT ACC TTG TGT CGA CTT
OP-9/CU-1 7Sequenz ACG GGC GGT GIG AGC AA n.b.

Tab. 7: Vergleich von Standard PCR-Primern mit homologen Sequenzabschnitten der Nanoarchaeota-16S
rRNA Sequenzen. Basenaustausche in N. equitans sind unterstrichen; Austausche in CU1 und OP9 sind fett
gedruckt. Nanoarchaeota-spezifische Basenaustausche sind grau hinterlegt. n.b. = nicht bestimmt.
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2.  Anreicherung von Vertretern der Nanoarchaeota aus

Umweltproben

Um zu testen, ob aus den Originalproben OP9 und CU1 Vertreter der Nanoarchaeota
kultiviert werden kdnnen, wurden Anreicherungsversuche unter den in Tab. 8 angegebenen
Bedingungen durchgefiihrt. Als Grundmedium wurde dabei Allen-Medium mit pH 6,0

verwendet.

Gasphase: Medienzusitze: Temperatur:
H,/CO, | §° 85°C
Hy/CO, | S';0,1% Hefeextrakt 85°C
H,/CO, 0,1% NOj5; 0,1% Hefeextrakt 85°C
H,/CO, 0,1% 82032'; 0,1% Hefeextrakt 85°C
No/CO, | S% 0,1% Hefeextrakt 85°C
N,/CO, 0,1% Hefeextrakt 85°C

Tab. 8: Anreicherungsbedingungen fiir die Originalproben OP9 und CUI.

Ansidtze aus beiden Originalproben, in denen elementarer Schwefel und 0,1% Hefeextrakt
sowie N,/CO; als Gasphase enthalten war, waren nach 2 bis 3 Tagen Inkubation mit einer
Mischpopulation aus grofleren Kokken sowie Thermofilum- und Thermoproteus-dhnlichen
Stabchen bewachsen. 5-10% der dickeren Stdbchen waren dabei mit sehr kleinen Kokken
besetzt, die einen Zelldurchmesser von etwa 0,3 — 0,4 um aufwiesen. Bei Farbungen mit dem
DNA-spezifischen Fluoreszenzfarbstoff DAPI zeigten die kleinen Kokken kréftige
Fluoreszenz (in Abb. 10 gezeigt an einer Anreicherung aus CU1).

Anreicherungen aus den Originalproben OP9 und CUI wurden jeweils einmal in frisches
Medium iiberimpft, und aus diesen Ansdtzen die Gesamt-DNA prépariert. Nach PCR-
Amplifikationen mit den Nanoarchaeota-spezifischen Primern 7mcF und 1511mcR konnte in

beiden Ansitzen ein PCR-Produkt der erwarteten Linge nachgewiesen werden.
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A)

B)

Abb. 10: Anreicherung aus der Originalprobe CUl. Reihe A: Phasenkontrastaufnahme; Reihe B:
Fluoreszenzaufnahme des selben Ausschnitts nach Farbung mit DAPI. Maf3stab: 1 um.

Im Laufe der Uberimpfungen der Kulturen unter gleich bleibenden Bedingungen nahm
sowohl die Zahl der Stiabchen als auch die der kleinen Kokken zunehmend zu Gunsten
groBerer Kokken ab. Nach zwei bis vier Uberimpfungen waren bei mikroskopischer Kontrolle

keine Stabchen mit anhaftenden kleinen Kokken mehr auffindbar.

Versuche mit Hilfe der optischen Pinzette durch Vereinzelung stibchenformiger Zellen mit
anhaftenden kleinen Kokken eine Co-Kultur aus diesen beiden Zellmorphotypen zu erhalten,
waren ohne Erfolg. Aus einem dieser Vereinzelungsversuche ging jedoch eine (als CU1/L1B
bezeichnete) Reinkultur stibchenformiger Zellen hervor, die im Rahmen einer Diplomarbeit
ndher charakterisiert wurde (Jahn, 2003). Der Organismus wurde nach der Sequenzierung

seines 16S rRNA Gens der Gattung Thermoproteus zugeordnet.
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3. Identifizierung neuer Vertreter der Nanoarchaeota

durch Ganzzellhybridisierungen

3.1.  Konstruktion von Hybridisierungssonden

Um durch Ganzzellhybridisierung eine Zuordnung der in der Anreicherungskultur CUI
enthaltenen Organismen zu den Nanoarchaeota zu ermoglichen, wurden die drei
Oligonukleotidsonden 359pbmcR, 515pbmcR und 934pbmcR konstruiert (Tab. 9). Die
Sonden sind zu Sequenzabschnitten der 16S rRNA des CU1-Klons komplementir und weisen
mindestens einen Basenaustausch zu allen in der ARB-Datenbank Regensburg hinterlegten

16S rDNA Sequenzen auf.

Oligonukleotid: Sequenz:

359pbmcR 5°-CCC TGG TGC ATC CCG TAG GA-3’
515pbmcR 5’-CCC CTC TTG CCC ACC GCT-3’
934pbmcR 5’-GTG CCC CCC CGC CTA TTC CT-3’

Tab. 9: Sequenzen der Oligonukleotidsonden 360pbmcR, 515pbmcR und
934pbmcR, die fir die in der Probe CUIl enthaltenen Vertreter der
Nanoarchaeota spezifisch sind.
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3.2.  Hybridisierungsergebnis mit den CUI-Nanoarchaeota-
spezifischen Sonden

Anreicherungen aus der Originalprobe CUl wurden mit den Cy3-markierten
Oligonukleotidsonden 359pbmcR, 515pbmcR und 934pbmcR hybridisiert. Optimale
Ergebnisse wurden bei einer Hybridisierungstemperatur von 46°C und mit 20% Formamid
und 0,05% SDS im Hybridisierungspuffer erhalten. Mit jeder der drei Sonden wurde ein
positives Fluoreszenzsignal bei den kleinen, an den stdbchenférmigen Zellen anhaftenden
Kokken beobachtet. Durch gleichzeitige Verwendung aller drei Sonden konnte die Intensitét

des Fluoreszenzsignals verstirkt werden (Abb. 11, Reihe B). Die kleinen Kokken waren dabei

der einzige Morphotyp, der durch die Sonden detektiert wurde.

A) \

Abb. 11: Ganzzellhybridisierungen einer Anreicherung aus der Originalprobe CU1 mit
Nanoarchaeota-spezifischen Oligonukleotidsonden. Reihe A: Phasenkontrastaufnahme; Reihe B:
Fluoreszenzaufnahme des selben Ausschnitts. Die Zellen wurden mit den Cy3-markierten Sonden
359pbmcR, 515pbmcR und 934pbmcR hybridisiert; Reihe C: Fluoreszenzautnahme desselben
Ausschnitts nach Farbung mit DAPI. MaBstab: 1 pm.
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C. Analyse des Genoms von N. equitans

1. Genomsequenzierung und Genomrekonstruktion

Das Gesamtgenom von N. equitans wurde von der Firma Diversa Corp. (San Diego, USA) in
Zusammenarbeit mit der Firma Celera Genomics (Rockville, USA) sequenziert. Dazu wurde
aus N. equitans-Zellen, die wie unter II.A.4.3 beschrieben aufgereinigt wurden, die
genomische DNA isoliert und enzymatisch mit Restriktionsendonukleasen oder durch
physikalische Scherung fragmentiert. Von kiirzeren Fragmenten (mit einer durchschnittlichen
Linge von 2,8 kbp) wurde eine Klonbibliothek in einem high-copy number Vektor angelegt,
und von ldngeren Fragmenten (mit durchschnittlich 6,3 kbp) eine Klonbibliothek in einem
low-copy number Vektor. Die Vektor-Insertionssequenzen wurden durch ,,primer-walking*
von beiden Seiten vollstindig sequenziert. Insertionssequenzen mit iiberlappenden
Sequenzabschnitten wurden mit Hilfe einer Genome-Assembler Software wie beschrieben
zusammengefiigt (Adams et al., 2000; Myers et al., 2000; Venter et al., 2001). Auf diese
Weise entstanden vier Sequenz-Contigs mit einer Gesamtldnge von 489.082 bp, die durch die
Insertionssequenzen der beiden Klonbibliotheken 11-fach abgedeckt waren. Die Liicken
zwischen den Contigs wurden durch PCR-Amplifikationen geschlossen, so dass eine
ringformige Gesamtsequenz mit einer Linge von 490.885 bp und einem G+C Gehalt von
31,56% erhalten wurde.

Die Genomsequenz von N. equitans wurde unter der Zugriffs-Nummer AACL01000000 bei
GenBank hinterlegt.

2.  Genomanalyse

Die nachfolgenden Arbeiten wurden wéhrend eines Aufenthaltes bei der Firma Diversa in

Zusammenarbeit mit Dr. Elisabeth Waters durchgefiihrt.

2.1.  Identifizierung codierender DNA Sequenzen

Proteincodierende DNA Sequenzen (CDS) ab einer Linge von 50 bp wurden mit Hilfe der
Programme ,,Glimmer* und ,,Critica“ identifiziert. Kiirzere Gene wurden gefunden, indem die
zwischen den vorhergesagten CDS gelegenen DNA-Sequenzen mittels ,,tblastn® mit
Proteinsequenzen bekannter archaeeller Genome verglichen wurden. Auf diese Weise wurden

552 CDS im Genom von N. equitans vorhergesagt (siche Anhang, Tab. 13). Die
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durchschnittliche Lange einer CDS betrdgt 827 bp. Etwa 92% des Genoms von N. equitans
werden durch Protein-codierende DNA-Sequenzen abgedeckt.

Insgesamt wurden 38 tRNA Gene mit Hilfe der ,,tRNAscan-SE* Software (Lowe und Eddy,
1997) identifiziert (siche Anhang, Tab. 14). Die Gene der ribosomalen RNAs (5S rRNA, 16S
rRNA und 23S rRNA) liegen in jeweils einer Kopie vor. Sie sind im Genom von N. equitans
durch mehrere tausend bp voneinander getrennt und somit nicht in einem Operon angeordnet.
Zusitzlich zu den oben genannten RNA Spezies wurden 14 small nucleolar-like RNAs
(snoRNAs) identifiziert (David E. Graham, personliche Mitteilung), so dass ca. 3% des N.
equitans-Genoms fiir Gene stabiler RNAs codieren. Der Gesamtanteil codierender DNA

(Gene stabiler RNAs und Protein-codierende DNA) betrégt fiir N. equitans somit etwa 95%.

2.2. »Codon Usage*

Basierend auf den Sequenzdaten der 552 identifizierten CDS wurde die ,,Codon Usage® von

N. equitans ermittelt (Tab. 10).

F ottt 73 S tct 27 Y tat 77 C tgt 60
F ttc 27 S tcc 12 Y tac 23 C tgc 40
L tta 42 S tca 11 * taa 50 * tga 11
L ttg 22 S tcg 9 * tag 39 W tgg 100
L ctt 10 P cct 28 H cat 81 R cgt 3
L ctc 3 P ccc 20 H cac 19 R cgc 3
L cta 19 P cca 45 Q caa 79 R cga 8
L ctg 4 P ccg 8 Q cag 21 R cgg 3
I att 34 T act 31 N aat 67 S agt 19
I atc 8 T acc 20 N aac 33 S agc 21
I ata 58 T aca 41 K aaa 74 R aga 56
M atg 100 T acg 8 K aag 26 R agg 28
V gtt 43 A gct 37 D gat 77 G ggt 28
V gtc 5 A gcc 16 D gac 23 G ggc 18
V gta 41 A gca 34 E gaa 72 G gga 31
V gtg 11 A gcg 12 E gag 28 G ggg 23

Tab. 10: Codon Usage Tabelle, errechnet aus den 552 identifizierten CDS des Genoms von N. equitans. In
Grofibuchstaben sind die 20 codierten Aminosiuren angegeben (Einbuchstabencode; * symbolisiert ein Stop-
Signal), gefolgt von den codierenden Codon-Triplets. Zahlenwerte geben die Verwendung des
entsprechenden Codons in Prozent an.

Alle 61 Aminosdure-codierenden Codon-Triplets sowie die drei Stop-Codons (TGA, TAG

und TAA) werden verwendet. Wie aus Tab. 10 ersichtlich wird, werden jedoch Codons mit A
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oder T an dritter Position bevorzugt. Dies steht in Einklang mit dem niedrigen G+C Gehalt

des Genoms.

2.3.  Annotierung proteincodierender Sequenzen

Die 552 identifizierten CDS wurden in Aminosdure-Sequenzen umgerechnet, und diese
mittels blastp (Altschul et al., 1990) mit den in der ,non-redundant protein database*
(www.ncbi.nlm.nih.gov) hinterlegten Proteinsequenzen verglichen. Die annotierten CDS
wurden entsprechend ihrer physiologischen Funktion in 15 Hauptkategorien eingeteilt
(zusammengefasst im Anhang, Tab. 13). Etwa zwei Dritteln der CDS konnte eine bekannte
Funktion zugeordnet werden. Gene hypothetischer Proteine, die auch Homologe in anderen
Archaea haben, und Gene von Proteinen mit unbekannter Funktion nehmen etwa 19% aller
CDS ein, wihrend 159 hypothetische Proteine spezifisch fiir N. equitans sind. Ein
wesentlicher Anteil der funktionell zuordenbaren CDS ist an Replikation und Reparatur der
chromosomalen DNA sowie an DNA-Translation, Proteinsynthese und Proteinmodifikation
beteiligt. Ein weitaus geringerer Anteil der codierten Enzyme nimmt Funktionen in
Stoffwechsel, Metaboliten-Transport und in der Synthese weiterer Zellbausteine, wie

Coenzymen, Lipiden, Aminosiduren und Nukleotiden ein (siche Abb. 12).

B Coenzym Biosynthese; 1; 0 %
O Zellhille; 7; 1%

u] Zellulére Prozesse
(Zellteilung & Entgiftung); 6; 1%

O Aminosauresynthese; 7; 1%

B Unbekannte Funktion; 43; 8% ) -
| Purine, Pyrimidine,

Nukleoside und Nukleotide; 6; 1%

B Konservierte hypothetische

Proteine; 61: 11% O DNA Metabolismus; 43; 8%

B Transkription; 31; 6%

O Proteinsynthese; 120; 22%

B Hypothetische Proteine;

159; 30%
M Protein-Prozessierung; 35; 6 %

Energie-Metabolismus; 18; 3%
B Energi ismus; 18; 3% & Signaltransduktion; 2; 0%

O  Transport und
Bindeproteine; 12; 2%

Abb. 12: Einteilung der annotierten Proteine von N. equitans in funktionelle Gruppen. Die Zahl der Proteine in
jeder Gruppe ist angegeben, gefolgt vom prozentualen Anteil an der Gesamtzahl der Proteine. Die zugehdrigen
Gene sind im Anhang, Tab. 13 aufgelistet.
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2.4. Zusammenfassung der Annotierungsergebnisse

2.4.1. Metabolismus und Haushaltsgene

N. equitans fehlen jegliche Gene, deren Produkte an Glykolyse, Gluconeogenese, Pentose-
Phosphat Weg, Tricarbonsdure-Zyklus oder anderen bekannten Wegen der
Kohlenstoffaufnahme  beteiligt  sind  bzw. eine  Energiegewinnung  durch
Substratkettenphosphorilierung ermoglichen wiirden. Neun mdégliche Komponenten einer
Elektronentransportkette wurden annotiert (NEQ024, NEQ049, NEQO51, NEQ084, NEQ306,
NEQ321, NEQ373, NEQ382, NEQ491; vgl. Anhang, Tab. 13). Es ist jedoch unklar, auf
welchen terminalen Akzeptor die Elektronen iibertragen werden kdnnten. Weiterhin werden
fiinf Untereinheiten einer ATP-Synthase vom A;Ao-Typ codiert. Hierbei handelt es sich um
die Untereinheiten A, B und D sowie um die membrangebundene Untereinheit I (die fiir die
Ionentranslokation benétigt wird) und die Proteolipid-Untereinheit K. Die Untereinheiten C,
E, F und H, die in allen bisher untersuchten archaeellen Genomen codiert sind, wurden nicht
gefunden.

Nahezu alle Gene, die fiir die de novo Synthese von Lipiden, Aminosduren, Cofaktoren und
Nukleotiden bendtigt werden, fehlen bei N. equitans. Fiir die Synthese von Thymidin sind
jedoch eine bifunktionelle dCTP-Desaminase/dUTP-Diphosphatase sowie eine Flavin-
abhéngige Thymidilat-Synthase vorhanden. Die Phosphorylierung von AMP und ADP kann
durch eine Adenylat-Kinase katalysiert werden, und eine Nucleosiddiphosphat-Kinase
ermoglicht die Umwandlung von Nucleosiddiphosphaten in —triphosphate. Ribonukleotide
kénnen  moglicherweise  durch  eine  anaerobe  Ribonucleotid-Reduktase  in
Desoxyribonukleotide umgewandelt werden.

Nur sechs putative Transporter wurden im Genom von N. equitans identifiziert. Dazu zdhlen
ein mechanosensitiver Ionenkanal, drei Transportsysteme vom ABC-Typ, ein Na'/Ca®'-
Antiporter, ein Metallionen-Transporter vom MIT-Typ und ein TDT Tellurit/Dicarboxylat-
Transporter. Fiir den Export von Proteinen steht ein Proteintranslokase-System bestehend aus
SecYE, SecDF und Komponenten einer Signalpeptidase zur Verfligung. Es fehlen jedoch
Protein- und RNA-Komponenten zur Erkennung von Exportsignalen, wie sie bei anderen

Archaea gefunden wurden (Zwieb und Eichler, 2002).
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2.4.2. Zellzyklus, DNA-Replikation, -Rekombination und -Reparatur

Die Genausstattung fiir die DNA-Replikation und fiir den Ablauf des Zellzyklus ist bei V.
equitans @hnlich wie bei den Euryarchaeota und enthilt einige Komponenten, die bei den
bisher untersuchten Crenarchaeota fehlen. Dazu zdhlen Gene, die fiir zwei
Histonuntereinheiten sowie fiir zwei Kopien der am Teilungsapparat beteiligten GTPase FtsZ
codieren. Zur DNA Replikation dienen eine (bisher nur in Euryarchaeen gefundene) DNA-
Polymerase II und eine DNA-Polymerase vom Typ B. Die zur Einleitung der Genom-
Replikation benétigten Proteine CDC6 (= Origin recognition complex), MCM (= Replicative
Helicase) und RPA (Replication protein A; = Einzelstrang-Bindeprotein) sind im Genom von
N. equitans codiert. Zu den fiir die Elongationsphase der Replikation bendtigten
Komponenten zdhlen eine DNA-Primase, Replication Factor C, 3 Kopien des Sliding-clamp
Proteins PCNA, eine ATP-abhingige DNA-Ligase, flap Endonuclease-1 und RNaseH zur
Entfernung von Primern sowie eine Reverse Gyrase. Das Genom von N. equitans enthélt
auBerdem eine Vielzahl von DNA Reparaturenzymen. Dazu gehoren u.a. die Endonukleasen
III, IV und V, sowie die DNA-Helicase Rad25. Das Vorhandensein des
Rekombinationsproteins RadA, des Doppelstangbruch-Reparaturenzyms Rad50, einer
Holliday-Junction Resolvase und eines Einzelstrang-Bindeproteins legt nahe, dass N. equitans

zum Genaustausch durch homologe Rekombination in der Lage ist.

2.4.3. Transkription

Die DNA-abhéngige RNA-Polymerase von N. equitans besteht aus 14 Untereinheiten, deren
Gene jedoch nicht in Operons organisiert sind. Untereinheit B ist, wie bei Archaeoglobus
fulgidus, den methanogenen, und den extrem halophilen Archaeen gespalten. Die zur
Initiation des archaeellen Transkriptionsapparates bendtigten Faktoren TBP, TFB und TFE
sind vorhanden. Daneben werden mindestens sieben Transkriptionsregulatoren sowie ein

Transkriptions-Elongationsfaktor und ein Transkriptions-Terminationsfaktor codiert.

2.4.4. Translation

Insgesamt wurden 38 tRNA Gene gefunden. Die Gene der tRNAs fiir Histidin, Glutamat und
Tryptophan konnten jedoch im Genom von N. equitans nicht nachgewiesen werden. Vier

tRNA Gene (fiir Serin, Tyrosin, Isoleucin und Methionin) enthalten jeweils ein Intron (siche
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Anhang, Tab. 14). Zwei Kopien einer archaeellen Endoribonuklease (EndA), die das Spleillen
dieser Introns katalysieren konnte, wurden ebenfalls identifiziert.
Aminoacyl-tRNA-Synthetasen werden fiir alle Aminosduren mit Ausnahme von Glutamin
und Asparagin codiert. Die tRNAs fiir diese beiden Aminosduren werden wahrscheinlich
zundchst mit Glutamat bzw. Aspartat beladen, und diese Aminosduren anschlieBend durch
zwel Glu-tRNA-Amidotransferasen (GatABC und GatDE) in Glutamin bzw. Asparagin
umgewandelt.

Gene fiir 63 ribosomale Proteine sowie fiir die bei Archaea typischen Translations-Faktoren
wurden identifiziert. Dazu zéhlen die Initiationsfaktoren IF-1, alF-1A, alF-2 (bestehend aus
Untereinheiten a, B und vy), alF-5A und alF-6, sowie die Elongationsfaktoren EF-1a, EF-1J,
aEF-2 und der Peptidketten Release Factor aRF.

2.4.5. Gespaltene Gene

Das Genom von N. equitans enthélt mindestens zehn gespaltene Gene, d.h. Gene, deren
Produkt durch zwei CDS codiert werden, die auf dem Chromosom mehrere tausend
Basenpaare voneinander entfernt liegen (sieche Tab. 11). Die Analyse der codierten
Aminoséduresequenzen mit Hilfe der Pfam Datenbank (Bateman et al., 2002) zeigte, dass die

Mehrheit dieser Gene zwischen funktionellen Dominen der codierten Proteine gespalten ist

(siche Tab. 11).

N-terminales | C-terminales | Abstand zwischen Codleﬁes Pr.otem
Gespaltenes Gen zwischen funktionellen
Fragment Fragment den CDS .
Doménen gespalten
{f}rﬁi) helicase related protein NEQ003 NEQ409 134.395 bp ia
Topoisomerase | NEQO045 NEQ324 241.346 bp nein
DNA-Polymerase B NEQO068 NEQ528 83.301 bp nein
Archaeosin-tRNA-Guanin- .
Transglycosylase NEQ124 NEQ305 164.284 bp ja
Gln .
%‘;g;NA -Amidotransferase | \py4s NEQ396 126.409 bp ja
Reverse Gyrase NEQ434 NEQ318 96.625 bp ja
ENA—Polymerase Untereinheit NEQI73 NEQI56 13.388 bp ia
Eﬁ’;ﬁle““hes RNA-Binde- | 5438 NEQ506 61.647 bp keine Angabe
Er‘;rt‘:;“mes hypothetisches | \p 495 NEQ096 139.428 bp keine Angabe
Alanyl-tRNA Synthetase NEQ547 NEQ211 195.194 bp nein

Tab. 11: Gespaltene Gene von N. equitans.
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Eine Besonderheit stellen die Untereinheiten der gespaltenen DNA-Polymerase B dar: am C-
Terminus von NEQO068 sowie am N-Terminus von NEQ528 wurden Sequenzmotive eines
Mini-Inteins gefunden. In Abschnitt III.D.1. wird gezeigt, dass durch den Selbstspleif3-
Mechanismus des Inteins die beiden Untereinheiten der DNA-Polymerase kovalent

miteinander verkniipft werden.

2.4.6. Pseudogene

Sequenzvergleiche mit homologen Proteinen aus anderen Archaeen zeigten, dass vor dem
Transkriptionsstart von zwei CDS (NEQO023 und NEQ455) kurze Sequenzabschnitte
vorhanden sind, bei denen es sich moglicherweise um N-terminale Abschnitte der Proteine
handeln konnte, die in einem anderen Leseraster codiert sind. Beide CDS codieren jedoch fiir
hypothetische Proteine, iiber deren Funktion und Struktur nichts bekannt ist. Es bleibt somit
unklar, ob es sich hierbei tatsdachlich um Pseudogene handelt (David E. Graham, personliche

Mitteilung).

3. Erstellung phylogenetischer Stammbiume aus

Konkatemeren ribosomaler Proteine

Im Genom von N. equitans wurden die Gene flir 63 ribosomale Proteine (26 Proteine der
kleinen und 37 Proteine der grofen ribosomalen Untereinheit) identifiziert. 41 der
vorhandenen ribosomalen Proteine haben Homologe in allen Archaeen, deren Genom bisher
sequenziert wurde, sowie in den Eukarya Saccharomyces cerevisiae und Arabidopsis
thaliana. Es wird angenommen, dass die Gene von sechs dieser ribosomalen Proteine durch
lateralen Gentransfer zwischen verschiedenen archaeellen Spezies iibertragen wurden (Matte-
Tailliez et al., 2002). Die Aminosdure-Sequenzen der verbleibenden 35 ribosomalen Proteine
sind entwicklungsgeschichtlich hoch konserviert und eignen sich fiir phylogenetische
Analysen (Matte-Tailliez et al., 2002).

Die Aminosdure-Sequenzen der 35 in Tab. 12 aufgefiihrten ribosomalen Proteine von drei
Crenarchaeota, elf Euryarchaeota, zwei Eukarya sowie von N. equitans wurden ,,aligned®, die
35 Alignments anschlieBend von Hand optimiert und dann zu einem einzigen Alignment

zusammengefiigt. Die so erhaltenen Konkatemere bestehen aus 5.319 Positionen.
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S2 (S0); S3AE (S3A); S3P (S3); S4E (S4); S4P (S9);
Proteine der kleinen S5 (S2); S6E (S6); S7 (S5); S8E (S8); S8P (S15A);
ribosomalen Untereinheit: | S9 (S16); SI0AB (S20); S11 (S14); S13P (S18);

S17P (S11); S19E (S19); S19P (S15); S24E (S24)

L1P (L10A); L2P (L8); L3P (L3); L4 (L4); L5P (L11);
Proteine der groBen L6P (L9); L10E (LPO); L13 (L13A); L14P (L23);
Ribosomalen Untereinheit: | L15 (L27A); L18P (L5); L19E (L19); L21E (L21);
L22 (L17); L24P (L26); L30P (L7); L32E (L32)

Tab. 12 Liste der 35 fiir phylogenetische Analysen verwendeten ribosomalen Proteine. Die
Bezeichnung homologer Proteine der Eukarya ist in Klammern angegeben.

Phylogenetische Stammbdume wurden mittels Maximum-Parsimony- und Maximum-
Likelihood-Methoden sowie nach der Bayesian-Inference-Methode rekonstruiert. Fiir jede
Baumberechnung wurden Bootstrap Analysen (jeweils 100 Resamplings) durchgefiihrt, um
die Signifikanz der erhaltenen Verzweigungspunkte abschdtzen zu konnen. In allen
phylogenetischen Analysen nimmt N. equitans die tiefste Position innerhalb der Archaea,
noch vor dem Verzweigungspunkt von Euryarchaeota und Crenarchaeota, ein. Gestiitzt wird
diese Positionierung bei allen Berechnungen durch Bootstrap-Werte von groBer 80%. Die
phylogenetische Position der iibrigen Organismen entspricht bei allen Berechnungen den aus
16S rRNA Sequenzdaten errechneten Baumtopologien. Die einzige Ausnahme bildet dabei
Methanopyrus kandleri, der in den auf 16S rRNA Sequenzen basierenden Stammbadumen die
tiefste Position innerhalb der Euryarchaeota einnimmt, hier jedoch zusammen mit
Methanothermobacter thermoautotrophicus clustert. Abb. 13 zeigt einen Stammbaum, der

nach der Maximum-Likelihood-Methode erstellt wurde.
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Arabidopsis thaliana

Eukarya

Saccharomyces cerevisiae
Nanoarchaeum equitans Nanoarchaeota

Pyrobaculum aerophilum

100 o Sulfolobus solfataricus Crenarchacota
100

Aeropyrum pernix

Pyrococcus abyssi

100

Pyrococcus horikoshii
98

Pyrococcus furiosus

Methanococcus jannaschii

Archaeoglobus ful gidus Euryarchaeota

Methanosarcina acetovorans

100 — Haloarcula marismortui
100

L Halobacterium sp.

Methanothermobacter thermoautotrophicus

Methanopyrus kandleri

Abb. 13: Phylogenetische Position von N. equitans innerhalb der Archaea. Der Stammbaum wurde mit Hilfe
der Maximum-Likelihood Methode erstellt und basiert auf einem Alignment von 35 ribosomalen Proteinen.
Die Zahlen geben Bootstrap-Werte in Prozent an. Maf3stab: 10 Austausche pro 100 Aminosaure-Positionen.
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D. Experimentelle Uberpriifung von Ergebnissen der

Genomanalyse

1.  Nachweis eines frans-spleilenden Mini-Inteins in der

DNA-Polymerase B von N. equitans

1.1.  Sequenzanalyse von PolN und PolC

Bei der Annotierung des Gesamtgenoms zeigte sich, dass die DNA abhingige DNA-
Polymerase B von N. equitans, anders als bei den meisten Archaeen (mit Ausnahme von
Methanothermobacter thermoautotrophicus; Kelman et al., 1999), nicht von einem einzelnen
Gen codiert wird, sondern von zwei partialen Genen. Diese sind getrennt durch 83,3 kb und in
unterschiedlicher Orientierung zueinander auf dem Genom lokalisiert (vgl. I11.C.2.4.5.). Die
ersten 676 Aminosduren werden im Leserahmen NEQO68 codiert, die restlichen 253
Aminosduren im Leserahmen NEQS528. Bei Sequenzvergleichen mit bekannten archaeellen
DNA-Polymerasen lassen sich fiir die 98 C-terminalen Aminoséuren von NEQO68 sowie fiir
die 31 N-terminalen Aminoséuren von NEQ528 keine homologen Bereiche erkennen (nicht
gezeigt). Diese terminalen Sequenzen weisen zusammen jedoch vier in Inteinen konservierte
Sequenzmotive (A, B, F und G) auf (Abb. 14). Es wurde vermutet, dass die C-terminalen
Aminosduren von NEQO68 und die N-terminalen Aminosduren von NEQS528 die beiden
Halften eines gespaltenen Mini-Inteins darstellen, das die Genprodukte von NEQO068 und
NEQ528 moglicherweise durch post-translationales, selbst-katalytisches Spleilen kovalent
miteinander verbinden konnte (Waters et al., 2003). Diese Vermutung wurde in den folgenden

Experimenten in vitro tiberpriift.
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Abb. 14 Alignment der 98 C-terminalen Aminosiurereste von NEQO68 und der 32 N-terminalen Aminosiurereste von NEQS528 mit den aus archaellen Inteinen
abgeleiteten Sequenzmotiven A,B,F und G. Konservierte Aminoséuren sind farbig gekennzeichnet. Position 130 entspricht der ersten Aminoséure des C-terminalen
Exteins (i.d.R. Cys, Ser oder Thr). Der Pfeil kennzeichnet den Ubergang von NEQ068 zu NEQ528. Sequenzdaten konservierter Inteinmotive wurden von der
Intein-Datenbank Inbase (Perler, 2002) bezogen.
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1.2.  Klonierung von polN und polC

Von genomischer DNA aus N. equitans wurde der ORF NEQO68, der fiir die N-terminale
Hilfte der DNA Polymerase B (PolN) codiert, sowie der fiir die C-terminale Hilfte der DNA
Polymerase B (PolC) codierende ORF NEQ528, mittels PCR amplifiziert. Dazu wurden die
Primer PoIN_F und PoIN R, bzw. PolC F und PolC R verwendet (siche Tab. 1). Die Primer
wurden so konstruiert, dass 9 Nukleotide vor dem Start-Codon von NEQO68 eine X#hol-
Schnittstelle, 10 Nukleotide nach dem Stop-Codon von NEQO68 eine BamHI-Schnittstelle, 7
Nukleotide vor dem Start-Codon von NEQS528 eine BamHI-Schnittstelle und anstelle des
Stop-Codons von NEQS528 eine  Xhol-Schnittstelle  eingefiigt wurde. Nach
Restriktionshydrolyse der PCR-Produkte mit BamHI und Xhol wurde das Gen fiir PoIN in den
mit BamHI/Xhol vorgeschnittenen Expressionsvektor pET16b kloniert, und dadurch mit
einem N-terminalen His-tag versehen. Das Gen fiir PolC wurde durch Ligation in den mit
BamHI/Xhol vorgeschnittenen Vektor pET25b mit einem C-terminalen His-tag fusioniert.

Die Plasmidinsertionssequenzen wurden zur Kontrolle vollstindig sequenziert und aus den
erhaltenen Sequenzen die folgenden zu erwartenden Molekulargewichte fiir die

Fusionsproteine abgeleitet:

Rekombinantes PoIN (inklusive His-tag): 701 Aminosduren | 82909,95 Da
Rekombinantes PolC (inklusive His-tag): 310 Aminosduren | 35759,88 Da

1.3.  Herstellung rekombinanter Untereinheiten

1.3.1. Expression in E. coli

Nach Transformation der konstruierten Expressionsplasmide in den E. coli Stamm BL21
(DE3) und Induktion mit IPTG konnte auch nach Senkung der Inkubationstemperatur von
37°C auf 30°C bzw. 25°C sowie nach Verldngerung der Inkubationszeit von 4 auf 16
Stunden, keine Uberexpression von PoIN oder PolC verzeichnet werden. Erst bei
Verwendung des E. coli Stammes Rosetta™ war die Uberexpression von PoIN und PolC

moglich. Optimale Proteinexpression wurde nach 16-stiindiger Induktion bei 25°C erzielt.
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1.3.2. Reinigung von PolN

Zur Reinigung von rekombinantem PoIN wurden 3g Zellmasse aufgeschlossen, und der
Grofteil der 16slichen E. coli-Proteine durch Inkubation bei 70°C und 90°C ausgefillt. Im
Zentrifugationsiiberstand war das thermostabile rekombinante Protein stark angereichert. Zur
Abtrennung weiterer E. coli Proteine sowie zur Aufkonzentration des rekombinanten PolN
folgte eine Affinititschromatographie an Ni*"-NTA. Gebundenes Protein wurde mit 2 ml
Elutions-Puffer (nativ) von der Sdule gewaschen, in 4 Fraktionen gesammelt und diese auf
einem SDS-Gel analysiert (Abb. 15). Auf dem Gel sind 2 Proteinbanden mit 83 und 75 kDa
zu erkennen. Western Blot Analyse mit gegen den His-tag gerichteten Antikdrpern zeigte,
dass beide Proteine den His-tag enthalten (nicht gezeigt). Dies legt nahe, dass es sich bei dem
grofleren Protein um intaktes PoIN handelt, wihrend das kleinere Protein vermutlich ein
proteolytisches Abbauprodukt von PolN ist. Die beiden ersten Eluat-Fraktionen, in denen der
Grofteil des rekombinanten PoIN enthalten war, wurden vereinigt und bei 4°C aufbewabhrt.

Insgesamt wurden 50 mg rekombinantes PoIN aufgereinigt.
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Abb. 15: Reinigungsstufen des rekombinanten PoIN in einem
Coomassie-gefiarbten 10%-igen SDS-Polyacrylamidgel. 1: Rohextrakt,
2,3: Hitzestabiler Proteiniiberstand nach Inkubation bei 70 bzw. 90°C,
4-7: Fraktionen  der  Ni*-NTA  Affinititschromatographie,
S: Molekulargewichtsstandard.
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1.3.3. Reinigung von PolC

Zur Reinigung von rekombinantem PolC wurde 3g Zellmasse aufgeschlossen, und E. coli-
Zellfragmente durch Zentrifugation entfernt. Es zeigte sich, dass rekombinantes PolC bereits
nach zehnminiitiger Inkubation bei 70°C ausfillt, so dass eine Vorreinigung des
Zellrohextraktes durch einen Hitzeschritt nicht moglich war. Zudem war der C-terminal
angefiigte His-tag im nativen PolC, offenbar bedingt durch die Tertidrstruktur des Proteins,
fir die Bindung an Ni*"-NTA nicht zuginglich. Deshalb wurde der Zellrohextrakt durch
Zugabe von 7,2 M Harnstoff denaturiert, und die Affinititschromatographie an Ni*'-NTA
unter denaturierenden Bedingungen durchgefiihrt. Das an die Sdule gebundene Protein wurde
mit 2 ml Elutionspuffer inklusive 7,2 M Harnstoff eluiert, in 4 Fraktionen gesammelt, und
diese auf einem SDS-Gel analysiert (Abb. 16A). In den Eluat-Fraktionen 2, 3 und 4 sind zwei
prominente Proteinbanden mit ca. 35 und 30 kDa zu erkennen. Durch Western Blot Analyse
(Abb. 16B) wurde gezeigt, dass beide Proteine den His-tag enthalten, so dass es sich bei dem
groBeren Protein um intaktes PolC, und bei dem kleineren Protein vermutlich um ein
proteolytisches Abbauprodukt von PolC handelt. Die Eluatfraktionen 3 und 4 wurden

vereinigt, und eine Proteinkonzentration von 30 mg/ml bestimmt.
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Abb. 16: Reinigungsstufen des rekombinanten PolC. A) Coomassie-gefarbtes 10%-iges SDS-Polyacrylamidgel,
B) Western Blot des in A gezeigten Gels mit gegen den His-Tag gerichteten Antikorpern. 1: Rohextrakt, 2-5:
Waschfraktionen der Ni?'-NTA-Sdule , 6-8: Eluatfraktionen der Ni*-NTA Affinitdtschromatographie,
S: Molekulargewichtsstandard.
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1.4.  Spleiflien des gespaltenen Inteins

Zum Nachweis der Splei-Aktivitit des gespaltenen Inteins wurden gereinigtes PoIN (in
nativem Elutionspuffer) und gereinigtes PolC (in Elutionspuffer mit 7,2 M Harnstoff) zu
gleichen Volumenanteilen gemischt, so dass die Harnstoffkonzentration im Ansatz 3,6 M
betrug. Der Ansatz wurde iiber Nacht bei 4°C vorinkubiert und dann durch rasches Mischen
in zehnfachem Volumen Splicing-Puffer verdiinnt, um die Renaturierung der Proteine zu
ermoglichen. Die Splei3-Reaktion wurde durch sofortige Inkubation des Ansatzes bei 37°C
gestartet. Bei Reaktionsbeginn sowie nach 30, 60, 90, 120 und 180 min. wurden Aliquots des
Ansatzes entnommen, die Reaktion in Eiswasser abgestoppt und die Proben anschlieBend auf
einem SDS-Gel (Abb. 17A) sowie im Western Blot analysiert (Abb. 17B). Bereits 30 min.
nach Reaktionsbeginn ist eine Proteinbande mit ca. 105 kDa zu erkennen, die im Verlauf der
Reaktion kriftiger wird. Gleichzeitig ist eine Intensititsabnahme der 35 kDa schweren PolC-
Bande iiber die Zeit zu beobachten, wihrend eine Abnahme des 83 kDa schweren PolNs, das
im Ansatz im UberschuB vorhanden war, nicht zu erkennen ist. Die GroBe des neu
entstandenen 105 kDa schweren Proteins entspricht der vorhersagbaren GrofBe des
Fusionsproduktes von PoIN mit PolC nach dem Herausspleilen der 11,5 kDa und 3,6 Da
schweren Inteinfragmente. Bei den ebenfalls auf dem Gel erkennbaren 75 kDa und 30 kDa
schweren Banden handelt es sich vermutlich um proteolytische Abbauprodukte von PoIN

bzw. PolC, die wegen ihres vorhandenen His-tags mit aufgereinigt wurden.
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Abb. 17: Herausspleilen des Inteins und Fusion von PoIN und PolC nach unterschiedlichen Inkubationszeiten.
A) Coomassie-gefirbtes 8%-iges SDS-Polyacrylamidgel, B) Western Blot des in A gezeigten Gels mit gegen den
His-Tag gerichteten Antikdrpern. 1-6: Spleiireaktion nach 0, 30, 60, 90, 120 und 180 Minuten, 7: PolIN, 8: PolC,
S: Molekulargewichtsstandard.
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2.  Untersuchung der ATPase von N. equitans

Die folgenden Arbeiten wurden im Labor von Prof. Dr. Volker Miiller unter Anleitung von

Astrid Lingl durchgefiihrt.

2.1. Nachweis von ATPase-Aktivitit in Membranen

N. equitans-Fermenterzellen, die wie unter II.A.4.3 beschrieben aufgereingt wurden, wurden
mittels French Press aufgeschlossen, und die Membranen durch Ultrazentrifugation
gewonnen. Aliquots des Zellrohextrakts, der gereinigten Membranen sowie der Cytoplasma-
Fraktion wurden in den Standardtest zur Bestimmung der ATPase-Aktivitit eingesetzt.
Enzymaktivitdt konnte im Rohextrakt und in den Membranen nachgewiesen werden. Fiir die
Membran-Fraktion wurde eine Volumenaktivitdt von 2 U/ml und eine spezifische Aktivitat
von 0,12 U/mg ermittelt. Die ATP-Spaltung in der Cytoplasma-Fraktion lag nicht signifikant
iber der durch die hohe Inkubationstemperatur bedingten physikalischen Hydrolyse des ATPs
(Abb. 18).
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Abb. 18: Spaltung von ATP durch ATPase-Aktivitit im Rohextrakt (),
gereinigten Membranen (M) und im Cytoplasma (A) von N. equitans-Zellen, sowie
durch thermische Hydrolyse (X).
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2.2.  Temperaturabhangigkeit der ATPase

Die ATPase-Aktivitidt der Membran-Fraktion wurde bei verschiedenen Temperaturen getestet.
Das Temperaturoptimum liegt bei etwa 90°C, und stimmt somit mit der optimalen
Wachstumstemperatur des Organismus iiberein. Bei Temperaturen unter 60°C und iiber

105°C wurde keine signifikante ATP-Spaltung beobachtet (Abb. 19).
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Abb. 19: Temperaturabhingigkeit der ATPase-Aktivitit aus N. equitans-
Membranen.

2.3. pH-Abhiingigkeit

Die ATPase-Aktivitit der gereinigten Membranen wurde im Bereich von pH 4-12 gemessen

(Abb. 20). Das Optimum lag bei pH 10.
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Abb. 20: Abhéngigkeit der ATPase-Aktivitit aus N. equitans-
Membranen vom pH-Wert.
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2.4. Abhangigkeit von Kationen und Anionen

Der Einfluss von Anionen und Kationen auf die ATPase-Aktivitit wurde unter
Standardbedingungen getestet. Es zeigte sich, dass durch die Anwesenheit von 10 bis 50 mM
SO;> die Aktivitit um ca. 30% gesteigert werden konnte. Die Anwesenheit von 5 mM SO42',
welches stimulierend auf andere archaeelle ATPasen wirkt (Searcy und Whatley, 1982;
Nanba und Mukohata, 1987), fiihrte zu einer Hemmung der Aktivitit um ca. 50%. Weiterhin
zeigte sich, dass zur ATP-Hydrolyse divalente Kationen wie Mg*" nétig sind. Mg”" kann
dabei durch Ca®", Mn*" und teilweise auch Zn*" ersetzt werden, wobei die Anwesenheit von
Mn*" zu einer 30% héheren und die Anwesenheit von Zn>" zu einer 30% geringeren Aktivitit

gegeniiber Mg*" oder Ca®" fithrt. Keine Aktivitit zeigte sich bei Zugabe von Ni*" oder Cu*".

2.5. Inhibitoren

Zur Ermittlung des Einflusses verschiedener spezifischer Inibitoren archaeeller ATPasen auf
die ATPase Aktivitit von N. equitans wurde in einem 1 ml Ansatz gereinigte Membranen
(Endkonzentration im Ansatz: 0,075 mg/ml Protein) mit unterschiedlichen Konzentrationen
von Dicyclohexylcarbodiimid (DCCD), Diethylstilbestrol (DES) bzw. dem DES Derivat
Hexestrol (jeweils gelost in Ethanol) fiir 30 min. bei 37°C vorinkubiert. AnschlieBend wurde
die Freisetzung von Orthophosphat unter Standardbedingungen bestimmt. Zur Kontrolle
wurde die ATPase-Aktivitidt in Ansdtzen gemessen, die anstatt des Inhibitors nur Ethanol

enthielten.
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membrangebundenen  ATPase
von N. equitans.
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(siehe Text).
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Die Enzymaktivitit konnte durch alle drei getesteten Inhibitoren effektiv gehemmt werden.
Dabei zeigte DES eine etwas schwéchere Wirkung als Hexestrol. Durch DCCD, welches den
IonenfluB durch die membrangebundene ATPase-Domine blockiert (und damit nur auf
ATPasen wirkt, bei denen A;- und Ap-Doméne noch in Verbindung stehen), konnte die
Enzymaktivitit nur zu maximal 45% gehemmt werden. Aus einer Auftragung der relativen
Enzymaktivititen gegen die Inhibitorkonzentration (Abb. 21) wurden die /5o-Werte zu 8 umol
Hexestrol/mg Protein, 36 umol DES/mg Protein und 125 pmol DCCD/mg Protein bestimmt.
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IV. Diskussion

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde in genomischer DNA der Co-Kultur KIN4/M ein
zweites 16S rRNA Gen nachgewiesen, das sich von dem des Ignicoccus sp. KIN4/I
unterscheidet. Vergleiche mit 16S rDNAs bekannter Mikroorganismen zeigten, dass dieses
16S rRNA Gen einem bisher unbekannten Vertreter der Archaea zuzuordnen ist.
Uberraschenderweise wies das neuartige 16S rRNA Gen eine Vielzahl von Basenaustauschen
auf, selbst in den als hochkonserviert geltenden Abschnitten, die gewohnlich als
Zielsequenzen fiir phylogenetische Sonden oder PCR-Primer genutzt werden (Hohn et al.,
2002). Dadurch lasst sich erkldren, weshalb diese 16S rDNA in fritheren Versuchen mittels
PCR nicht amplifiziert werden konnte. Trotz der Vielzahl an Mutationen entspricht die
rekonstruierte Sekundirstruktur der neuen 16S rRNA dem Standard-Strukturmodell einer
archaeellen 16S rRNA (Gutell et al., 1985; Woese, 1987). Mit Hilfe von Fluoreszenzfarbstoff-
markierten Oligonukleotiden, die zu Sequenzabschnitten der neuartigen 16S rRNA
komplementir sind, konnten die kleinen Kokken in der Kultur KIN4/M spezifisch angefarbt
und somit als bisher unbekannte Vertreter der Archaea identifiziert werden. Wegen ihrer
morphologischen Eigenschaften wurde den kleinen Kokken der Name Nanoarchaeum
equitans gegeben. Wie man aufgrund der ungewohnlichen 16S rDNA Sequenz erwarten
konnte, zeigten N. equitans-Zellen kein Fluoreszenzsignal mit Crenarchaeota- oder
Euryarchaeota-spezifischen Oligonukleotidsonden oder mit Sonden, die bisher als Archaea-
spezifisch oder universell fiir alle Organismen erachtet wurden.

Sowohl Sequenzvergleiche mit bekannten 16S rDNAs als auch die fiir die 16S rRNA von N.
equitans vorgeschlagene Sekundirstruktur belegen, dass dieser Organismus der Doméne
Archaea angehort. N. equitans kann jedoch keinem der drei bisher bekannten archaeellen
Reiche zugeordnet werden. Die 16S rRNA Sequenz weist nur maximal 81%
Ubereinstimmung mit bekannten 16S rRNA Sequenzen der FEuryarchaeota oder
Crenarchaeota und maximal 75% Ubereinstimmung mit denen der Korarchaeota auf. Der
phylogenetische Abstand von N. equitans zu jedem dieser drei Reiche liegt damit im selben
GroBlenbereich wie der phylogenetische Abstand der Reiche untereinander. Damit scheint es
gerechtfertigt, N. equitans einem vierten archaeellen Reich zuzuordnen, dem der Name
Nanoarchaeota gegeben wurde.

In 16S rRNA Stammbédumen, die nach Maximum-Likelihood-, Maximum-Parsimony- oder
Distance-Matrix-Methoden erstellt wurden, wird N. equitans stets als ein isolierter, sehr tief

abzweigender Ast innerhalb der archaeellen Domine dargestellt. Der Verzweigungspunkt
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variiert jedoch stark in Abhédngigkeit von der verwendeten Berechnungsmethode und kann
entweder an tiefster Position innerhalb der Euryarchaeota oder Crenarchaeota oder vor der
Aufspaltung dieser beiden Reiche liegen. Dass die Lage des Verzweigungspunktes auch in
den einzelnen Baumrekonstruktionen nur unzureichend definiert ist, kommt durch
insignifikant niedrige Bootstrap-Werte bei jeder Berechnungsmethode zum Ausdruck.
Ursache fiir die hohe Variabilitit des Verzweigungspunktes ist wahrscheinlich zum einen das
Fehlen ausreichend &hnlicher Vergleichssequenzen und zum anderen die Tatsache, dass
zahlreiche Austausche auch in hochkonservativen Bereichen der 16S rRNA Sequenz
stattgefunden haben, die sich in den verschiedenen Baumberechnungsverfahren
unterschiedlich stark auswirken. Der grofle phylogenetische Abstand zu den
nichstverwandten Sequenzen kann bei Baumrekonstruktionen zudem zu Artefakten in Form
langer, tief abzweigender Aste fiihren (Felsenstein, 1978; Hendy und Penny, 1989). Gut
belegt ist dies am Beispiel der Microsporidia, die wegen ihrer ungewdhnlichen 18S rRNA
Sequenz im phylogenetischen Baum an tiefster Position innerhalb der Eukarya abzweigen,
jedoch aufgrund anderer phylogenetischer und physiologischer Merkmale eindeutig den Fungi
angehoren (Germot et al., 1997; Hirt et al., 1999). Somit erscheint die phylogenetische
Position von N. equitans im 16S rRNA Stammbaum derzeit unsicher.

Neben ribosomalen RNAs wurden in den letzten Jahren auch die Aminosdure-Sequenzen
verschiedener Proteine zur Untersuchung der evolutiondren Verwandtschaft von
Mikroorganismen verwendet. Als besonders geeignet fiir solche Analysen haben sich in
jiingster Zeit konkatenierte Alignments ribosomaler Proteine erwiesen (Wolf et al., 2001;
Matte-Tailliez et al., 2002; Snel et al., 1999), weil deren Gene besonders selten durch
lateralen Gentransfer zwischen verschiedenen Organismen ausgetauscht werden (Wolf et al.,
2001). Um die phylogenetische Position von N. equitans weiter zu untersuchen, wurden
Stammbdaume von Konkatemeren ribosomaler Proteinsequenzen nach der Maximum-
Likelihood-, Maximum-Parsimony- und der Bayesian-Inference-Methode berechnet. In allen
Baumrekonstruktionen nimmt N. equitans, gestiitzt durch hohe Bootstrap-Werte, die tiefste
Position innerhalb der archaeellen Doméne ein, noch vor der Aufspaltung von Cren- und
Euryarchaeota. Dieses Ergebnis zeigt, auch gestiitzt durch die auf 16S rRNA Sequenzen
beruhenden Untersuchungen, dass es sich bei den Nanoarchaeota um ein sich friih innerhalb
der archaeellen Doméne abspaltendes Reich handelt. Von Nachteil ist bei dieser Methode
jedoch, dass sich die verfiigbaren Sequenzdaten ribosomaler Proteine nur auf Organismen

beschrinken, deren Gesamtgenom sequenziert wurde. Die Einbeziehung von Vertretern der
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Korarchaeota in die Baumberechnungen war somit nicht mdglich, konnte aber einen Einfluss

auf die phylogenetische Position von N. equitans haben.

Bei Anzucht der Co-Kultur aus Ignicoccus sp. KIN4/I und N. equitans in Serumflaschen oder
im GroBmalstab in 50 1- bzw. 300 I-Fermentern unter autotrophen Bedingungen und bei
geringer Durchgasungsrate (ca. 1 I/min H,/CO;) liegt die Endzellkonzentration sowohl der
Ignicoccus- als auch der N. equitans-Zellen zwischen 1x10’ und 3x10” Zellen pro ml.
Durchschnittlich ist dabei jede Ignicoccus-Zelle von zwei N. equitans-Zellen besetzt. Starke
Durchgasung der Fermenter-Kulturen mit ca. 20 lI/min H,/CO, oder H,/N,/CO, fiihrte
dagegen zu einer circa zehnfach hoheren Endzellkonzentration von N. equitans, wihrend die
Endzahl der Ignicoccus-Zellen unverdndert blieb. Gleichzeitig kann unter diesen
Bedingungen in der spitlogarithmischen Wachstumsphase das Auftreten einer groflen Zahl
freier N. equitans-Zellen beobachtet werden. Das verbesserte Wachstum von N. equitans ist
moglicherweise auf das durch die starke Durchgasung bedingte Austreiben von H,S, dem
metabolischen Endprodukt von Ignicoccus, zuriickzufiihren. Das Auftreten der freien N.
equitans-Zellen ist dagegen weitestgehend unverstanden. Denkbar wére eine passive
Ablosung als Folge von Scherkriften, verursacht durch die starke Durchgasung. Auch der
milde Einsatz von Ultraschall oder niedrige Konzentrationen von SDS fiihren zur Ablosung
der N. equitans-Zellen, was fiir eine relativ schwache Anheftung an die Ignicoccus-Zellen
spricht.

Die obligate Abhéngigkeit von N. equitans zu Ignicoccus sp. KIN4/I deutet auf ein
parasitisches oder moglicherweise symbiontisches Verhiltnis zwischen diesen beiden
Organismen hin. Symbiontische Vertreter innerhalb der Archaea wurden zuerst in den
Ordnungen der Methanobacteriales und der Methanomicrobiales gefunden. Hierbei handelt
es sich um Endosymbionten von Protozoen (Embley und Finlay, 1994). Bei den
Crenarchacota wurde bis jetzt lediglich das nicht kultivierbare Cenarchaeum symbiosum
beschrieben, das in einem Schwamm nachgewiesen wurde (Preston et al., 1996). Alle diese
symbiontischen Archaeen sind mesophil oder psychrophil; hyperthermophile Symbionten
oder Parasiten waren bislang unbekannt. Auch innerhalb der Bacteria sind viele obligat
symbiontische oder parasitische Organismen bekannt, wie beispielsweise die mit Insekten in
Symbiose lebenden Gattungen Buchnera und Wigglesworthia sowie die obligat parasitischen
Vertreter der Gattungen Mycoplasma, Rickettsia, Treponema und Borrelia. Die Genome
vieler dieser Bakterien sind vor allem aufgrund ihrer medizinischen Bedeutung sequenziert

und detailliert untersucht worden (Fraser et al., 1995; Fraser et al., 1997; Andersson et al.,
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1998; Fraser et al., 1998; Shigenobu et al., 2000; Akman et al., 2002). Kennzeichnend fiir
diese Organismen ist, dass sie im Zuge der Anpassung an ihren Wirtsorganismus eine
Vielzahl von metabolischen und biochemischen Féhigkeiten verloren haben. Das dufert sich
auch in den geringen Genomgréfen dieser Organismen. So besitzt beispielsweise
Mycoplasma genitalium mit 590 kbp das bislang kleinste bei einem Prokaryonten bekannte
Genom (Fraser et al., 1995).

Das Genom von N. equitans ist mit circa 490 kbp noch um 100 kbp kleiner ist als das von M.
genitalium. Die Auswertung der Genomdaten lieferte weitere Belege fiir die obligat
parasitische oder symbiontische Lebensweise von N. equitans. Wie bei Mycoplasma
genitalium, Rickettsia prowazekii und Treponema pallidum tehlen bei N. equitans nahezu alle
bekannten Gene, die zur de novo Synthese von Aminosduren, Nukleotiden und Cofaktoren
bendtigt werden. Zudem fehlen N. equitans Gene, die fiir Enzyme der Lipidsynthese codieren.
Das ist beispielsweise auch bei Buchnera sp. APS und teilweise bei M. genitalium der Fall
(Shigenobu et al., 2000; Fraser et al., 1995). Demnach ist N. equitans wahrscheinlich darauf
angewiesen, diese Substanzen von seinem Wirt zu beziehen. Dafiir sprechen auch erste
experimentelle Ergebnisse, wie beispielsweise die Analyse der Zellmembranen von
Ignicoccus sp. KIN4/I und N. equitans. Diese hat gezeigt, dass die in den Membranen der
beiden Organismen enthaltenen Lipide qualitativ identisch sind (Jahn, 2003).

Unverstanden bleibt dagegen die Art der Energiegewinnung von N. equitans. Es konnten
keine Gene gefunden werden, die fiir bekannte Enzyme der Glycolyse, des Pentose-Phosphat-
Wegs, des Tricarbonsdure-Zyklus oder anderer bekannter ATP liefernder Stoffwechselwege
codieren. Darin unterscheidet sich N. equitans von anderen Parasiten mit kleinen Genomen.
Wihrend beispielsweise M. genitalium oder T. pallidum durch
Substratkettenphosphorylierung Energie gewinnen (Fraser et al., 1995; Fraser et al., 1998),
nutzen Buchnera sp. APS und R. prowazekii Elektronentransportphosphorylierung zur ATP-
Synthese (Shigenobu et al., 2000; Andersson et al., 1998). Bei N. equitans wurden ebenfalls
einige hypothetische Komponenten einer Elektronentransportkette identifiziert, die vermuten
lassen, dass N. equitans moglicherweise einen lonengradienten zur Energiegewinnung
erzeugen kann. Daneben wurden fiinf Gene gefunden, die fiir die katalytischen Untereinheiten
A und B, den ,Stiel“ (Untereinheit D) und die membrangebundenen Komponenten
(Untereinheiten I und K) einer archaeellen ATP-Synthase codieren. Diese minimale ATPase
ist wesentlich einfacher gebaut als die bisher bekannten archaeellen ATPasen, die wie das aus
Methanococcus jannaschii gereinigte Enzym (Lingl et al., 2003) aus mindestens neun

Untereinheiten bestehen. Erste Experimente sprechen dafiir, dass die ATPase von N. equitans
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dennoch katalytisch aktiv ist. So wurde in gereinigten Membranen von N. equitans eine ATP-
spaltende Enzymaktivitit nachgewiesen, deren Temperatur-Optimum bei 90°C und deren pH-
Optimum bei pH 10 liegt. Diese Aktivitdt konnte durch verschiedene spezifische ATPase-
Inhibitoren gehemmt werden, wodurch ausgeschlossen wurde, dass der ATP-Verbrauch auf
andere membrangebundene Enzyme wie beispielsweise ABC-Transporter zuriickzufiihren ist.
Ahnlich wie bei anderen A-Typ ATPasen wurde die Enzymaktivitit durch Sulfit gesteigert
und war von der Anwesenheit divalenter Kationen wie Mg®*, Mn*", Ca®" und Zn>" abhingig
(Inatomi, 1986; Hochstein und Stan-Lotter, 1992; Dirmeier et al., 2000). Zukiinftige Versuche
miissen noch zeigen, ob die ATPase von N. equitans auch als Synthase fungieren kann und
damit in der Lage ist, einen Protonen- (oder Natriumionen-) Gradienten zur Synthese von
ATP zu nutzen.

Von einigen parasitischen Mikroorganismen, wie beispielsweise Rickettsia, Chlamydia oder
dem obligat parasitischen Eukaryonten Encephalitozoon cuniculi, ist bekannt, dass sie in der
Lage sind, ATP direkt von ihrer Wirtszelle zu beziehen (Andersson et al., 1998; Stephens et
al., 1998; Katinka et al., 2001). In Anbetracht der wenigen Gene, die fiir einen eigenen
Metabolismus sprechen, wire das auch fiir N. equitans denkbar. Gene, die fiir eine bekannte
ADP/ATP Translokase codieren, konnten jedoch nicht identifiziert werden. Obwohl M.
equitans in der Lage sein muss, eine Vielzahl unterschiedlicher Schliisselmetabolite von
seinem Wirt zu beziehen, wurden lediglich die Gene von sechs membrangebundenen
Transportern identifiziert. Auch wenn man davon ausgeht, dass einige dieser Enzyme, dhnlich
wie viele der bei M. genitalium gefundenen Transporter, verschiedene strukturverwandte
Substrate erkennen konnen (Paulsen et al., 1998), erscheint diese Zahl nicht ausreichend, um
alle bendtigten Metabolite zu importieren. Wie der Stofftransport von Ignicoccus zu N.
equitans funktioniert, sollte daher Gegenstand zukiinftiger Untersuchungen sein. Ob es sich
bei N. equitans um einen symbiontischen oder rein parasitischen Organismus handelt, kann
anhand der Genomsequenz nicht mit letzter Gewissheit gekldrt werden. Anders als bei
Buchnera sp. APS, die ebenfalls von ihrem Blattlaus-Wirt Nukleotide, Cofaktoren, Lipide und
Metabolite bezieht, ithren Wirtsorganismus aber gleichzeitig mit essenziellen Aminosduren
versorgt (Shigenobu et al., 2000), ldsst das Genom von N. equitans auf keinen
offensichtlichen Nutzen flir Ignicoccus schliefen. Unter Laborbedingungen ist Ignicoccus sp.
KIN4/I in seinem Wachstum nicht von N. equitans abhidngig. Man kann jedoch nicht
endgiiltig ausschliefen, dass die Anwesenheit von N. equitans im natiirlichen Biotop fiir

seinen Wirt von Vorteil ist.



Diskussion 89

Im Gegensatz zu der geringen Zahl von ,,Haushaltsgenen besitzt N. equitans einen allem
Anschein nach vollstindigen Satz von Genen, die fiir eine ,,Informationsverarbeitung* und
einen Zellzyklus benotigt werden. Folglich sollte dieser Organismus zur eigenstdndigen
Genomreplikation, Genexpression, Proteinsynthese und Zellteilung befdhigt sein. Anders als
die meisten bekannten Mikroorganismen mit reduzierten Genomen ist N. equitans mit einer
Vielzahl von anscheinend intakten DNA-Reparatur- und Rekombinationsenzymen
ausgestattet. Aufgrund der hohen Wachstumstemperatur von 90°C, bei der es vermehrt zu
Schadigungen der DNA, beispielsweise durch Strangbriiche, hydrolytische Desaminierung
von Cytosin und Adenin, hydrolytische Depurinierung, Oxidation von Guanin oder
Methylierungungen von Basen und Phosphatresten kommt (Lindahl, 1993), konnte der
Verlust von Reperaturenzymen fiir N. equitans letal sein (Grogan, 2000).

Die fiir Replikation und Zellzyklus benétigte Enzymausstattung &hnelt bei N. equitans
grofBtenteils der von Euryarchaeota und enthédlt Komponenten, die bei den bisher untersuchten
Vertretern der Crenarchaeota fehlen. Dazu zdhlen DNA Polymerase II (Cann et al., 1998),
Histone und zwei Kopien der GTPase FtsZ, die bei der Zellteilung von Euryarchaeota und
Bacteria eine wichtige Rolle spielt (Bernander, 2000). Andere Eigenschaften des N. equitans
Genoms sind dagegen typischer fiir Crenarchaeota, wie beispielsweise das Vorhandensein von
Introns in vier tRNA Genen (David E. Graham, personliche Mitteilung). Dies steht im
Einklang mit den phylogenetischen Untersuchungen, die fiir eine friihzeitige Abspaltung von
N. equitans von der gemeinsamen Entwicklungslinie von Cren- und Euryarchaeota sprechen.
Uberraschenderweise konnten die Gene dreier tRNAs (fiir Glutamat, Histidin und
Tryptophan) im Genom von N. equitans nicht nachgewiesen werden. Mdglicherweise
besitzen diese tRNAs ungewohnliche Sequenzen oder Sekunddrstrukturen und wurden
deshalb von dem verwendeten Suchalgorithmus nicht erkannt. Es wire aber auch denkbar,
dass N. equitans die fehlenden tRNAs von Ignicoccus bezieht oder dass einzelne tRNAs
beispielsweise durch unterschiedliche Nukleotidmodifikationen oder durch Basenaustausche
im Anticodon eine duale Aminosdure-Spezifitdt erhalten, wie es bei den Mitochondrien von
einigen Protozooen oder von Beuteltieren der Fall ist (Kapushoc et al., 2000; Morl et al.,

1995).

Die Genausstattung von N. equitans, die fiir Enzyme der Replikation, Transkription,
Translation, DNA-Reparatur und RNA-Modifikation codiert, entspricht weitestgehend der
von rezenten Archaeen. Das Fehlen von Genen des Metabolismus und von primédren

Biosynthesewegen, von denen man annimmt, dass sie bereits im letzten gemeinsamen
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Vorfahren aller Archaea vorhanden waren (Woese, 1998; Lazcano und Miller, 1999), spricht
fiir die sekundire Reduktion des Genoms. Genomreduktion ist ein bei obligat parasitischen
oder symbiontischen Mikroorganismen héufig beobachtetes Phidnomen. Derartige
Reduktionsprozesse konnen verstirkt auftreten, wenn die geringe GenomgrofB3e
Selektionsvorteile wie beispielsweise eine schnellere Genomreplikation oder eine
Verkleinerung des Zellvolumens mit sich bringt (Andersson und Kurland, 1995). Ein weiterer
Grund wird darin gesehen, dass solche Organismen héufig in kleinen Populationen leben und
daher kaum Gelegenheit zum Austausch genetischer Information durch horizontalen
Gentransfer haben (Moran, 1996). Mutationen konnen deshalb weniger héufig durch
homologe Rekombination riickgéngig gemacht werden, so dass sich im Genom dieser
Organismen Deletionsmutationen anhdufen. Dieser Effekt, der als ,Miiller’s Sperrrad*
bezeichnet wird, wird oft zusétzlich durch den Verlust von DNA-Reperaturenzymen verstirkt
(Moran und Wernegreen, 2000). Auf diese Weise inaktivierte Gene bleiben in Form
sogenannter ,,Pseudogene’ noch eine gewisse Zeit erhalten, bevor sie im Laufe der Evolution
durch weitere Deletionsereignisse aus dem Genom entfernt werden. Wiahrend beispielsweise
bei R. prowazekii etwa 70% des Genoms aus nicht-codierenden Sequenzen oder Pseudogenen
besteht (Andersson und Andersson, 2001), wurden bei N. equitans lediglich zwei
hypothetische Pseudogene gefunden. Mit einem codierenden Anteil von 95% =zéhlt das
Genom von N. equitans sogar zu den kompaktesten der bisher bekannten mikrobiellen
Genome. Die geringe Anzahl von Pseudogenen und der hohe Anteil codierender DNA lassen
vermuten, dass fiir N. equitans der Prozess der Genomreduktion schon seit ldngerer Zeit
abgeschlossen und damit das Genom aus evolutionérer Sicht stabil ist.

Reduzierte Genome obligater Parasiten oder Symbionten weisen hdufig die Spuren
zahlreicher Genomumordnungen in Folge interchromosomaler Rekombinationsereignisse,
Gendeletionen und -inversionen auf. Auch im Genom von N. equitans finden sich Hinweise
auf solche Prozesse. Dazu zihlt beispielsweise, dass die Gene der ribosomalen RNAs nicht in
einem Operon angeordnet sind, sondern sich, dhnlich wie bei verschiedenen Rickettsia und
Mycoplasma Spezies, mehrere tausend Basenpaare entfernt voneinander auf dem Genom
befinden (Andersson et al., 1999; Chen und Finch, 1989; Taschke und Herrmann, 1986).
Auch andere Gene, die iiblicherweise in hochkonservierten Gen-Clustern organisiert sind, wie
z.B. die Gene der ribosomalen Proteine, ATPase Untereinheiten oder RNA-Polymerase
Untereinheiten, sind im Genom von N. equitans weit verstreut. Dies kann als Beleg fiir eine

Reihe von Genomumordnungen interpretiert werden (Andersson und Kurland, 1998).
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Eine Besonderheit stellt die groBe Zahl gespaltener Gene im Genom von N. equitans dar.
Dabei handelt es sich um Gene, deren Produkt von zwei Leserahmen codiert wird, die auf
dem Genom durch mehrere tausend Basenpaare getrennt sind. In den meisten verfligbaren
archaeellen Genomen werden fusionierte Versionen dieser Gene codiert. Da es sich bei den
Produkten der gespaltenen Gene sehr haufig um essenzielle Komponenten der Transkriptions-
oder Translationsmaschinerie handelt, kann man davon ausgehen, dass diese Gene exprimiert
werden und funktionelle Untereinheiten der entsprechenden Enzyme bilden. Diese Annahme
konnte von Ivan Ahel am Beispiel der gespaltenen Alanyl-tRNA-Synthetase bestétigt werden,
deren separat exprimierte Untereinheiten katalytisch inaktiv sind, gemeinsam aber ein aktives
Enzym bilden (Waters et al., 2003). Bei mindestens der Hélfte aller im N. equitans Genom
gefundenen gespaltenen Gene liegt die Spaltstelle zwischen funktionellen Doménen der
codierten Proteine. Wenn man davon ausgeht, dass moderne Multi-Doménen Proteine durch
die Fusion der einzelnen Domédnen auf Genebene entstanden sind (Doolittle, 1978; Gilbert,
1987), konnten zumindest einige der gespaltenen Gene von N. equitans fir evolutionire
Vorstufen komplexer Proteine codieren. Hier konnte die gespaltene Reverse Gyrase von N.
equitans von besonderem Interesse sein. Man geht davon aus, dass dieses Enzym, das bisher
ausschlieBlich bei hyperthermophilen Organismen gefunden wurde (Forterre, 2002) und die
Bildung positiver Supercoils in DNA katalysiert, durch die Fusion einer Helicase- mit einer
Topoisomerase-Doméne entstanden ist (Confalonieri et al., 1993; Forterre, 1996). Es wurde
spekuliert, dass die Fusion beider Doménen eine Voraussetzung fiir die Entstehung der
hyperthermophilen Lebensweise war, die demnach sekundér entstanden wire (Forterre et al.,
1995; Forterre et al., 2000). In Anbetracht der tiefen phylogenetischen Position von N.
equitans konnte die Anwesenheit einer Reversen Gyrase, die aus einer separat codierten
Helicase- und Topoisomerase-Doméne besteht, dagegen fiir eine entwicklungsgeschichtlich
frithe Entstehung der Hyperthermophilie sprechen.

Einige der gespaltenen Gene von N. equitans konnten andererseits auch sekundir, als Folge
von Mutationen, Insertionen oder Genomumordnungen entstanden sein (Stoltzfus et al.,
1997). Dazu zdhlen beispielsweise die Gene fiir Topoisomerase I, Alanyl-tRNA-Synthetase
oder DNA-Polymerase B, bei denen die Spaltstelle innerhalb funktioneller Proteindoménen
liegt.

Wihrend die meisten Produkte gespaltener Gene in N. equitans Untereinheiten funktioneller
Enzyme zu bilden scheinen, die nicht kovalent miteinander verkniipft sind, stellt die
gespaltene DNA-Polymerase B diesbeziiglich eine Ausnahme dar. Dieses Enzym wird bei V.

equitans von den zwei Leserahmen NEQO68 und NEQ528 codiert, die auf dem Genom



Diskussion 92

getrennt durch 83,3 kb und in unterschiedlicher Orientierung zueinander angeordnet sind.
Beide Genprodukte besitzen an ihren C-terminalen (NEQO068) bzw. N-terminalen (NEQ528)
Enden zusitzliche Aminosduresequenzen, die zusammengesetzt ein 129 Aminosdurereste
langes Mini-Intein ergeben. Als Inteine bezeichnet man Peptidsequenzen, die ,,in-frame* in
der Sequenz eines Vorgingerproteins eingebettet sind, sich in einer post-translationalen
Spleifireaktion autokatalytisch aus diesem Protein herausschneiden und dabei die beiden als
Exteine bezeichneten Hélften des Proteins durch eine Peptidbindung miteinander verkniipfen
(Perler et al., 1994). Die meisten der circa 150 bisher bei Bakterien, Archaeen und
Eukaryonten gefundenen Inteine (Perler, 2002) haben Lingen von 400 bis 500
Aminosdureresten und besitzen zusdtzlich eine Homing-Endonukleaseaktivitit, die sie zu
mobilen genetischen Elementen macht, die sich nach horizontalem Transfer in ein
Empfingergenom integrieren konnen. Fehlt diese Homing-Endonuklease, spricht man von
einem Mini-Intein (Derbyshire et al., 1997). Die Sequenzen bekannter Mini-Inteine weisen
untereinander nur wenig Sequenziibereinstimmung auf, mit Ausnahme von vier
Sequenzmotiven, die zu einem geringen, aber signifikanten Mal} konserviert sind (Perler et
al., 1997; Duan et al., 1997; Derbyshire et al., 1997; Klabunde et al., 1998; Shingledecker et
al., 1998). Diese vier Motive A, B, F und G wurden in den beiden Sequenzhilften des Mini-
Inteins von N. equitans identifiziert, wobei sich die Motive A und B auf dem N-terminalen
und die Motive F und G auf dem C-terminalen Fragment befinden. Es konnte bereits an
einigen Beispielen in vivo und in vitro gezeigt werden, dass man Inteine kiinstlich in zwei
Teile spalten kann, ohne dass diese dabei ihre Splei-Aktivitdt verlieren (Southworth et al.,
1998; Shingledecker et al., 1998; Mills et al., 1998; Wu et al., 1998b). Ein natiirlich
vorkommendes gespaltenes Intein mit trans-spleiBender Aktivitit wurde jedoch erst einmal
im DnaE Protein des Cyanobakteriums Synechocystis sp. PCC6803 beschrieben (Wu et al.,
1998a). Durch in vitro Experimente mit rekombinanten Genprodukten von NEQO068 und
NEQ528 konnte gezeigt werden, dass auch die beiden Teile des gespaltenen Mini-Inteins von
N. equitans die kovalente Verknilipfung der zwei Polymerase-Halften katalysieren und dabei
selbst aus der Proteinsequenz herausgespleiit werden. Ob die kovalente Verkniipfung der
beiden Polymerasehélften eine Voraussetzung fiir die katalytische Aktivitit dieses Enzyms ist,
wurde nicht experimentell untersucht. Das Intein unterbricht jedoch ein als Region I
bezeichnetes, in der ,,Hand“-Doméne von Typ B DNA-Polymerasen hochkonserviertes
Sequenz-Motiv (Wang et al., 1989). Bei der DNA-Polymerase B von Thermococcus litoralis,
die ein 400 Aminosdurereste langes (nicht-unterbrochenes) Intein an exakt der gleichen

Position enthélt, ist das SpleiBen Voraussetzung fiir die katalytische Aktivitit der DNA-
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Polymerase (Perler et al., 1992). Man kann deshalb davon ausgehen, dass auch bei der DNA-
Polymerase von N. equitans erst die Verkniipfung der beiden Exteine zur Aktivitdt des
Enzyms fiihrt. Da alle bisher bei Archaeen gefundenen Inteine durchgehende Sequenzen
aufweisen, kann man annehmen, dass sich auch das gespaltene Intein von N. equitans von
einem urspriinglich ununterbrochenen Intein abgeleitet hat. Vermutlich wurde das Gen der
DNA-Polymerase B durch eine Insertion oder durch eine Umordnung des Genoms innerhalb

der Inteinsequenz gespalten.

N. equitans ist das erste obligat parasitische/ symbiontische hyperthermophile Archaeon, das
bisher kultiviert wurde. Die Analyse seines Genoms spricht dafiir, dass dieser Organismus
sich bereits frithzeitig innerhalb der archaeellen Entwicklungslinie von einem wahrscheinlich
freilebenden Organismus mit grolerem Genom abgeleitet hat. Aufgrund seiner
ungewOhnlichen 16S rRNA Sequenz ist N. equitans bei PCR-basierten Untersuchungen von
Mikrobenpopulationen in Umweltproben lange Zeit unentdeckt geblieben. Um einen ersten
Einblick in die natiirliche Verbreitung von N. equitans und moglicher verwandter Organismen
zu erhalten, wurden Sediment- und Wasserproben aus unterschiedlichen marinen und
kontinentalen Hochtemperatur-Biotopen mit Hilfe modifizierter PCR-Primer untersucht. In
der Probe eines vom Ostpazifischen Riicken stammenden Black Smoker Fragments konnte
dabei nochmals die 16S rDNA Sequenz von N. equitans nachgewiesen werden. Aullerdem
wurden aus den Sedimentproben eines terrestrischen Heilwasser-Tlimpels in der Caldera
Uzon (Kamtschatka) sowie des Obsidian Pools (Yellowstone National Park, USA) zwei
neuartige 16S rDNA Sequenzen amplifiziert, die als CU1 bzw. OP9 bezeichnet wurden. Beide
Sequenzen weisen, wie auch die 16S rDNA Sequenz von N. equitans, Basenaustausche in
nahezu allen als konserviert geltenden ,Primer-Regionen* auf. Uberraschenderweise
unterscheiden sich die Mutationen der neu entdeckten 16S rDNAs vielfach auch von denen in
der 16S rDNA Sequenz von N. equitans. Phylogenetische Analysen zeigten, dass beide
Sequenzen dennoch eindeutig dem Reich Nanoarchaeota zuzuordnen sind. Die CUI- und
OP9-Sequenz weisen lediglich 83% Sequenziibereinstimmung mit der 16S rRNA von N.
equitans auf, die zugehorigen Organismen sind demnach nur entfernt mit N. equitans
verwandt. Lichtmikroskopische Untersuchungen und Ganzzellhybridisierungen mit
fluoreszenzmarkierten Sonden, die anhand der CUI-Sequenz entwickelt wurden, weisen
darauf hin, dass es sich bei diesen kontinentalen Vertretern der Nanoarchaeota ebenfalls um
kleine Kokken handelt, die in engem Kontakt zu einer Thermoproteus Spezies leben. Eine

parasitische oder symbiontische Lebensweise konnte moglicherweise ein weit verbreitetes



Diskussion 94

Merkmal innerhalb der Nanoarchaeota sein. Der Nachweis von Vertretern dieses Reiches in
marinen Hydrothermalsystemen im Atlantik und im Pazifik sowie in kontinentalen heiflen
Quellen auf Kamtschatka und in den USA spricht fiir eine weite Verbreitung der
Nanoarchaeota, die moglicherweise aufgrund ihrer parasitischen/ symbiontischen
Lebensweise eine bedeutende okologische Rolle in Hochtemperatur-Biotopen spielen. Dass
die Vertreter dieser Organismengruppe in fritheren Umweltanalysen iibersehen wurden, weist
auf eine bislang wenig beachtete Schwachstelle des rRNA-Konzepts hin: Die als ,,universell*
erachteten 16S rDNA spezifischen PCR-Primer wurden anhand von Sequenzinformationen
aus kultivierten Mikroorganismen entwickelt. Diese machen jedoch wahrscheinlich weniger
als ein Prozent der gesamten mikrobiellen Artenvielfalt aus (Ward et al., 1990; Amann et al.,
1995). Es ist also nicht verwunderlich, dass Mikroorganismen mit abweichenden 16S rDNA
Sequenzen existieren, die folglich nicht von den standardméBig verwendeten Primern erfasst
werden. Die Verwendung PCR-unabhidngiger Nachweismethoden wie Southern Blot-
Analysen sowie die Entwicklung neuartiger, innovativer Anreicherungs- und
Kultivierungstechniken, wie z.B. beschrieben von Zengler et al. (2002), stellen Moglichkeiten

zur Entdeckung solcher Organismen dar.
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V. Zusammenfassung

Aus einer rekonstituierten Co-Kultur von Ignicoccus sp. KIN4/I mit anhaftenden kleinen
Kokken wurde ein neuartiges archaeelles 16S rRNA Gen isoliert. Dieses weist
Basenaustausche in nahezu allen als konserviert geltenden Sequenzbereichen auf und konnte
deshalb in zuvor durchgefiihrten PCR-Analysen mit universellen und archaea-spezifischen
Standardprimern nicht nachgewiesen werden. Durch in situ Hybridisierungen mit neu
entwickelten fluoreszenzmarkierten Sonden wurden die kleinen an Ignicoccus sp. KIN4/I
anhaftenden Kokken spezifisch gefirbt. Auf diese Weise wurde ein neuer Vertreter der
Archaea identifiziert, dem der Name Nanoarchaeum equitans gegeben wurde.
Phylogenetische Analysen von 16S rRNA wund konkatenierten Aminosiduresequenzen
ribosomaler Proteine zeigten, dass N. equitans einem bisher unbekannten, als Nanoarchaeota
bezeichneten vierten Reich der Archaea angehort, das im Stammbaum der Archaea sehr tief
abzweigt.

Darauf wurden Primer fiir die spezifische Amplifikation der 16S rDNA von Vertretern der
Nanoarchaeota entworfen. In Sedimentproben terrestrischer Heilwassertimpel im
Yellowstone Nationalpark (USA) und in der Uzon Caldera (Kamtchatka) konnten damit zwei
weitere Nanoarchaeota-verwandte 16S rRNA Sequenzen nachgewiesen werden. Durch
Ganzzellhybridisierungen wurde die Morphologie der zugehdrigen Organismen bestimmt.

Im Genom von N. equitans (sequenziert von der Firma Diversa) konnten durch
Datenbankvergleiche mit bekannten archaeellen Genomen 552 fiir Proteine codierende Gene
und 52 Gene stabiler RNAs identifiziert und deren Funktion annotiert werden. Durch die
Auswertung der Genomdaten wurde belegt, dass es sich bei N. equitans um ein obligat
parasitisches oder symbiontisches Archaeon mit einem reduzierten Genom handelt.

In den fiir die zwei Untereinheiten der DNA-Polymerase B codierenden Genen wurden die
Teilsequenzen eines gespaltenen Mini-Inteins identifiziert. Durch Experimente mit
rekombinanten DNA-Polymerase Untereinheiten konnte das Spleilen des Inteins in vitro
gezeigt werden.

Die bei der Genomanalyse annotierte ATPase von N. equitans unterscheidet sich von den
bisher bekannten A;Ao-Typ ATPasen durch die geringere Anzahl von Untereinheiten. In
gereinigten Membranen von N. equitans konnte die Aktivitit der ATPase nachgewiesen und

naher charakterisiert werden.
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VI. Anhang

Tab. 13: Annotierte Proteine von N. equitans

Fiir jede CDS wird die vorhergesagte
Proteinfunktion aufgelistet. In
Klammern ist der archaeelle
Vergleichsorganismus mit dem ndchst

ahnlichen homologen Protein
angegeben.

Vergleichsorganismen innerhalb der
Euryarchaeota:

Archaeoglobus fulgidus VC-16

Ferroplasma acidarmanus

Halobacterium sp. NRC-1
Methanocaldococcus jannaschii JAL-1
“Methanococcus jannaschii”

Methanopyrus kanderli AV19
Methanosarcina acetivorans C2A
Methanothermobacter thermautotrophicus .H

“Moeth

terium ther ophicum”
Pyrococcus abyssi GES

Pyrococcus furiosus DSM 3638
Pyrococcus horikoshii OT3

Thermoplasma acidophilum

Thermoplasma volcanium GSS1
Vergleichsorganismen innerhalb der
Crenarchaeota:

Aeropyrum pernix K1

Pyrobaculum aerophilum IM2

Sulfolobus solfataricus

Sulfolobus tokodaii

Amino acid biosynthesis

Aromatic amino acid family

NEQ192 Prephenate dehydrogenase/ chorismate
mutase/prephenate dehydratase
[A.fulgidus)

Glutamate family

NEQI126 Glutamyl-tRNAGIn  amidotransferase,
subunit D [P. horikoshii]

NEQ245  Glutamyl-tRNAGIn  amidotransferase,
subunit E [S. tokodaii] SPLIT, see
NEQ396

NEQ396  Glutamyl-tRNAGIn  amidotransferase,
subunit E [M. jannaschii] SPLIT, see
NEQ245

NEQI185 Glutamyl-tRNAGIn/aspartyl-tRNAAsn
amidotransferase, subunit B [A. fulgidus]

NEQ360 Glutamyl-tRNAGIn/aspartyl-tRNAAsn
amidotransferase, subunit A [A. fulgidus]

NEQS513 Glutamyl-tRNAGIn/aspartyl-tRNAAsn
amidotransferase, subunit C [A. fulgidus]

Coenzyme Biosynthesis

NEQ367 Nicotinamide mononucleotide
adenylyltransferase [S. tokodaii]

Cell envelope

Biosynthesis and degradation of
surface polysaccharides and

lipopolysaccharides

NEQO12 Glycosyltransferase [M. acetivorans)

NEQO025 Mannose-1-phosphate guanylyltransferase
[A. fulgidus]

NEQO61 UDP-N-acetylglucosamine-
dolichylphosphate-
N-acetylglucosaminephosphotransferase
[S. solfataricus]

NEQ155 Oligosaccharyl transferase [P. furiosus)]

NEQ172 Glycosyltransferase [P. horikoshii)

NEQ195 Glycosyltransferase [S. tokodaii)

Surface structures
NEQ300 Hypothetical surface layer protein [M.
Jjannaschii]

Cellular processes

Cell division

NEQ119 Septum site-determining protein [P.
furiosus]

NEQI133 Cell division protein FtsZ [P. horikoshii)

NEQ473 Cell division protein FtsZ [A. fulgidus]

NEQ475 Cell division control protein (CDC48;
AAA family ATPase) [P. furiosus]

Detoxification
NEQO11 Superoxide reductase [P. horikoshii]
NEQ191 Thioredoxin peroxidase [M. jannaschii]

DNA metabolism

Chromosome-associated

proteins

NEQ288 Histone protein [M. jannaschii]

NEQ348 Histone protein [M. jannaschii]

NEQ363 DNA-binding protein [P. horikoshii]

NEQS538 Histone deacetylase/aminohydrolase [P.
aerophilum]

DNA replication, recombination

and repair

NEQ282 DNA replication initiation protein (MCM
family) [M. thermoautotrophicum)

NEQO57 Cell division control protein 6 related [S.
tokodaii)

NEQO03 ATP-dependent RNA helicase [P. abyssi];
SPLIT See NEQ409.

NEQ409 ATP-dependent RNA helicase [P.furiosus]

SPLIT see NEQ003
NEQ007 Os-Methylguanine DNA—protein-
cysteine S-methyltransferase [P.

aerophilum]

NEQO045 DNA topoisomerase I [P. horikoshii]
SPLIT see NEQ324.

NEQ324 DNA topoisomerase I [P. horikoshii]
SPLIT see NEQ045

NEQO63 Ribonuclease HII [P. aerophilum]

NEQO068 DNA-Directed DNA polymerase B [P.
furiosus] SPLIT see NEQ528.

NEQ528 DNA-Directed DNA polymerase B [P.
Jfuriosus] SPLIT see NEQO68

NEQO77a Endonuclease IV [P. abyssi]

NEQO88  Structure-specific  flap  endonuclease
(FEN1) [P. abyssi]

NEQI118 Single-stranded DNA-specific
exonuclease, 5'-3' [M. acetivorans)

NEQI126a Endonuclease III [P. abyssi] SPLIT see

NEQ398

NEQ398 Endonuclease IIT [A4. fulgidus] SPLIT see
NEQI26a

NEQ144 DNA Topoisomerase VI, subunit B [4.
fulgidus]

NEQS542 DNA Topoisomerase VI, subunit A [P.
Suriosus)

NEQI170 Replication factor C, small subunit [4.
fulgidus]

NEQ430 Replication factor C, large subunit [M.
Jjannaschii)

NEQ199 ssDNA Binding protein (RPA70/SSB
family) [M. jannaschii]

NEQ240 DNA-Directed DNA polymerase II, small
subunit [A. filgidus]

NEQ420 DNA-Directed DNA polymerase 1I, large
subunit [P. furiosus]

NEQ256 DNA Double-strand break repair ATPase
[T volcanium]

NEQ295 Sliding clamp protein for DNA replication
(PCNA) [P. abyssi]

NEQS536 Sliding clamp protein for DNA replication
(PCNA) [P. furiosus]

NEQS537 Sliding clamp protein for DNA replication
(PCNA) [P. abyssi]

NEQ318 Reverse gyrase [C-terminus] [P. abyssi]
SPLIT see NEQ434

NEQ434 Reverse gyrase [N-terminus] [P.
horikoshii] SPLIT see NEQ318

NEQ341 DNA primase/topoisomerase [P. furiosus]

NEQ395 DNA Primase [7. acidophilum]

NEQ346a Endonuclease V [F. acidarmanus)

NEQ368 DNA-(Apurinic or apyrimidinic site) lyase
(endonuclease IV) [M. jannaschii]

NEQ369 Helicase-related DNA repair protein
(RAD25/XPB subfamily) [S. solfataricus]

NEQ372 Uracil DNA glycolyase [S. tokodaii]

NEQ383 DNA repair protein (Rad32/Mrell) [P.
horikoshii]

NEQ424 Holliday-junction ~ resolvase [M.
thermoautotrophicum]

NEQ426 DNA Recombinase (RadA) [P. furiosus)

NEQS509 DNA Ligase; ATP-dependent [P. abyssi]

NEQ387 DNA Helicase/structure-specific
endonuclease [P. abyssi]

Energy metabolism

ATP-proton motive force

interconversion

NEQ103 AiAo ATP synthase, subunit A [M.
kandleri]

NEQ263 AiAo ATP synthase, subunit B [M.
Jjannaschii)

NEQ166 AiAo ATP synthase, subunit D [P.
horikoshii]

NEQ217 A1Ao ATP synthase, proteolipid subunit K
[M. jannaschii]

NEQA410 A1Ao ATP synthase, subunit I [P. furiosus]

Amino acids and amines

NEQO77 Glutamate dehydrogenase [7. volcanium]

NEQI190 Branched-chain amino acid
aminotransferase [P. aerophilum]

NEQ223 Agmatinase/arginase [M. jannaschii]

Electron transport

NEQO024 Hypothetical flavoprotein [P. aerophilum]

NEQO049 Hypothetical [Fe-S] protein [4. fulgidus]

NEQO51 Ferredoxin—NADP reductase [P. furiosus]

NEQO084 IMP Dehydrogenase-related protein [4.
Sulgidus)

NEQ306 Hypothetical NAD(P)-dependent
oxidoreductase [S. tokodaii]

NEQ321 Thioredoxin [P. furiosus)

NEQ373 Ferredoxin protein [P. horikoshii]

NEQ382 Hypothetical oxidoreductase (contains Fe-
S cluster) [P. furiosus]

NEQ491 Thioredoxin reductase [S. solfataricus]

Other
NEQ461 Inorganic pyrophosphatase [S. tokodaii]

Hypothetical Proteins
NEQO006 Hypothetical protein
NEQO10 Hypothetical protein
NEQO18 Hypothetical protein
NEQO020 Hypothetical protein
NEQO26 Hypothetical protein
NEQO027 Hypothetical protein
NEQO028 Hypothetical protein
NEQ029 Hypothetical protein
NEQO32 Hypothetical protein
NEQO33 Hypothetical protein
NEQO034 Hypothetical protein
NEQO35 Hypothetical protein
NEQO36 Hypothetical protein
NEQO40 Hypothetical protein
NEQO041 Hypothetical protein
NEQO046 Hypothetical protein
NEQ048 Hypothetical protein
NEQO50 Hypothetical protein
NEQO56 Hypothetical protein
NEQO060 Hypothetical protein
NEQO62 Hypothetical membrane protein
NEQO66 Hypothetical protein
NEQO70 Hypothetical protein
NEQO72 Hypothetical protein
NEQO79 Hypothetical protein
NEQO080 Hypothetical protein
NEQO81 Hypothetical protein
NEQO85 Hypothetical protein
NEQO86 Hypothetical protein
NEQO089 Hypothetical protein
NEQ094 Hypothetical protein
NEQO095 Hypothetical protein
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NEQO099 Hypothetical protein
NEQ100 Hypothetical protein
NEQ104 Hypothetical protein
NEQ107 Hypothetical protein
NEQ116 Hypothetical protein
NEQ120 Hypothetical protein
NEQI121 Hypothetical protein
NEQ123 Hypothetical protein
NEQ132 Hypothetical protein
NEQ134 Hypothetical protein
NEQ135 Hypothetical protein
NEQ136 Hypothetical protein
NEQ137 Hypothetical protein
NEQ138 Hypothetical protein
NEQ139 Hypothetical protein
NEQ140 Hypothetical protein
NEQ145 Hypothetical protein
NEQI151 Hypothetical protein
NEQI153 Hypothetical protein
NEQ154 Hypothetical protein
NEQ160 Hypothetical protein
NEQI161 Hypothetical protein
NEQ163 Hypothetical protein

NEQ164 Hypothetical membrane protein

NEQ171 Hypothetical protein
NEQ188 Hypothetical protein
NEQ193 Hypothetical protein
NEQ194 Hypothetical protein
NEQ196 Hypothetical protein
NEQ197 Hypothetical protein
NEQ200 Hypothetical protein
NEQ209 Hypothetical protein
NEQ214 Hypothetical protein
NEQ215 Hypothetical protein
NEQ216 Hypothetical protein
NEQ218 Hypothetical protein
NEQ221 Hypothetical protein
NEQ222 Hypothetical protein
NEQ224 Hypothetical protein
NEQ225 Hypothetical protein

NEQ232 Hypothetical membrane protein

NEQ233 Hypothetical protein
NEQ236 Hypothetical protein

NEQ237 Hypothetical membrane protein

NEQ243 Hypothetical protein
NEQ246 Hypothetical protein
NEQ249 Hypothetical protein
NEQ250 Hypothetical protein
NEQ253 Hypothetical protein
NEQ254 Hypothetical protein
NEQ255 Hypothetical protein
NEQ259 Hypothetical protein
NEQ260 Hypothetical protein
NEQ265 Hypothetical protein
NEQ266 Hypothetical protein
NEQ271 Hypothetical protein
NEQ273 Hypothetical protein
NEQ275 Hypothetical protein
NEQ278 Hypothetical protein
NEQ279 Hypothetical protein
NEQ280 Hypothetical protein
NEQ284 Hypothetical protein
NEQ289 Hypothetical protein
NEQ290 Hypothetical protein
NEQ291 Hypothetical protein
NEQ292 Hypothetical protein
NEQ296 Hypothetical protein
NEQ301 Hypothetical protein
NEQ304 Hypothetical protein
NEQ309 Hypothetical protein
NEQ312 Hypothetical protein
NEQ322 Hypothetical protein
NEQ327 Hypothetical protein
NEQ330 Hypothetical protein
NEQ331 Hypothetical protein
NEQ332 Hypothetical protein
NEQ335 Hypothetical protein
NEQ336 Hypothetical protein
NEQ354 Hypothetical protein

NEQ356 Hypothetical membrane protein

NEQ357 Hypothetical protein
NEQ362 Hypothetical protein
NEQ365 Hypothetical protein
NEQ376 Hypothetical protein
NEQ380 Hypothetical protein
NEQ391 Hypothetical protein
NEQ392 Hypothetical protein
NEQ403 Hypothetical protein
NEQ404 Hypothetical protein
NEQ407 Hypothetical protein
NEQ408 Hypothetical protein
NEQ413 Hypothetical protein
NEQ416 Hypothetical protein
NEQ418 Hypothetical protein
NEQ442 Hypothetical protein
NEQ443 Hypothetical protein
NEQ444 Hypothetical protein
NEQ445 Hypothetical protein
NEQ447 Hypothetical protein
NEQ448 Hypothetical protein
NEQ458 Hypothetical protein
NEQ462 Hypothetical protein
NEQ468 Hypothetical protein

NEQ470 Hypothetical protein
NEQ471 Hypothetical protein
NEQ474 Hypothetical protein
NEQ476 Hypothetical protein
NEQ477 Hypothetical protein
NEQ483 Hypothetical protein
NEQ484 Hypothetical protein
NEQ485 Hypothetical protein
NEQ492 Hypothetical protein
NEQ497 Hypothetical protein
NEQ499 Hypothetical protein
NEQS500 Hypothetical protein
NEQS504 Hypothetical protein
NEQS510 Hypothetical protein
NEQS514 Hypothetical protein
NEQS518 Hypothetical protein
NEQS520 Hypothetical protein
NEQS529 Hypothetical protein
NEQS532 Hypothetical protein
NEQS533 Hypothetical protein
NEQS539 Hypothetical protein
NEQS545 Hypothetical protein
NEQS549 Hypothetical protein
NEQS550 Hypothetical protein

Hypothetical proteins -

Conserved

NEQO01 Hypothetical protein [M. jannaschii]

NEQO004 Hypothetical protein [M. jannaschii]

NEQO005 Hypothetical protein [S. tokodaii]

NEQO009 Hypothetical protein [P. aerophilum]

NEQO16 Hypothetical protein [P. horikoshii]

NEQO17 Hypothetical protein [P. horikoshii]

NEQO19 Hypothetical protein [P. horikoshii]

NEQO21 Hypothetical protein [M. jannaschii]

NEQO30 Hypothetical protein [M. acetivorans)

NEQO043 Hypothetical protein [4. pernix]

NEQO054 Hypothetical protein [P. abyssi]

NEQO71 Hypothetical protein [A. fulgidus]

NEQO78 Hypothetical protein [A. pernix]

NEQO098 Hypothetical protein [P. furiosus)

NEQ109 Hypothetical protein [4. fulgidus]

NEQ113 Hypothetical protein [S. solfataricus]

NEQI114 Hypothetical protein [A. fulgidus]

NEQ128 Hypothetical protein [S. solfataricus]

NEQ131 Hypothetical protein [P. aerophilum]

NEQ147 Hypothetical protein [A. fulgidus]

NEQ150 Hypothetical protein [M.
thermoautotrophicum]

NEQ158 Hypothetical protein [P. furiosus

NEQ162 Hypothetical membrane protein [M.
Jjannaschii)

NEQI89 Hypothetical membrane protein
[Halobacterium sp.]

NEQ212 Hypothetical protein [P. furiosus]

NEQ244 Hypothetical protein [T acidophilum)

NEQ258 Hypothetical protein [A4. fulgidus)

NEQ267 Hypothetical protein [M. jannaschii]
SPLIT see NEQ268

NEQ268 Hypothetical protein [M. jannaschii]
SPLIT see NEQ267

NEQ277 Hypothetical protein [Halobacterium sp.]

NEQ283 Hypothetical protein [A. fulgidus]

NEQ285 Hypothetical protein [M. acetivorans)

NEQ288a Hypothetical protein [P. horikoshii]

NEQ298 Hypothetical protein [P. horikoshii]

NEQ310 Hypothetical protein [P. abyssi]

NEQ313 Hypothetical protein [M. acetivorans)

NEQ314 Hypothetical protein [A. filgidus]

NEQ325 Hypothetical protein [P. furiosus]

NEQ334 Hypothetical protein [P. furiosus]

NEQ339 Hypothetical membrane protein [7.
volcanium)

NEQ347 Hypothetical protein [M. acetivorans]

NEQ350 Hypothetical protein [7. volcanium]

NEQ351 Hypothetical protein [P. furiosus]

NEQ352 Hypothetical membrane protein [P.
Sfuriosus]

NEQ353 Hypothetical protein [4. fulgidus]

NEQ371 Hypothetical protein [S. tokodaii]

NEQ386 Hypothetical protein [P. abyssi]

NEQ389a Hypothetical basic protein [M. jannaschii]

NEQ415 Hypothetical protein [S. tokodaii]

NEQ419 Hypothetical protein /P. horikoshii]

NEQ428 Hypothetical protein [M. jannaschii]

NEQ429 Hypothetical protein [S. tokodaii]

NEQ431 Hypothetical protein [P. furiosus]

NEQ435 Hypothetical protein [A. fulgidus]

NEQ441 Hypothetical protein [M. kandleri]

NEQ449 Hypothetical protein [S. tokodaii]

NEQ455 Hypothetical membrane protein [P. abyssi]

NEQ490 Hypothetical protein [M. acetivorans)

NEQS515 Hypothetical protein [P. horikoshii]

NEQS524 Hypothetical protein [P. abyssi]

NEQS526 Hypothetical protein [7. volcanium]

Protein fate

Degradation of proteins,

peptides, and glycopeptides

NEQO023 Hypothetical Zn-dependent peptidase [P.
aerophilum]

NEQO042 Carboxypeptidase (M32 family) [P.
aerophilum]

NEQO044 O-Sialoglycoprotein endopeptidase [N-
terminus]/tyrosine  protein kinase [C-
terminus] [P. furiosus]

NEQ110 Serine protease [4. fulgidus]

NEQI186 Proteasome-activating nucleotidase [S.
solfataricus)]

NEQ203 Proteasome, B-subunit [M. jannaschii]

NEQ521 Proteasome, a-subunit [M. kandleri]

NEQ281 ATP-Dependent protease LA related
protein [P. furiosus)

NEQ315 Serine protease IV (ClpP class) [M.
Jjannaschii]

NEQ343 Intracellular protease [P. abyssi]

NEQ349 ATP-Dependent protease La [A. fulgidus]

NEQ412 Leucine aminopeptidase [4. pernix]

NEQ414  ATP-Dependent protease La [M.
Jjannaschii]

NEQ451 Zn-Dependent protease [P. horikoshii)

NEQ493 Glycoprotein endopeptidase [P. horikoshii]

NEQS511 Amidase [P. horikoshii]

NEQ544 Hypothetical membrane-associated Zn-
dependent protease [M. kandleri]

Protein and peptide secretion

and trafficking

NEQ168 Protein translocase, SecY/SEC61a subunit
[M. kandleri]

NEQ375a Protein translocase, SecE/SEC61y subunit
[A. pernix]

NEQ436 Protein translocase, SecD subunit [M.
Jjannaschii]

NEQ437 Protein translocase, SecF subunit [M.
Jjannaschii)

NEQ169 Type II secretion system protein [A.
Sulgidus]

NEQ425 Type IV secretion system protein [M.
acetivorans]

NEQ432 Type I signal peptidase [M. kandleri]

Protein folding and

stabilization

NEQ141 Thermosome (type II chaperonin) [P.
horikoshii]

NEQ344 Small heat shock protein (class I) [M.
acetivorans]

NEQ385 GimC Chaperonin, subunit o [P. furiosus]

NEQ516 GimC Chaperonin, subunit B [M.
Jjannaschii)

Protein modification and repair

NEQO002 Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase [M.
Jjannaschii)

NEQO047 Protein adenylyltransferase [4. pernix]

NEQ226 Hypothetical diphthamide synthesis protein
[F. acidarmanus]

NEQ399 Methionine aminopeptidase [P. abyssi]

NEQ402 Deoxyhypusine synthase [T. acidophilum]

NEQ422 Dipthine synthase [P. furiosus]

NEQ459 Protein disulfide oxidoreductase [P.
Sfuriosus)

Protein synthesis

Ribosomal proteins: synthesis
and modification

NEQS508 SSU Ribosomal protein S2 [P. horikoshii]
NEQ481 SSU Ribosomal protein S3P [M.

Jjannaschii]

NEQ375 SSU Ribosomal protein S3AE [M.
kandleri)

NEQ478 SSU Ribosomal protein S4E [M.
thermoautotrophicum]

NEQ247 SSU Ribosomal protein S4P [P. horikoshii]
NEQ388 SSU Ribosomal protein S5 [P. aerophilum]
NEQ105 SSU Ribosomal protein S6E [M. kandleri]
NEQ319 Hypothetical SSU ribosomal protein HS6
[S. tokodaii)
NEQ242 SSU Ribosomal protein S7 [M. kandleri]
NEQ469 SSU Ribosomal protein S8E [A. fulgidus]
NEQ274 SSU Ribosomal protein S8P [P. furiosus]
NEQ446 SSU Ribosomal protein S9 [P. furiosus]
NEQO083 SSU Ribosomal protein SI0AB [S.
solfataricus)]
NEQO069 SSU Ribosomal protein S11 [M. kandleri]
NEQO58 SSU ribosomal protein S12P [P. furiosus]
NEQ467 SSU Ribosomal protein S13P [M. kandleri]
NEQ227 SSU Ribosomal protein S14 [S.
solfataricus)]
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NEQ487 SSU Ribosomal protein S15P/S13E [M.
kandleri]

NEQ326 SSU Ribosomal protein SI17P [P.
horikoshii]

NEQ320 SSU Ribosomal protein S17E [P.
horikoshii]

NEQ480 SSU Ribosomal protein S19P [P. abyssi]

NEQ187 SSU Ribosomal protein S19E [P. furiosus]

NEQ548 SSU Ribosomal protein S24E [M.
Jjannaschii]

NEQ219 SSU Ribosomal protein S27E [M.
kandleri]

NEQ176 SSU Ribosomal protein S27AE [P.
furiosus]

NEQ359 SSU Ribosomal protein S28E [P.
horikoshii]

NEQ546 LSU Ribosomal protein L1P [P. abyssi]

NEQ361 LSU Ribosomal protein L2P [P. abyssi]

NEQ433 LSU Ribosomal protein L3P [M.
thermoautotrophicum]

NEQ146 LSU Ribosomal protein L4 [M. kandleri]

NEQO093 LSU Ribosomal protein L5P [P. abyssi]

NEQ241 LSU Ribosomal protein L6P [P. abyssi]

NEQO091 LSU Ribosomal protein LI10E [M.
Jjannaschii]

NEQI101 LSU Ribosomal protein L11 [M. kandleri]

NEQ201 LSU Ribosomal protein L12A [P. abyssi]

NEQ207 LSU Ribosomal protein L13 [M. kandleri]

NEQ178 LSU Ribosomal protein LI4E [M.
Jjannaschii]

NEQO092 LSU Ribosomal protein L14P [M.
Jjannaschii]

NEQ317 LSU Ribosomal protein L15 [P.
aerophilum)

NEQI181 LSU Ribosomal protein L15E /P. furiosus]

NEQ450 LSU Ribosomal protein L16P/L10E [4.
Sfulgidus]

NEQO75 LSU Ribosomal protein LI8P /M.
Jannaschii]

NEQ489 LSU Ribosomal protein LISE [S.
solfataricus]

NEQ379 LSU ribosomal protein LI9E [M.
Jjannaschii]

NEQ346 LSU Ribosomal protein LXA [P.
horikoshii]

NEQ397 LSU Ribosomal protein L21E [P. furiosus]

NEQ204 LSU Ribosomal protein L22 [M. kandleri]

NEQO065 LSU Ribosomal protein L23 [S. tokodaii]

NEQ257 LSU Ribosomal protein L24P [P. abyssi]

NEQ337a LSU Ribosomal protein L24E [A.
Sfulgidus]

NEQ262 LSU Ribosomal protein 129 [M.
Jjannaschii]

NEQ179 LSU Ribosomal protein L30E [M.
Jjannaschii]

NEQ311 LSU Ribosomal protein L30P [M.
Jjannaschii]

NEQ364 LSU Ribosomal protein L31E [M.
Jjannaschii]

NEQS530 LSU Ribosomal protein L32E [P. abyssi]

NEQ297 LSU Ribosomal protein L34E [M.
Jjannaschii]

NEQ303 LSU Ribosomal protein L35AE [P. abyssi]

NEQO038 LSU Ribosomal protein L37AE/L43A [M.
kandleri]

NEQOO6a LSU Ribosomal protein L37E [P.
horikoshii]

NEQ427a LSU Ribosomal protein L39E [P. abyssi]

NEQ505a LSU Ribosomal protein L40E [P.
Sfuriosus]

NEQI83 LSU Ribosomal protein L44E; [T.
acidophilum]

Translation factors

NEQ235 Hypothetical ribosome assembly protein
[M. thermoautotrophicum]

NEQ264 Translation initiation factor (SUII family)
[P. furiosus]

NEQI130 Translation initiation factor alF-1A [P.
Sfuriosus]

NEQ405 Translation initiation factor alF2-o [M.
kandleri]

NEQ323 Translation initiation factor alF-2p [P.
horikoshii]

NEQ270 Translation initiation factor alF-2y [P.
abyssi]

NEQ498 Translation initiation factor 2 related
protein [M. kandleri]

NEQ393 Translation initiation factor alF-5A [P.
Sfuriosus]

NEQS517 Translation initiation factor alF-6 [S.
tokodaii]

NEQO82 Translation elongation factor EF-la [P.
Sfuriosus]

NEQ220 Translation elongation factor EF-18 [M.
kandleri]

NEQS543 Elongation factor 2 (aEF-2) [P. furiosus]

NEQO052 Peptide chain release factor aRF, subunit 1
[P. abyssi]

tRNA aminoacylation
NEQS547 Alanyl-tRNA synthetase [M. acetivorans]

SPLIT see NEQ211

NEQ211 Alanyl-tRNA synthetase [C-terminus] [P.
abyssi] SPLIT see NEQ547

NEQ208 Arginyl-tRNA synthetase (class 1) [M.
Jjannaschii]

NEQS535 Aspartyl-tRNA synthetase (class 2) [4.
pernix]

NEQOS55 Cysteinyl-tRNA synthetase [P. furiosus]

NEQ302 Glutamyl-tRNA synthetase (class 1) [P.
abyssi]

NEQ417 Glycyl-tRNA synthetase (class 2) [P.
abyssi]

NEQ102 Histidyl-tRNA synthetase (class 2) [4.
pernix]

NEQ230 Isoleucyl-tRNA synthetase (class la) [P.
Suriosus)

NEQ239 Leucyl-tRNA synthetase (class la) [M.
Jjannaschii)

NEQO87  Lysyl-tRNA  synthetase  (class-1)
[Halobacterium sp.]

NEQ457 Methionyl-tRNA synthetase (class la) [P.
horikoshii]

NEQS505 Phenylalanyl-tRNA synthetase, o-subunit
[S. solfataricus]

NEQ479 Phenylalanyl-tRNA synthetase, -chain [P.
Sfuriosus)

NEQ210 Prolyl-tRNA synthetase (class 2) [M.
kandleri]

NEQ308 Seryl-tRNA synthetase (class 2) [S.
tokodaii)

NEQI177 Threonyl-tRNA synthetase (class 2) [P.
aerophilum]

NEQI115 Tryptophanyl-tRNA synthetase (class 1b)
[S. solfataricus]

NEQ389 Tyrosyl-tRNA synthetase (class 1b) [P.
Sfuriosus]

NEQ252 Valyl-tRNA synthetase (class la) [4.
pernix]

tRNA and rRNA modification

and processing

NEQO08  2-Methylthioadenosine  synthase  [S.
tokodaii]

NEQO037 Small nuclear ribonucleoprotein (snRNP)
[M. kandleri]

NEQO53 rRNA Methyltransferase [P. abyssi]
NEQ108 tRNA(Guanine-26,N2-N2)
methyltransferase [S. tokodaii]

NEQI111 Ribonuclease PH [A4. fulgidus]

NEQI24 tRNA-Guanine transglycosylase [P.
furiosus] SPLIT see NEQ305

NEQ305 tRNA-Guanine transglycosylase [M.
acetivorans] SPLIT See NEQ124

NEQI25 Box C/D snoRNP RNA modification
enzyme, fibrillarin subunit [P. furiosus]

NEQ342 Box C/D snoRNP RNA modification
enzyme, Nop5p subunit [S. tokodaii]

NEQI52 tRNA Nucleotidyltransferase (CCAadding
enzyme) [S. tokodaii]

NEQ165 LSU Ribosomal protein  L11P
methyltransferase [P. furiosus]

NEQ205 tRNA Intron endonuclease [M. jannaschii)

NEQ261 tRNA Intron endonuclease  [M.
acetivorans]

NEQS502 2'-5' RNA Ligase [M. jannaschii)

NEQ228 tRNA Methyltransferase [P. furiosus]

NEQ238 Ns-Adenine rRNA methyltransferase [M.
Jjannaschii]

NEQ248 Ribonuclease PH-related protein [P.
Suriosus)

NEQ293 tRNA Pseudouridine synthase [P. abyssi]

NEQ333 tRNA Pseudouridine synthase [M.
Jjannaschii)

NEQ337 tRNA 1-Methyladenosine
methyltransferase [M. jannaschii]

NEQ384 rRNA Methyltransferase [S. solfataricus]

NEQ423 Thiamin biosynthesis/4-thiouridine
synthesis protein [A. fulgidus]

NEQ440 tRNA Methyltransferase [M.
thermoautotrophicum]

NEQ454 tRNA Pseudouridine synthase [P. furiosus)

NEQS522 tRNA Methyltransferase [M. jannaschii]

Purines, pyrimidines,
nucleosides, and
nucleotides

2'-Deoxyribonucleotide
metabolism
NEQ316 dCTP deaminase/dUTP diphosphatase [M.

thermoautotrophicum]
NEQ329 dUTP diphosphatase [M. acetivorans]

Nucleotide and nucleoside

interconversions
NEQO15 Thymidylate synthase; flavindependent [S.
tokodaii)

NEQ149 Adenylate kinase [S. tokodaii]

NEQ307 Nucleoside diphosphate kinase [P.
aerophilum]

NEQ345  Anaerobic  ribonucleosidetriphosphate
reductase [P. abyssi]

Signal transduction

NEQ460 Serine/threonine protein  kinase [M.
kandleri)

NEQ464 Serine/threonine protein kinase with N-
terminal DNA-binding HTH domain [M.
kandleri)

Transcription
DNA-dependent RNA

polymerase

NEQ503 DNA-Directed RNA polymerase, subunit
A'[P. furiosus]

NEQ427 DNA-Directed RNA polymerase, subunit
A" [P. abyssi]

NEQ156 DNA-Directed RNA polymerase, subunit
B' [P. abyssi]

NEQI173 DNA-Directed RNA polymerase, subunit
B" [P. horikoshii]

NEQ452 DNA-Directed RNA polymerase, subunit
D [P. abyssi]

NEQ370 DNA-Directed RNA polymerase, subunit
E' [M. jannaschii]

NEQ231 DNA-Directed RNA polymerase, subunit
E" [P. aerophilum]

NEQ411 DNA-Directed RNA polymerase, subunit F
[M. jannaschii]

NEQ507 DNA-Directed RNA polymerase, subunit
H [M. jannaschii]

NEQ205a DNA-Directed RNA polymerase, subunit
K [P. horikoshii]

NEQ182 DNA-Directed RNA polymerase, subunit
L [S. tokodaii]

NEQ377 DNA-Directed RNA polymerase, subunit
M [S. tokodaii]

NEQ338 DNA-Directed RNA polymerase, subunit
N [A4. pernix]

NEQ399a DNA-Directed RNA polymerase, subunit
P [P. furiosus]

Degradation of DNA or RNA

NEQO64 Binuclear zinc phosphodiesterase [M.
Jjannaschii]

NEQ097 Thermonuclease [M.
thermoautotrophicum]

Transcription factors

NEQO039 Transcription initiation TATAbinding
protein (TBP) [M. jannaschii]

NEQ276 Transcription initiation factor IIB [P.
abyssi]

NEQ482 Transcription initiation protein E (TFE)
[M. thermoautotrophicum]

NEQO73a Hypothetical zinc-finger protein [P.
aerophilum]

NEQO078a Hypothetical helix-turn-helix
transcriptional regulator [A. fulgidus]

NEQS541 Transcriptional regulator [S. tokodaii)

NEQ229 Transcriptional regulator (AsnC family)
[M. jannaschii]

NEQ328 Transcriptional regulator (AsnC family)
[P. furiosus]

NEQ453 Transcriptional regulator (V4R and HTH
domains) [M. kandleri]

NEQS534 Transcriptional regulator [P. horikoshii]

NEQO022 ATP-dependent RNA helicase [P.
horikoshii]

NEQS540 Transcription elongation factor
(SPT5/NusG family) [P. furiosus)

NEQI180 Transcription terminationantitermination
factor [M. acetivorans]

NEQO076 Hypothetical mRNA 3'-end processing
factor [P. furiosus]

NEQ143 Multiprotein bridging factor [S. tokodaii)

Transport and binding

proteins

NEQO14 TDT (tellurite/dicarboxylate)  family
transporter [P. abyssi]

NEQO073 ABC transporter, substrate-binding subunit
NEQO074 ABC transporter, ATP-binding
subunit [P. furiosus]

NEQO090 Polysaccharide transporter [A. fulgidus]

NEQI129 ABC transporter, permease subunit [A4.
Sulgidus]

NEQI175 glutamine ABC transporter, permease
subunit [M. jannaschii)

NEQ198 Mechanosensitive ion channel membrane
protein [M. jannaschii]

NEQ299 ABC transporter, ATP-binding subunit;
contains [4Fe-4S] cluster [P. horikoshii]
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NEQ421 ABC transporter, ATP-binding subunit [M.
acetivorans]

NEQ486 Na+/Ca2+ antiporter (CaCA family) [P.
abyssi]

NEQS501 Metal ion transporter (MIT-family) [P.
horikoshii]

NEQ531 Mechanosensitive ion channel membrane
protein [M. jannaschii)

Unknown function

NEQO13 Hypothetical "radical SAM" protein [S.
tokodaii)

NEQO31 RNA-binding protein [S. tokodaii]

NEQO059 Hypothetical NTP-binding protein [P.
abyssi]

NEQO067 Hypothetical member of metallo-p-
lactamase superfamily [P. abyssi]

NEQO096 Hypothetical NTP-binding protein [M.
kandleri] SPLIT see NEQ495

NEQ495 Hypothetical NTP-binding protein [P.
horikoshii] SPLIT see NEQ096

NEQI112  Hypothetical ~GTPase (OBG/HfIX
superfamily) [P. furiosus]

NEQI117 Hypothetical NTP-binding protein [M.
Jjannaschii]

NEQI122 Hypothetical member of metallo-B-
lactamase superfamily [P. furiosus]

NEQI127 Hypothetical O-carbamoyltransferase [M.
Jjannaschii]

NEQ148 Hypothetical “radical SAM” protein [P.
horikoshii]

NEQI157  Hypothetical GTPase (OBG/HfIX
superfamily) [P. horikoshii]

NEQ159 Phosphatidylethanolamine-binding protein
[S. solfataricus]

NEQI174 Hypothetical GTP-binding protein [P.
horikoshii)]

NEQI184 Hypothetical RNA-binding protein
(contain S1 domain and KH domain) [A4.
Sfulgidus]

NEQI198a Phosphoadenosine phosphosulfate
reductase related protein [C-terminal
domain] [P. furiosus]

NEQ206 Hypothetical protein with RNAbinding
PUA domain [P. aerophilum)

NEQ213 Histidine triad family protein [M.
acetivorans]

NEQ234 Magnesium chelatase, Chll subunit [P.

Sfuriosus]

NEQ284a Hypothetical Zn-ribbon protein [M.
Jjannaschii]

NEQ294 Hypothetical ATP-binding protein [P.
horikoshii]

NEQ340 Hypothetical protein (HAD superfamily)
[T volcanium]

NEQ355 Hypothetical Zn-ribbon protein [4.
fulgidus]

NEQ358 Hypothetical phosphoesterase protein [P.
abyssi]

NEQ366 Hypothetical GTP-binding protein [P.
horikoshii]

NEQ378 Hypothetical member of metallo-B-
lactamase superfamily [P. abyssi]

NEQ381 Hypothetical “radical SAM” protein [P.
abyssi]

NEQ401 ATP-binding protein (AAA+ class) [M.
kandleri]

NEQ406 Hypothetical nucleotide-binding

NEQ432a Hypothetical Zn-ribbon protein [P.
horikoshii]

NEQ438 Hypothetical RNA-binding protein [P.
abyssi] SPLIT see NEQ506

NEQS506 Hypothetical RNA-binding protein [S.
solfataricus] SPLIT see NEQ438

NEQ456 Divalent metal cation-dependent hydrolase
(TatD family) [S. solfataricus]

NEQ463 Hypothetical GTPase [S. solfataricus]

NEQ466 Hypothetical member of metallo-B-
lactamase superfamily [M. jannaschii]

NEQ472  Hypothetical ~ phosphoesterase ~ [M.
thermoautotrophicum]

NEQ489a Hypothetical Zn-ribbon protein [M.
acetivorans]

NEQ494 Hypothetical “radical SAM protein” [S.
tokodaii]

NEQS512 Hypothetical ATP-binding protein [M.
acetivorans]

NEQS519 Hypothetical zinc-binding nucleotidyl B-
phosphatase (HIT family) [M. jannaschii]

NEQS523 Hypothetical ATP diphosphatase (PPloop
family) [P. horikoshii]

NEQ525 Phosphoadenosine phosphosulfate
reductase related protein [P. furiosus]

NEQS527 Hypothetical NTP-binding protein [S.
tokodaii)
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Tab. 14: tRNA Sequenzen von N. equitans. Klammern symbolisieren Basenpaarungen in
Helix-Bereichen. Anti-Codons werden durch * markiert; 1 zeigt die Position von Introns.

tRNA1l_Cys

tRNA2_Gly

tRNA3_ Ser

tRNA4_Leu

tRNA5_ Tyr

tRNA6_Arg

tRNA7_Ile

tRNA8_ Asp

tRNA9 Leu

tRNA10_Ser
tRNAll_Pro
tRNAl12 Arg
tRNA13_ Ser
tRNA14_Val
tRNA15_Leu
tRNA16_Ser
tRNA17_Val
tRNA18 Asn
tRNA19 Pro
tRNA20_Thr
tRNA21 Gly
tRNA22 Leu
tRNA23 Arg
tRNA24_Ala
tRNA25_ Ser
tRNA26_Thr
tRNA27_Arg
tRNA28 Val
tRNA29 Lys
tRNA30_Pro
tRNA31 _Ala
tRNA32 Thr
trna33 Gln
tRNA34_Gly
tRNA35_Ala
tRNA36_Phe
trna37_Ile

tRNA38_Met

tRNA38_Met
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