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Einleitung 1

l. Einleitung

"Nichts ist tatsachlich so, wie es scheint in dieser Welt." — Dieser Ausspruch des griechischen
Philosophen Platon (427 v. Chr. — 347 v. Chr.) steht sinnbildlich fir die vielen ungeldsten Ratsel dieses
Planeten. Er steht jedoch auch fiir den standigen Wissensdurst des Menschen und dessen Versuche,
die komplexen Vorgange in seiner Umgebung besser verstehen zu kdnnen. Auf diesem Weg des
Verstehens wagte sich der Mensch oft schon auf der sicheren Seite, wurde jedoch haufig eines
Besseren belehrt. So galt die 1866 von Haeckel veroffentlichte Theorie, nach welcher Lebewesen in
die drei Reiche Animalia (Tiere), Plantae (Pflanzen) und Protista (Protisten/einzellige Organismen)
unterteilt werden, als verbindlich und unumstéRlich. Gut 100 Jahre spater veroffentlichte Carl Woese
eine neue Theorie, mit welcher das Leben auf der Erde klassifiziert werden konnte. Laut dieser
Theorie lassen sich alle Lebewesen in drei Domadnen Eukarya, Bacteria und Archaea einteilen. Die
EinflUhrung der neuen Domane der Archaeen anderte die Basis des evolutiondaren Stammbaums.
Erstmals wurde die phylogenetische Taxonomie anhand genetischer Untersuchungen erstellt. Je
dhnlicher die Sequenz zweier zu vergleichender Organismen, desto ndher sind sie miteinander
verwandt. Als zu vergleichende Sequenz wurde die ribosomale Ribonukleinsaure, kurz rRNA gewahlt.
Da die rRNA zur Grundausstattung jeder lebenden Zelle gehort und sie in allen Organismen die
gleiche Aufgabe erfillt, war sie als Untersuchungsobjekt ideal. Aulerdem evolviert sie in allen
Organismen mit ahnlicher Geschwindigkeit und spiegelt so die jeweilige Entwicklungsgeschichte
wider.

Nichts ist tatsachlich so, wie es scheint in dieser Welt. Dies trifft auch fur die Ribonukleinsdure zu.
Friher galt die RNA vorrangig als Bindeglied zur Genauspragung zwischen DNA und Proteinen. Diese
Sichtweise hat sich deutlich verandert. Die letzten Jahre haben gezeigt, dass RNA-Molekiile zu Beginn
der Evolution dass Mal} aller Dinge als Speicher der Erbinformation und auch zentraler Katalysator
der Lebensprozesse waren. Aulerdem stellte sich kiirzlich heraus, dass die RNA weit mehr
biologische Funktionen besitzt als bisher angenommen. Urspriinglich wies man der RNA nur drei
grundlegende Rollen zu, namlich als essentieller Bestandteil der Proteinbiosynthesemaschinerie, der
Ribosomen, dort in Form der eben erwdhnten rRNA und als transfer RNA (tRNA). AuRerdem als
Botenstoff der Erbinformation in Form von messenger RNA (mRNA), sowie als genetisches Material
bestimmter Viren. Es war seit langerer Zeit bekannt, dass RNA selbst, wie Enzyme, katalytisch aktiv
sein kann. Auch war gezeigt worden, dass kleine, nicht-translatierte RNAs wichtige Funktionen
innerhalb der Zelle besitzen. Aullerdem war bekannt, dass nicht-kodierende RNA-Molekiile selbst als
Regulator der Genexpression fungieren konnen. Jedoch schienen sich diese regulatorischen
Funktionen hauptsachlich auf bakterielle Plasmide, Phagen oder Transposons zu beschrdanken. Diese
Annahme musste korrigiert werden, als vor wenigen Jahren eine systematische Suche in Bakterien
und héheren Lebewesen eine enorme Menge an nichtkodierenden, kleinen RNAs zutage forderte.

Nichtkodierende, kleine RNAs, welche bei der Regulation der Genexpression eine Rolle spielen,
lassen sich aufgrund ihrer Struktur, Biogenese, Vorkommen und Funktionsweise in verschiedene
Klassen unterteilen. Die gréBten flinf Klassen bilden die kleinen, interferierenden RNAs (engl.: small
interfering RNAs, kurz: siRNAs), die mit PIWI-Proteinen interagierenden RNAs (engl.: PIWI-interacting
RNAs, kurz piRNAs), die microRNAs (miRNAs), kleine, nukledre Ribonukleinsduren (engl.: small
nuclear RNAs, kurz: snRNAs) sowie kleine, nukleolare Ribonukleinsauren (engl.: small nucleolar RNAs,
kurz: snoRNAs).
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Abbildung 1 miRNA- (links) und siRNA- (rechts) Prozessierung und Aktivitdt im spateren RISC. Im Falle der miRNA wird
durch die RNA Polymerase die pri-miRNA transkribiert und von Drosha zu pre-miRNA prozessiert. Diese enthdlt eine
Haarnadelstruktur und kann auBerdem einige , bulges” aufweisen. Nach dem Export in das Zytoplasma wird es von Dicer
abgebaut und zu einer miRNA-miRNA*-Duplex umgewandelt, welche wiederum vom Argonaute-Protein gebunden wird.
Somit bildet sich der pre-RISC. Es erfolgt die Trennung vom ,,Begleitstrang” und der RISC ist bereit zur Interaktion mit der
target RNA. Der Bereich der seed sequence spielt bei der Identifizierung der target RNA eine entscheidende Rolle. Nach
der Interaktion erfolgt der Abbau der mRNA bzw. target RNA. Der Weg der siRNA beginnt mit einer doppelstringigen
RNA, welche durch das Protein Dicer prozessiert wird. Die dadurch erhaltene siRNA besitz 3°-Nukleotidiiberhdnge sowie
5°-Phosphatgruppen. AnschlieBend bildet sich der pre-RISC, welcher ein Ago-Protein als Herzstiick tragt. Nach der
Strangtrennung wird der RISC aktiv und kann die target RNA binden, welche kurze Zeit darauf geschnitten wird.
(Davidson und McCray, 2011; leicht abgedndert).

Eine wichtige Moglichkeit, wie diese nichtkodierenden RNAs die Genexpression regulieren kdnnen,
ist die RNA-Interferenz, kurz RNAi. Unter RNAi versteht man die durch doppelstrangige RNAs
ausgeloste, sequenzspezifische Spaltung einer komplementdaren RNA. Dieses Phanomen konnte
erstmals 1990 in Petunien entdeckt werden. Durch das Einbringen weiterer Genkopien in diese
Pflanze sollte die Blitenfarbe intensiviert werden, jedoch schlug dies ins Gegenteil um und die
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Petunien zeigten teils weille Bliten (Napoli et al., 1990). In Tieren, genauer gesagt Caenorhabditis
elegans, wurde RNAI erst acht Jahre spater durch Andrew Fire und Craig Mello entdeckt (Fire et al.,
1998) und dieser Befund 2006 mit dem Nobelpreis fiir Physiologie und Medizin ausgezeichnet.

In vielen Lebewesen wird RNAi durch lange, doppelstrangige RNA induziert (Fire et al., 1998;
Hammond et al., 2000), jedoch haben zahlreiche Studien gezeigt, dass auf molekularer Ebene 19 bp
lange RNA-Duplices als Ausloser fiir RNAIi gelten. Hierbei handelt es sich um die siRNA. Die siRNA
resultiert aus diesen langen, doppelstrangigen RNA-Molekilen, welche durch Dicer, einem
Ribonuklease (RNase)-lll-Enzym, prozessiert werden (Abb. 1). Die siRNA trdgt nach der Dicer-
Prozessierung charakteristische, ungepaarte Uberhiange von zwei Nukleotiden Lidnge an den 3’- und
Phosphatgruppen an den 5°-Enden (Fire et al., 1998, Hamilton et al., 1999, Elbashir et al., 2001).
Diese RNA-Duplices setzen sich zusammen aus dem ,Leitstrang” (engl.: guide strand) und dem
,Begleitstrang”  (engl.: passenger strand). Der Leitstrang besitzt nahezu perfekte
Sequenzkomplementaritat zur target-RNA und wird daher oft als antisense-Strang bezeichnet. Der
Begleitstrang wird dementsprechend als sense-Strang tituliert (Rana et al., 2007). Er wird nach der
Strangtrennung in der Regel abgebaut. Der Leitstrang hingegen wird in einen Vertreter der Klasse der
Argonaute-Proteine (kurz Ago) eingebaut. Die Thermodynamik der Basenpaarung gibt vor, welcher
der beiden Strange Leitstrang und welcher Begleitstrang wird. So wird der Strang, dessen 5°-Ende
weniger stabil gebunden ist, Leitstrang (Khvorova et al, 2003; Schwarz et al., 2003). Uber
komplementare Basenpaarung bestimmt er dann die target-RNA und positioniert zudem das
Argonaute-Protein. Besitzt das Argonaute-Protein endonukleolytische Aktivitat, kommt es aufgrund
der nahezu perfekten Basenkomplementaritdt der RNA-RNA-Assoziation zur Spaltung der
gebundenen target-RNA. Man spricht hierbei vom RNA-induzierten Repressorkomplex (engl.: RNA-
induced silencing complex, kurz: RISC; Hammond et al.,, 2000). Auch eine zelleigene Variante der
siRNA, die sogenannte endo-siRNA (engl.: endogenous siRNA), ist an der Regulation der
Genexpression beteiligt. Diese sowohl bei Pflanzen, Pilzen als auch Tieren vorkommende
interferierende RNA dient im Gegensatz zur exogenen siRNA nicht der Virusabwehr. Bei Tieren, mit
Ausnahme von Caenorhabditis elegans (C. elegans), konnten im Genom kodierte siRNAs jedoch lange
Zeit nicht nachgewiesen werden (Ambros et al., 2003; Ruby et al., 2006; Okamura und Lai, 2008).
Man nahm an, dass tierische siRNAs exogenen, beispielsweise viralen Ursprungs sind. Kirzlich
konnten jedoch endogene RNAs mit gleichen Charakteristika wie siRNAs sowohl in Drosophila
melanogaster als auch in murinen Oozyten nachgewiesen werden (Okamura et al., 2008; Czech et al.,
2008; Tam et al., 2008; Watanabe et al., 2008;). Die genaue Funktion dieser endo-siRNA ist bislang
noch nicht entschlisselt.

Neben der siRNA bilden piRNAs eine wichtige Gruppe innerhalb der kleinen, nichtkodierenden RNAs.
piRNAs sind 26 — 31 nt lang und einzelstrangig. Sie konnten bislang nur in tierischen Keimzellen,
hauptsachlich mannlichen, beobachtet werden und stellen in tierischen Zellen die groRte Gruppe der
nichtkodierenden, kleinen RNAs dar. Bei ihrer ersten Entdeckung in Drosophila melanogaster wurden
sie als repeat-associated small interfering RNAs, kurz rasiRNAs, bezeichnet. Dies lag daran, dass
piRNAs vorzugsweise in DNA-Abschnitten auftauchten, welche reich an sich wiederholenden
Sequenzen waren. AuBerdem lagen sie sehr oft zwischen Gensequenzen (Aravin et al., 2001; Aravin
et al., 2003). Auffallig ist, dass piRNA-kodierende Genbereiche oft in unmittelbarer Nachbarschaft
zueinander liegen. Es wird daher héaufig von piRNA-clustern gesprochen (Aravin et al., 2006;
Brennecke et al., 2007). Als Protein-Bindungspartner von piRNAs fungieren die PIWI-Proteine, welche
eine Unterklasse der Argonaute-Proteinfamilie darstellen (Aravin et al., 2006; Girard et al., 2006; Lau
et al., 2006; Nishida et al., 2007; Brennecke et al., 2007). Die aktuelle Bezeichnung piRNA resultiert
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aus dieser Eigenschaft, ,PIWI-Protein-interagierende RNA”, kurz piRNA. Anders als im Falle der siRNA
ist fur die Biogenese der piRNA das Ribonuklease (RNase)-llI-Enzym Dicer nicht erforderlich (Vagin et
al., 2006; Houwing et al., 2007; Murchison et al., 2007). Es liegt die Vermutung nahe, dass die RNA-
Prozessierung stattdessen durch PIWI-Proteine mit einer Endonukleaseaktivitat erfolgt
(Gunawardane et al., 2007). piRNAs weisen eine strukturelle Eigenheit auf. So befindet sich eine
Methoxygruppe am 2’-Kohlenstoffatom des endstandigen 3’-Nukleotids (Kirino und Mourelatos,
2007; Saito et al., 2007). Der Grund fir diese Modifikation ist nicht bekannt. Es wird jedoch
angenommen, dass dadurch die Stabilitdt der piRNA gesteigert und die piRNA vor unspezifischem
Abbau geschitzt wird (Faehnle et al., 2007; Houwing et al, 2007). Die Funktion der piRNAs besteht
darin, Retrotransposons zu inaktivieren (Aravin et al., 2007). Retrotransposons sind eine Klasse der
transponierbaren DNA-Sequenzen. Sie tragen ihren Namen aufgrund der strukturellen Ahnlichkeit
mit Retroviren. Retrotransposons verwenden RNA als mobile Zwischenstufe. Ihre Mobilitat kann zu
Mutationen fiihren und damit die Integritdt des Genoms gefdhrden. So fiihrte die Abwesenheit von
piRNAs in Drosophila melanogaster zu erhdhter Transposonaktivitdt (Brennecke et al., 2007). Das
Fehlen moglicher Proteinbindungspartner fir die piRNA flhrte ebenso zu erhohter
Transposonaktivitat (Sarot et al., 2004; Carmell et al., 2007).

Innerhalb der Gruppe der nichtkodierenden, kurzen RNAs sind neben siRNAs und piRNAs auch die
miRNAs von Bedeutung. miRNAs wurden 1993 erstmals beschrieben (Lee et al., 1993), der Name
microRNA wurde jedoch erst 2001 gepragt (Ruvkun, 2001). Bei miRNAs handelt es sich um
einzelstrangige, Genom-kodierte RNAs, die in Assoziation mit dem Argonaute-Protein die
Genexpression bei Eukaryoten regulieren. MiRNAs sind 21 - 23 nt lang und ubiquitar exprimiert. Nach
computerbasierten Vorhersagen kdnnten etwa 20 - 30 % der Gene im menschlichen Genom durch
miRNAs reguliert sein (Lewis et al., 2005). Sie tragen, genau wie die siRNA, eine 5’-Phosphat- sowie
eine 3’-Hydroxylgruppe (Krol et al., 2010). Die chemische Eigenschaften sowie der molekulare Aufbau
der miRNAs sind dem der siRNA sehr ahnlich. Betrachtet man jedoch die Biogenese sowie die
molekulare Wirkungsweise, lassen sich deutliche Unterschiede erkennen. Die Biogenese der miRNA
beginnt mit der Synthese des monocistronischen Primartranskriptes (engl.: primary transcript, kurz:
pri-miRNA) (Abb. 1). Drosha, neben Dicer ein weiteres RNase IlI-Enzym, prozessiert die pri-miRNA zu
miRNA-Vorlaufermolekiilen (engl.: precursor-miRNA, kurz: pre-miRNA). Die pre-miRNA st
einzelstrangig, 70 — 80 Nukleotide lang und hat eine Haarnadelstruktur. Nach dem Transport der
Nukleinsdure ins Zytoplasma erfolgt durch das Dicer-Protein ein weiterer Prozessierungsschritt (Kim
et al., 2009). Hierbei werden die pre-miRNAs in 17-24 nt lange doppelstrangige miRNAs geschnitten,
welche aus der zukiinftigen reifen miRNA und dem Gegenstrang miRNA* (engl.: ,miRNA star®)
bestehen. Der miRNA-Doppelstrang besitzt an den 3’-Enden und 5°-Phosphatgruppen je zwei
ungepaarte Nukleotide (Hutvagner et al., 2001; Elbashir et al., 2001). Bei siRNAs sind die Sequenzen
beider Strange perfekt komplementar. Dies ist im Falle von miRNA und miRNA* nicht zwangslaufig
der Fall. Die miRNA-Duplex kann ungepaarte Stellen, sogenannte ,bulges”, aufweisen. Nach der
Trennung der beiden Strange assembliert die miRNA mit dem Argonaute-Protein und bildet so einen
microRibonukleoprotein-Partikel (miRNP) und spater dann einen RISC-Komplex. Die gebundene
miRNA bestimmt die target-RNA, wobei die 5’-terminalen Nukleotide 2 bis 8 der miRNA, die sog.
,seed sequence”, besonders wichtig sind. Sie spielen bei der Identifizierung der miRNP-
Bindungsstellen via komplementarer Basenpaarung eine entscheidende Rolle (Doench und Sharp,
2004; Brennecke et al., 2005, Bartel, 2009). Die Nukleotide neben bzw. auBerhalb dieser seed
sequence haben fiir die miRNA-target-RNA-Interaktion keine entscheidende Bedeutung. Eine miRNA
kann daher viele verschiedene target-RNAs haben bzw. kann eine target-RNA viele verschiedene
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miRNAs beeinflussen (Krek et al., 2005). Die Bindestelle fiir den miRNP befindet sich, bis auf wenige
Ausnahmen, immer im terminalen Sequenzbereich der 3’-UTRs von target-RNAs (Rajewsky, 2006;
Grimson et al., 2007; Orom et al., 2008). Neueste Ergebnisse haben gezeigt, dass die seed sequence
keine perfekte Komplementaritdt zur target RNA haben muss. Ebenso kann das 3’-Ende der miRNA
bei der Interaktion mit der target RNA eine wichtige Rolle spielen (Helwak et al., 2013). In der Zelle
Ubernimmt die miRNA die wichtige Funktion der posttranskriptionellen Regulation der
Genexpression. Daflir stehen ihr zwei Moglichkeiten zur Verfliigung. Entweder inhibiert sie die
Translation des Transkriptes (in Abb. 1 nicht gezeigt) oder die target-RNA wird durch die
Rekrutierung von RNA-abbauenden Enzymen destabilisiert (Fabian et al, 2010). Wahrend in
Saugetierzellen lange Zeit davon ausgegangen wurde, dass von diesen beiden Mechanismen die
Translationshemmung dominiert, ergaben neuere Studien, dass die Degradation von Ziel-mRNA
relativ gesehen fiir einen groReren Anteil der Inhibition der Proteinproduktion verantwortlich ist
(Guo et al, 2010). Besteht zwischen der miRNA und der target-RNA perfekte
Basenpaarkomplementaritdt und das interagierende Argonaute-Protein besitzt enzymatische
Aktivitat, kommt es, wie bei der siRNA, zur Spaltung der target-RNA (Yekta et al., 2004). Dieses
Ereignis tritt jedoch relativ selten auf. Vor ein paar Jahren wurde auRerdem (ber eine Aktivierung der
Expression durch miRNPs berichtet (Vasudevan et al., 2007; Vasudevan und Seitz, 2007), jedoch
konnte diese Annahme vor kurzem entkraftet werden (Gokhale und Gadgil, 2012).

Ein weiterer Bestandteil der Gruppe der nichtkodierenden, kurzen RNA bilden die 1966 eher zufallig
entdeckten kleinen, nukledren Ribonukleinsduren (engl.: small nuclear RNAs, kurz: snRNAs). Wie der
Name schon sagt, sind kleine, nukledre RNAs im Nukleus eukaryotischer Zellen zu finden. lhre Lange
kann zwischen 100 — 300 Nukleotiden betragen, wobei der GroRteil der snRNAs etwa 150 Nukleotide
lang ist. Flir die Transkription der snRNA ist entweder die RNA Polymerase Il oder die RNA
Polymerase lll zustdndig. Beide Polymerasen kdnnen diese Aufgabe libernehmen. In Abhangigkeit
von ihrer Sequenz, sowie den mit ihr assoziierten Proteinen, kann die snRNA in zwei Klassen
eingeteilt werden (Matera et al, 2007). Bei den beiden Klassen handelt es sich um die gut
untersuchte Klasse der Sm-snRNAs sowie die der LSm-snRNAs. Die Sm-snRNA wird von der RNA
Polymerase |l transkribiert. Sie durchlauft im Nukleus sowie im Zytoplasma mehrere
Prozessierungsschritte, welche fiir die anschlieRende Assemblierung mit den Ribonukleoproteinen
(RNP), sowie den Weg zuriick in den Nukleus, dullerst wichtig sind. Wie der Name schon sagt,
handelt es sich bei den RNPs im Falle der Sm-snRNA um Sm-Proteine. Innerhalb der Sm-snRNA
unterscheidet man zwischen U1, U2, U4, Udatac, U5, U7, U11 und U12, wobei die U7 snRNA auch bei
LSm-snRNAs gefunden werden kann. All diese snRNAs, mit Ausnahme von U7, bilden den Kern des
Spliceosoms und sind somit flir das SpleiRen der mRNA mitverantwortlich (Grabowski et al., 1985;
Maniatis und Read, 1987; Guthrie und Patterson, 1988). Die Sm-snRNA U7 lbernimmt hingegen bei
der 3’-Prozessierung der Histon pra-mRNA eine wichtige Funktion (Mowry und Seitz, 1987). Wie
bereits erwahnt bilden die LSm-snRNAs innerhalb der snRNAs die zweite Klasse. Die LSm-snRNAs
werden von der RNA Polymerase Ill transkribiert und durchlaufen mehrere Prozessierungsschritte,
wobei sie im Gegensatz zur Sm-snRNA dabei den Nukleus nicht verlassen. Innerhalb der Klasse der
LSm-snRNAs wird zwischen U6 und U6atac unterschieden (Kiss, 2004). Die LSm-Proteine treten
haufig als hexa- bzw. heptamerer Ring auf. Nach der Interaktion mit der snRNA bilden sie snRNA-
LSm-Protein-Ringe welche als Chaperone fiir RNA-Oligonukleotide fungieren (Khusial et al., 2005).
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Die flinfte und letzte Teilgruppe der nichtkodierenden, kurzen RNAs bilden die kleinen nukleoldren
Ribonukleinsauren (engl.: small nucleolar RNAs, kurz snoRNAs). Sie kommen in Eukaryoten und
manchen Archaeen vor und haben eine Lange zwischen 60 — 300 Nukleotiden. snoRNAs fungieren als
eine Art guide RNA indem sie Enzyme an die richtigen Stellen der chemisch zu modifizierenden RNA
bringen. Hauptsachlich handelt es sich hierbei um rRNA und snRNA. Bei den snoRNAs unterscheidet
man zwischen zwei Klassen, den C/D box snoRNAs und den H/ACA box snoRNAs. Beide Klassen
spielen bei der Prozessierung der ribosomalen RNA eine entscheidende Rolle. Nach der Transkription
der pra-rRNA muss diese auf dem Weg zur fertigen rRNA eine Reihe von Prozessierungsschritten
Uber sich ergehen lassen. Hierzu gehort die Methylierung und Pseudouridylation einzelner
Nukleotide (Maden und Hughes, 1997). Fir die Methylierung sind die C/D box snoRNAs sowie ihre
assoziierten Proteine verantwortlich, welche die eigentliche Modifikationen durchfiihren (Samarsky
et al., 1998). Bei diesen Proteinen handelt es sich um Fibrillarin, Nop56p, Nop58p und Snul3 (L7Ae in
Archaeen) (Bachellerie et al., 2002). Der aus diesen Proteinen und der C/D box snoRNA gebildete C/D
box snoRibonukleoprotein-Komplex fiihrt die 2'O-Methylierung der Ribosen durch. Die
Pseudouridylation wird hingegen von den H/ACA box snoRNAs sowie ihrer gebundenen Proteine
Dyskerin, Garlp, Nhp2p sowie NoplOp ausgefiihrt (Bachellerie et al., 2002). Sie bilden zusammen
den H/ACA box snoRNP, welcher fiir die Konversion von Uridin zu Pseudouridin verantwortlich ist.
Kirzlich wurden der snoRNA neben Methylierung und Pseudouridylation noch weitere Aufgaben
zugewiesen. So fand man heraus, dass einige snoRNAs als miRNA fungieren kdnnen (Ender et al.,
2008; Babiarz et al., 2008, Taft et al., 2009). AuBerdem nehmen snoRNAs eine wichtige Funktion bei
der Organisation des Chromations in Drosophila melanogaster ein (Schubert et al., 2012).

Kurze, nicht-kodierende RNAs bendétigen fiir die Ausfiihrung ihrer Aufgaben sehr haufig ein Protein
als Interaktionspartner. Wie bereits erwahnt stellt das Argonaute-Protein fir viele der
nichtkodierenden, kurzen RNAs den wichtigsten Interaktionspartner dar (Ma et al., 2005; Parker et
al., 2005). Wahrend die kurzen RNAs den Effektorkomplex zur jeweiligen target RNA fiihren,
bestimmt das Argonaute-Protein durch Rekrutierung weiterer Proteine das Schicksal der gebundenen
target RNA (Chekulaeva und Filipowicz, 2009). Die Argonaute-Proteinfamilie erhielt ihren Namen
1998 von dem Blatt-Phanotyp einer Arabidopsis-Mutante, in welcher die entsprechenden Gene
mutiert waren (Bohmert et al., 1998). Die Blitter hatten starke Ahnlichkeit mit Argonauta, einem
Vertreter der KopffiiBer (Cephalopoden). Die einzelnen Vertreter der Ago-Proteinfamilie sind
evolutionar hoch konserviert (Carmell et al., 2002). Nachdem Ago in Arabidopsis entdeckt wurde,
konnte dhnliche Gensequenzen auch in anderen Organismen wie Bakterien (Thermus thermophilus)
oder aber auch in Archaeen (Pyrococcus furiosus) gefunden werden. Die Tatsache, dass das
Argonaute-Protein somit in allen Domadnen des Lebens vorkommt, zeigt den hohen
Konservierungsgrad dieser Proteinfamilie und die damit verbundene wichtige physiologische Rolle
(Carmell et al., 2002; Hutvagner und Simard, 2008; Hock und Meister, 2008). Ausnahme hierbei
bildet Saccharomyces cerevisiae, da in seinem Genom keine Gensequenz gefunden werden konnte,
welche fiir das Argonaute-Protein kodiert. Die artverwandte Spalthefe Schizosaccharomyces pombe
hingegen besitzt einen Ago-Genabschnitt (Volpe et al, 2002). Experimente in Saccharomyces
cerevisiae haben jedoch gezeigt, dass durch rekombinante Expression von Dicer- und Argonaute-
Genen anderer Hefespezies die bekannte RNA-Expressionsregulation rekonstruiert werden kann
(Drinnenberg et al., 2009). Zwar kommt das Argonaute-Protein in nahezu allen Organismen vor,
jedoch kann die Anzahl der kodierenden Genabschnitte deutlich variieren. So wurden in
Caenorhabditis elegans 27 Argonaute-ahnliche Gensequenzen gefunden (Yigit et al, 2006), in
Arabidopsis thaliana zehn (Hunter et al., 2003), im Menschen (Homo sapiens) acht (Sasaki et al.,
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2003) sowie in Schizosaccharomyces pombe nur einer (Carmell et al., 2002). Trotz teilweiser hoher
Kopienzahlen sind die verschiedenen Ago-Proteine nicht redundant und zeigen teilweise in ihrer
enzymatischen Aktivitdt Unterschiede (Hutvagner und Simard, 2008). AuRerdem binden sie jeweils
gezielt unterschiedliche Klassen kleiner, nichtkodierender RNAs (Ghildiyal und Zamore, 2009) und
besitzen zudem charakteristische Expressionsmuster (Deng und Lin, 2002).

Die Argonaute-Proteinfamilie ldsst sich aufgrund von Ubereinstimmungen in der Protein-Sequenz in
drei Klassen einteilen. Zur ersten Klasse gehdren die PIWI-Proteine, welche in Keimzellen exprimiert
werden. Der Name PIWI steht flir P-element induced wimpy testis (Lin und Spradling, 1997). Zur
zweiten Klasse gehoren die ubiquitdr exprimierten Ago-Proteine. Die dritte und letzte Klasse bilden
die Gruppe llI-Agos, auch sekundidre AGOs (SAGOs) oder wurmspezifische AGOs (WAGOs) genannt
(Yigit et al., 2006; Faehnle und Joshua-Tor, 2007).

Argonaute-Proteine sind basische

A) Proteine mit einem Molekulargewicht
MN-terminal PAZ MID PIWI ittli i
i ——— von durchschnittlich 100 kDa. Sie

besitzen zwei charakteristische

Domanen: die PIWI/Argonaute/Zwille-
(kurz PAZ-) sowie die P-element induced
wimpy testis- (kurz PIWI-) Domane.
Neben diesen beiden Domanen gibt es
mit der N-terminalen Domaéane, sowie der
% Neterininal MID-Domdne, noch zwei weitere
b W*‘ Faltungseinheiten (Abb. 2).

Slicer
active site

Abbildung 2 Schematische Darstellung und Kristallstruktur des Argonaute-Proteins. A) Schematische Darstellung der
Domdnenstruktur von Ago-Proteinen mit den vier Bestandteilen: N-terminale Domidne (blaugrau), PAZ-Domine (rot),
MID-Domiéne (gelb) sowie PIWI-Domane (griin). Die linker-Bereiche verbinden den N-terminale-Doméne mit der PAZ-
Domine (Linkerregion 1) bzw. die MID- mit der PAZ-Domadne (Linkerregion 2) (grau). B) Kristallstruktur des Argonaute-
Proteins aus Pyrococcus furiosus mit gebundenem Mn**-lon. Das Protein zeigt eine zweiflligelige Struktur, wobei N-
terminale- und PAZ-Domane einen Fliigel, MID- und PIWI-Doméne den anderen Fliigel bilden. Das Mn**-lon (violett) sitzt
im aktiven Zentrum des Enzyms. Die Aminosdurereste, welche fiir die Bindung des Metallions verantwortlich sind,
werden in stick-Form dargestellt. Die Linker-Regionen werden als graue Bereiche abgebildet. (Jinek und Doudna, 2009).

Im Folgenden wird auf die einzelnen Faltungseinheiten eingegangen. Den Anfang macht die N-
terminale Domadne, auch N-Domidne genannt. Diese besitzt einen N-terminalen coil (deutsch:
Windung) welcher Gber die Linkerregion 1 mit der PAZ-Domane verbunden ist. Es wird angenommen,
dass die N-terminale Domane die Trennung der guide RNA-target RNA-Duplex nach dem
Schneideereignis fordert (Wang et al., 2008 a, 2009 b; Parker, 2010). Neueste Ergebnisse lassen
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jedoch vermuten, dass die N-Domane in Verbindung mit der PAZ-Doméne fiir den Schutz des 3’-
Endes der guide RNA verantwortlich ist (Hur et al, 2013). AuRerdem koénnen Bereiche der N-
terminalen Domane die Nuklease-Aktivitat der Piwi-Domane beeinflussen (Hauptmann et al., 2013).

Wie bereits erwahnt ist die N-terminale Domane ist Gber die Linkerregion 1 mit der PAZ-Domane
verbunden. Die PAZ-Domane stellt flir das Argonaute-Protein eine charakteristische Domane dar und
besitzt eine Lange von etwa 130 Aminosauren. Neben dem Ago-Protein findet man die PAZ-Domane
auch noch in dem RNase-lll-Enzym Dicer. Sie beinhaltet eine Bindungstasche fiir das 3'-Ende der
kleinen RNA. Die Bindung basiert hierbei auf den zahlreichen Interaktionen verschiedener
Aminosaureseitenketten mit dem Ribose-Phosphatriickrat der gebundenen RNA (Lingel et al., 2003;
Yuan et al., 2005). Die Bindung des 3’-Endes ist daher vorwiegend basensequenzunabhangig.
Genauer geht es jedoch bei der Identifikation der beiden ungepaarten 3’-Nukleotiden einer miRNA-
Duplex zu. Diese beiden Nukleotide werden mit hoher Sorgfalt ausgewahlt und erkannt (Ma et al.,
2004; Song et al., 2004).

Linkerregion 2 verbindet die PAZ-Doméane mit der MID-Domadne. Die MID-Domaéne beinhaltet die
Bindetasche fiir das 5'-Ende der kleinen RNA. Wahrend bei der Bindung in der PAZ-Bindetasche viele
Interaktionen zwischen Aminosaurekette und Ribose-Phosphatriickrat stattfinden, ist die Bindung in
der MID-Bindetasche spezieller und definierter. Mutagenesestudien sowie Kristallstrukturen (Parker
et al., 2005; Boland et al., 2010) haben gezeigt, dass beim PIWI-Protein aus Archaeoglobus fulgidus
die Tyrosinseitenkette Tyr123 (bzw. Y123) und beim humanen AGO2 Protein die Seitenkette von
Y529 eine entscheidende Rolle spielen (Hall, 2005). Hydroxylgruppe dieses Aminosadurerestes bildet
mit der 5°-Phosphorylgruppe der RNA eine Wasserstoffbriicke. AuRerdem treten die m -Elektronen
des aromatischen Ringsystems vom Tyrosinrest und der Base des ersten 5’-Ribonukleotids in
Wechselwirkung. Die Wasserstoffbricke ermoglicht also die Erkennung des miRNA-
charakteristischen  5°-Phosphatrestes, die Wechselwirkung der Elektronen dient der
sequenzunabhangigen Fixierung der kleinen RNA (Hall, 2005).

Die vierte und grote Domane des Ago-Proteins bildet die PIWI-Domane. Kristallstruktur-
untersuchungen zeigten in diesem Zusammenhang, dass eine Ahnlichkeit zu RNase H-Enzymen
besteht (Song et al., 2004). Diese Enzyme katalysieren die Hydrolyse von RNA in RNA-DNA-Hybriden
Champoux und Schultz, 2009). Untersuchungen in Aquifex aeolicus und Archaeoglobus fulgidus
unterstitzen die Theorie, dass diese Domane eine hohe Affinitdt fur kleine DNAs besitzt (Ma et al,,
2005; Yuan et al., 2005). In hher entwickelten Spezies zeigte sich jedoch recht schnell, dass das Ago-
Protein seine enzymatische Wirkung lediglich bei RNA-Duplices erreicht (Meister et al., 2004; Liu et
al., 2004; Qi et al., 2006). Im menschlichen Ago-Protein Ago2 sind vier Aminosaureseitenketten fir
die Hydrolyse der RNA von besonderer Bedeutung: Asparaginsdurerest-597 (D597),
Glutamatsaurerest-637 (E637), Asparaginsaurerest-669 (D669), sowie Histidinrest-807 (H807) (Rivas
et al., 2005, Nakanishi et al., 2012). Aufgrund der Zusammensetzung werden diese vier Aminosauren
als DEDH-Tetrade bezeichnet. Das Vorhandensein dieser Tetrade ist jedoch kein eindeutiger Hinweis
auf eine katalytische Spaltung der RNA. Das humane Ago3 Protein zum Beispiel besitzt diese Tetrade,
hydrolysiert gebundene target RNA aber nicht (Meister et al., 2004; Liu et al., 2004). Die Aktivitat von
Ago3 kann jedoch durch Sequenzveranderungen in der N-Domane wieder hergestellt werden. Im C-
terminalen Bereich der PIWI-Domane liegt die PIWI-Box, welche fiir die Interaktion mit dem RNase-
[lI-Enzym Dicer zustandig ist (Wang et al., 2009 a). Sie ist ca. 40 Aminosduren lang und evolutionéar
hoch konserviert (Cox et al., 1998). Aufgrund der Ahnlichkeit zu Dicer werden RNA-spaltende Ago-
Proteine auch als slicer bezeichnet (Lingel und Sattler, 2005).
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Ein aus Argonaute-Protein und miRNA assemblierter Komplex wird, wie bereits erwahnt,
microRibonukleoprotein-Partikel (kurz miRNP) genannt. Damit dieser miRNP seine enzymatische
Aktivitat entfalten kann, muss er mit weiteren Proteinen interagieren. Eine entscheidende Rolle
hierbei spielen die Proteine der GW182-Proteinfamilie. Sie konnten bisher in mehreren
verschiedenen Organismen identifiziert werden und funktionale Studien haben gezeigt, dass GW182
Proteine auch mechanisch an der Expressionsregulation durch kleine RNAs beteiligt sind (Ding et al.,
2005; Liu et al., 2005; Meister et al., 2005; Rehwinkel et al., 2005; Behm-Ansmant et al.,2006 a, b;
Eulalio et al., 2008; Landthaler et al., 2008; Chekulaeva et al., 2009; Eulalio et al., 2009 a, b; Lazzaretti
et al., 2009; Miyoshi et al., 2009; Takimoto et al., 2009; Zipprich et al., 2009; Pfaff et al., 2013). Die
Anzahl an GW182 Vertretern kann von Organismus zu Organismus variieren. In Drosophila existiert
beispielsweise nur ein GW182 Protein, bei Sdugerzellen hingegen sind drei Homologe vorhanden. Die
Proteine dieser Familie haben ein Molekulargewicht von etwa 180 kD und verfligen Uber 12
(Drosophila) bzw. 21 — 33 (Homo sapiens) Glycin-Tryptophan-(GW/WG-) Sequenzwiederholungen am
N-Terminus (Eulalio et al, 2009 c). Uber diesen speziell ausgestatteten N-Terminus erfolgt
letztendlich die RNA-unabhangige Interaktion mit dem Ago-Protein (Eulalio et al., 2009 b). Ein
GW182 Protein kann im Organismus mit mehreren Ago-Komplexen zugleich assoziieren (Takimoto et
al., 2009). AuBerdem interagieren ausschlieBlich solche Ago-Proteine mit GW182 Proteinen, welche
in der miRNA-vermittelten, posttranskriptionellen Genexpressionsregulation involviert sind (Eulalio
etal., 2009 c).

Die posttranskriptionelle Genexpressionsregulation kann jedoch auch noch durch andere RNA-
bindende Proteine unterstltzt werden. Zu ihnen zahlen die vorher bereits erwdhnten Mitglieder der
Sm- und Sm-like Proteinfamilie, deren bakterieller Vertreter Hfq genannt wird. Diese Proteine
kénnen die Interaktion zweier RNA-Molekile erleichtern und inhibitorische Sekundarstrukturen
auflésen. Man nennt sie dadurch auch RNA-Chaperone. Das bakterielle HfQ Protein wurde 1968 in E.
coli als wichtiger Faktor fir die Replikation des Bakteriophagen Qg identifiziert und erhielt so seinen
Namen (engl.: host factor Q) (Eikhom et al., 1968; Franze de Fernandez et al, 1968; Franze de
Fernandez et al., 1972; Shapiro et al., 1968). Im Rahmen dieser Arbeit wurde dieses konservierte
Protein mit einer Molekiilmasse von 12,5 kDa charakterisiert, welches in der aktiven Form als
Hexamer vorlag. Erst 1993 wurde herausgefunden, dass das HfQ Protein bei
Konformationsanderungen der Qg RNA eine entscheidende Rolle spielt und so die
Replikationsinitiation stimuliert (Barrera et al.,, 1993). Kurze Zeit spater wurde gezeigt, dass HfQ
mehrheitlich mit Ribosomen assoziiert vorliegt und die Anwesenheit von HfQ in der Zelle von der
Wachstumsphase abhangt (Kajitani et al., 1994). Dies waren Hinweise auf eine wichtige Funktion
innerhalb nicht-infizierten Zellen von E. coli. Untersuchungen des Phanotyps der ersten hfg-
Insertionsmutante von E. coli hatten schwerwiegende pleiotrope Effekte auf die Physiologie der Zelle
sowie die Sensitivitat gegenliber Stressbedingungen (Tsui et al., 1994). Spater zeigte sich der Einfluss
von HfQ auf die Glykogensynthese, den Nahrstoffmangel und weitere Stressbedingungen
(Hitzestress, H,0,) (Muffler et al., 1997). Mittlerweile ist bekannt, dass HfQ die Translation der
beiden wichtigen Stresstranskriptionsfaktoren oS (RpoS) und oE (RpoE) reguliert (Guisbert et al.,
2007). AulRerdem spielt es eine wichtige Rolle bei der Kontrolle einiger sRNAs (z.B. MicX) in Vibrio
cholerae (Davis et al., 2007).



10 Einleitung

Wie bereits erwahnt gehoren die bakteriellen Hfg-Proteine zu der phylogenetisch konservierten
Familie der Sm- und Sm-like (LSm)-Proteine. Diese Proteinfamilie kommt in allen drei Doméanen des
Lebens vor (Scofield und Lynch, 2008) und spielt bei zahlreichen Vorgangen des RNA-Metabolismus
eine entscheidende Rolle (z.B. RNA-Prozessierung, pra-mRNA-Spleilen, mRNA-Degradation) (Key et
al., 1998; He und Parker, 2000; Tharun et al., 2000). Das erste Sm-Protein wurde 1966 bei einer
Patientin namens Stephanie Smith gefunden. Diese war an Lupus erythematodes, einer
Autoimmunkrankheit, erkrankt. Das korpereigene Immunsystem war fehlreguliert und produzierte
Antikorper gegen nukleare Proteine, in diesem Fall gegen das eigene Sm-Protein. Die Antikorper
nannte man Sm-Ag (engl.: smith antigen) und so entstand der Name fiir diese Proteine (Tan und
Kunkel, 1966; Lerner und Seitz 1979). Die eukaryotischen Vertreter der Sm- und LSm-Proteinfamilie
zeigen eine charakteristische Assemblierung zu ringformigen Oligomeren. Diese Ringstrukturen
binden spezifisch an einzelstrangige, Uridinreiche Sequenzmotive definierter RNA-Molekiile. Man
unterscheidet zwischen sieben individuellen Sm-Proteinen (SmB/B’, D1, D2, D3, E, F, G) mit
Molekulargewichten von 9 bis 29 kDa (Lehmeier et al., 1990). Diese bilden ein Hetero-Heptamer und
assemblieren zusammen mit unterschiedlichen snRNAs zu small nuclear Ribonukleoprotein-Partikeln
(snRNP), welcher wiederum die Untereinheiten des SpleiBosoms formen (Will und Liihrmann, 2001;
Beggs, 2005). Im Falle der eukaryotischen LSm-Proteine unterscheidet man zwischen 16
verschiedenen Varianten (LSm1 — 16). Sie assemblieren nicht wie das Sm-Protein ausschlieflich zu
Hetero-Heptameren, sondern kdnnen auch Hetero-Hexamere Strukturen einnehmen (Achsel et al,,
1999; Beggs, 2005). Es ist sogar moglich, dass wie in Archaeoglobus fulgidus zwei Sm-Proteine in
einem Organismus vorkommen, welche beide oligomere Strukturen reprasentieren (Abb. 3 B).

A) B)

Abbildung 3 Verschiedene Darstellungsmoglichkeiten des Sm-Proteins. A) Sekundirstruktur des Sm-Proteins aus
Archaeoglobus fulgidus dargestellt in zwei Orientierungen. Die N-terminale Helix ist rot eingefarbt, die Faltblatter f1-3 in
blau sowie B4 und B5 in gelb. Die Faltbldtter B1-5 sind mit 1-5 entsprechend nummeriert. B) Ribbondarstellung des Sm-
Heptamer- (oben) sowie Sm-Hexamer- (unten) Komplexes aus Archaeoglobus fulgidus. Die oligomeren Komplexe sind
von oben (links) und seitlich (rechts) dargestellt. Die Sm-Monomere sind abwechselnd griin bzw. rot dargestellt sowie ein
monomeres Protein in gelb. (T6r6 et al., 2002; leicht abgeandert).

Die Mitglieder der Sm- und LSm-Protein-Familie sind durch das evolutionar hoch konservierte Sm-
Faltungsmotiv gekennzeichnet. Dieses setzt sich je nach Aminosduresequenz aus den Abschnitten
Sm1 (32 Aminosduren) und Sm2 (14 Aminosauren) zusammen, welche mittels einer variablen Region
miteinander verbunden sind (Hermann et al., 1995; Séraphin, 1995). Das Faltungsmotiv bildet eine
Struktur, welche sich aus fUnf anti-parallelen B-Faltbldttern (B1-5) und einer a-Helix (al)
zusammensetzt (Abb. 3 A). Zum Sm1-Abschnitt des Faltungsmotivs gehort die Helix al sowie die
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Faltblatter B1-3, zum Sm2-Bereich die Faltblatter B4 und B5. Die entgegen gesetzt gelegenen Strange
B4 und B5 sind schleifenartig miteinander verbunden und so bildet das Protein Monomer eine
charakteristische B-barrel-Struktur. Das Protein nimmt dadurch, wie der Name schon sagt, eine Art
Fassform ein. AuBerdem interagieren die Strange B4 und PS5 benachbarter Monomere via
Wasserstoffbriicken miteinander und sind daher an den Kontakten der einzelnen Monomeren
miteinander verantwortlich. Sie bilden die Basis fiir die charakteristischen ringférmigen oligomeren
Strukturen der Sm- und LSm-Proteinfamilie (Hermann et al., 1995; Kambach et al., 1999; Khusial et
al., 2005). Fir die Interaktion mit den RNA-Molekiilen sind die Schleifen zwischen den Strangen 2
und B3 sowie B4 und B5 verantwortlich. Sie ragen in die Pore der Ringstruktur hinein und
interagieren dort mit RNA-Molekilen. Neben der barrel-Struktur verfiigt das Protein Monomer Gber
keine weiteren funktionellen oder strukturellen Doméanen. Seltener beschriebene grolRere Varianten
der LSm-Proteine (LSm12-16) besitzen langere Fortsdtze am C-Terminus. Diese sind zusatzlich mit
einer Methyltransferase-Domane ausgestattet (Albrecht und Lengauer, 2004).

Dank ihrer Ndahe zum Ursprung des Lebens bilden die Mitglieder der Domadne der Archaeen ein
wichtiges Forschungsobjekt. Auerdem liegen viele Proteine und enzymatische Ablaufe in diesen
yalten” Organismen in moglichst einfacher, urspringlicher Form vor und tragen somit zum
Verstandnis komplexer Ablaufe in hoher entwickelten Organismen bei. Riickschliisse auf
entsprechende Proteine in hoher entwickelten Lebensformen sind somit einfacher nachzuvollziehen.
Viele kultivierte Arten der Archaeen sind an extreme Milieubedingungen angepasst. So konnten
einerseits Mikroorganismen aus kalten Regionen wie der Arktis und Antarktis isoliert werden. Diese
psychrophilen Organismen zeigen auch bei Temperaturen um den Gefrierpunkt (Delong et al., 1994;
Massana et al., 1998; Murray et al., 1998) noch Wachstum. Andererseits wurden thermophile
Mikroorganismen z. B. aus den Schloten der schwarzen Raucher der Tiefsee isoliert (Jones et al,,
1983; Huber et al., 1998; Burggraf et al., 1990). Einer dieser hyperthermophilen Mikroorganismen ist
der Euryarchaeot Pyrococcus furiosus (P. furiosus) aus der Ordnung der Thermococcales. Dieser
kugelféormige Organismus mit einem Durchmesser von 0,8 bis 2,5 5 um wurde zum ersten Mal aus
dem geothermal erhitzten Sediment am Strand von Porto di Levante, auf Vulkano in Italien, isoliert.
Er wachst bei Temperaturen zwischen 70°C und 103°C und erreicht bei seiner optimalen
Wachstumstemperatur von 100°C eine Verdoppelungszeit von 37 Minuten. P. furiosus besitzt einen
Vertreter der vorher bereits erwdahnten LSm-Proteinfamilie. In Archaeen wurden Proteine dieser
Familie erstmals 1999 gefunden (Mayes et al., 1999; Salgado-Garrido et al., 1999; Collins et al.,
2001). Einige Archaeen, darunter die halophilen Archaeen sowie Vertreter der Pyrococcus Spezies,
besitzen nur ein Sm-like Protein (LSm1), wohingegen andere zwei Versionen des Proteins besitzen
(LSm1 und LSm2) (Salgado-Garrido et al., 1999). Crenarchaeota bilden eine Ausnahme, denn sie
verfligen Uber ein zuséatzliches LSm-Protein, LSm3 (Mura et al., 2003; Khusial et al., 2005). Es ist
aufgrund der Kristallstruktur bekannt, dass das archaeelle LSm1-Protein Heptamere bildet (Achsel et
al., 2001; Mura et al., 2001; T6ro et al., 2001) und RNA binden kann (Achsel et al., 2001; Thore et al.,
2003; Toro et al., 2001). Durch spezielle massenspektrometrische Methoden (LILBID = Laser-induced
Luquid Bead lon Desorption-MS) konnte der heptamere Komplex des LSm1-Proteins am Beispiel
Haloferax volcanii bestatigt werden (Fischer et al., 2010). Das LSm2-Protein aus Archaeoglobus
fulgidus ist in der Lage, einen hexameren (Tor6 et al., 2002) oder heptameren (Achsel et al., 2001)
Komplex zu formen. AulRerdem konnte gezeigt werden, dass das LSm3-Protein der Crenarchaeota in
Komplexe aus 14 monomeren Proteinen bilden kann (Mura et al., 2003 b). Auch einige der LSm1-
Proteine sind dazu in der Lage (Mura et al, 2003 a). Uber die Funktion der Sm- und LSm-
Proteinfamilie ist jedoch wenig bekannt. Neue in vitro Ergebnisse haben gezeigt, dass das LSm-
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Protein aus Haloferax volcanii tRNAs und sRNAs bindet. Aullerdem konnten durch Co-
Immunpréazipitationsversuche Interaktionspartner des LSm-Proteins identifiziert werden (Fischer et
al., 2010). Die genaue Funktion der Sm- bzw. LSm-Proteinfamilie ist in Archaeen jedoch noch
unbekannt.

Neben den LSm-Proteinen kann man in der Domane der Archaea auch Vertreter der Argonaute-
Proteinfamilie finden. Soweit bisher bekannt, spielen sie nicht wie in Eukaryoten eine Rolle bei der
RNA-Interferenz, da diese in Prokaryoten bisher nicht nachgewiesen werden konnte (Cerutti und
Mollano, 2006). Ein der RNAi der Eukaryoten jedoch weitgehend dhnlicher Prozess ist der CRISPR
(Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats)-Mechanismus. Er dient zur Verteidigung
gegen das Eindringen fremden Erbguts durch z.B. Viren (Jansen et al., 2002; Bolotin et al., 2005;
Barrango et al.,, 2007). Mit Hilfe von kristallographischen Untersuchungen des archaeellen Ago-
Proteins aus P. furiosus konnte die PAZ Domane sowie ihre Bindetasche entschliisselt werden (Song
et al., 2004; Jinek und Doudna, 2009). Nicht alle prokaryotischen Ago-Proteine besitzen wie ihr
eukaryotisches Pendant eine PAZ Domane. Nahezu alle prokaryotischen Agos, welchen die PAZ
Domane fehlt, scheinen keine Nukleaseaktivitat zu besitzen. Ist diese Domane jedoch vorhanden,
zeigt das Argonaute-Protein das enzymatische Verhalten einer Nuklease (Makarova et al., 2009). Das
Ago-Protein aus P. furiosus besitzt die PAZ Domane. In vitro Untersuchungen des bakteriellen
Argonaute-Proteins aus Aquifex aeolicus und Thermus thermophilus zeigten eine RNAse H dhnliche
Ribonukleaseaktivitdt, indem sie die RNA in einer DNA/RNA-Duplex durchtrennten (Yuan et al., 2005;
Wang et al., 2008 a). Neueste Kristallstrukturuntersuchungen am bakteriellen Ago-Protein aus
Thermus thermophilus gaben eine detaillierte Einsicht in die Schneideaktivitdt des Proteins bei
Zugabe einer guide DNA und entsprechendem DNA target (Sheng et al., 2013). Aullerdem konnte
gezeigt werden, dass das bakterielle Argonaute-Protein aus Rhodobacter sphaeroides sowohl kurze
DNA, als auch kurze RNA binden kann und moglicherweise bei der Erkennung und Beseitigung
fremder Nukleinsduren eine Rolle spielt (Olovnikov et al, 2013). Im Falle des Ago-Proteins aus
Thermus thermophilus wurde mittels in vivo-Daten bestatigt, dass es bei der Abwehr fremder DNA
eine entscheidende Rolle spielt (Swarts et al., 2014).

In der vorliegenden Arbeit wurde der oligomere Komplex des LSm-Proteins aus P. furiosus
untersucht. Es sollte festgestellt werden, ob dieses archaeelle LSm-Protein eine hexamere oder
heptamere Struktur einnimmt oder sich sogar zu einem groBen Komplex aus 14 Proteinmonomeren
zusammenflgt. Ein weiteres Ziel war die Klonierung des Argonaute-Proteins aus P. furiosus in einen
Expressionsvektor und dessen anschliefende Aufreinigung in E. coli. Das aufgereinigte Protein sollte
zur Bildung von Antikérpern genutzt und die dadurch erhaltenen Immunglobuline fiir Co-
Immunprazipitationsuntersuchungen eingesetzt werden. Die dadurch prazipitierten Nukleinsduren
sollten kloniert und schlieRlich sequenziert werden um Hinweise auf eine mdgliche Funktion des
Argonaute-Proteins in Archaeen zu erhalten. Da fiir P. furiosus mittlerweile ein genetisches System
etabliert wurde, war die Expression des Proteins in Pyrococcus sowie dessen knock-out ein weiteres
Ziel dieser Arbeit. AulRerdem sollten durch Saccharosedichtegradienten und massenspektroskopische
Untersuchungen mogliche Interaktionspartner des Argonaute-Proteins identifiziert werden.
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Il. Material und Methoden

1. Bezugsquelle von Substanzen

1.1. Chemikalien und Losungsmittel

Substanz

Hersteller

Acetonitril

Acrylamid 2x, research grade
Acrylamid 4x, analytic grade
Agar

Agarose NEEO Ultra-Quality
Ammoniumoersulfat
Ammoniumhydrogencarbonat
Ampicillin

Bacto™ Agar

Bacto™ Hefeextrakt

Bacto™ Trypton

Borsdure

BSA

Complete Mini™ Protease Inhibitor Cocktail
Tabletten, EDTA-frei
Chloroform/Isoamylalkohol
Coomassie Brilliant Blue R250
Diethylpyrocarbonat (DEPC)
Dithiothreitol (DTT)

Eisessig

Ethanol, absolut
Ethidiumbromid
Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA)
Formaldehydldsung (37%)
Gelrite

Glycerin, 100%
Guanidiniumthiocyanat
HEPES

Imidazol, ACS Reagenz 99%
Isopropanol

Isotop [(y*’P) ATP]
Kaliumchlorid
N-Lauroylsarcosyl
Magermilchpulver
Magnesiumchlorid
B-Mercaptoethanol
N,N’-Methylenbisacrylamid, 2x

J. T. Baker, Deventer (NL)

Serva Electrophoresis GmbH, Heidelberg
Serva Electrophoresis GmbH, Heidelberg
Carl Roth GmbH, Karlsruhe

Carl Roth GmbH, Karlsruhe

Carl Roth GmbH, Karlsruhe

Carl Roth GmbH, Karlsruhe

Serva Electrophoresis GmbH, Heidelberg
Difco Laboratories Inc., Detroit (USA)
Difco Laboratories Inc., Detroit (USA)
Difco Laboratories Inc., Detroit (USA)
Merck, Darmstadt

Roche Diagnostics GmbH, Karlsruhe

Roche Diagnostics GmbH, Karlsruhe

Carl Roth GmbH, Karlsruhe

Serva Electrophoresis GmbH, Mannheim
Carl Roth GmbH, Karlsruhe

Sigma Aldrich GmbH, Taufkirchen
Merck, Darmstadt

J. T. Baker, Deventer (NL)

Serva Electrophoresis GmbH, Heidelberg
Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Serva Electrophoresis GmbH, Heidelberg
Carl Roth GmbH, Karlsruhe

Sigma Aldrich GmbH, Taufkirchen
Merck, Darmstadt

Sigma Aldrich GmbH, Karlsruhe

J. T. Baker, Deventer (NL)

Hartmann Analytic, Braunschweig
Merck, Darmstadt

Fluka, Seelze

J. M. Gabler Saliter GmbH, Obergiinzburg
Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Serva Electrophoresis GmbH, Heidelberg
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Natriumacetat
Natriumcarbonat
Natriumchlorid
Natriumcitrat
Natriumdisulfit
Natriumdodecylsulfat (SDS)
Natriumhydroxid
Phenylmethylsulfonylfluorid
RNaseZap

Rotiphorese® Gel 30 (37,5:1)
Rotiphorese® Gel 40 (29:1)
Salzsdure (37%)

Sarkosyl

Silbernitrat
N,N,N’,N’-Tetramethylethylendiamin
(TEMED)

Trichloressigsaure

Tris

Trition X-100

Tween 20

Merck, Darmstadt

Carl Roth GmbH, Karlsruhe

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Sigma Aldrich GmbH, Taufkirchen
Serva Electrophoresis GmbH, Heidelberg
Merck, Darmstadt

Carl Roth GmbH, Karlsruhe

Life Technologies GmbH, Darmstadt
Carl Roth GmbH, Karlsruhe

Carl Roth GmbH, Karlsruhe

Merck, Darmstadt

Sigma Aldrich GmbH, Taufkirchen
Carl Roth GmbH, Karlsruhe

Carl Roth GmbH, Karlsruhe

Carl Roth GmbH, Karlsruhe

USB, Cleveland (USA)

Roche Diagnostics GmbH, Karlsruhe
Roche Diagnostics GmbH, Karlsruhe

1.2. Biochemikalien und Enzyme

Bezeichnung

Hersteller

Calf Intestinal Alkaline Phosphatase (CIP)
DNase |

Phusion High Fidelity DNA-Polymerase
Proteinase K

RNase A

RNase H

Taq DNA Polymerase

T4 DNA Ligase

T4 RNA Ligase 1

T7 DNA Polymerase

New England Biolabs, Frankfurt

Roche Diagnostics GmbH, Karlsruhe
New England Biolabs, Frankfurt
Fermentas, Burlington (USA)

Sigma Aldrich GmbH, Taufkirchen

Sigma Aldrich GmbH, Taufkirchen
Thermo Scientific Fisher GmbH, Dreieich
New England Biolabs, Frankfurt

New England Biolabs, Frankfurt

New England Biolabs, Frankfurt
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1.3. Molekularmassenstandard

Massenstandards Hersteller

DNA PAGE Ruler Ultra Low Range Fermentas, Burlington (USA)
PageRuler Unstained Protein Ladder (SM0661) Fermentas, Burlington (USA)
PageRuler Prestained Protein Ladder (SM0671) Fermentas, Burlington (USA)

GeneRuler Ultra Low Range DNA Ladder Thermo Scientific Fisher GmbH, Dreieich
GeneRuler 1 kb DNA Ladder Thermo Scientific Fisher GmbH, Dreieich
GeneRuler 100 bp DNA Ladder Plus Thermo Scientific Fisher GmbH, Dreieich

Molecular Weight Marker Kit for Gel Filtration . . .
Sigma Aldrich GmbH, Taufkirchen
Chromatography (29-700 kDa)

1.4. Kits, Membranen und Filtereinheiten

Artikel Hersteller

Corning®Costar®Spin-X®Plastic Centrifuge
8 P & Sigma Aldrich GmbH, Taufkirchen

Tube Filters

QlAprep Spin Miniprep Kit Quiagen, Hilden
QlAquick Gel Extraction Kit Quiagen, Hilden
QlAquick PCR Purification Kit Quiagen, Hilden

Micro Bio-Spin Chromatography Columns Bio-Rad, Hercules (USA)

Immunoprecipitation Kit — Dynabeads .
Invitrogen, Darmstadt

Protein G

Immobilion™-P Transfermembran Millipore, Bedford (USA)

Nylon membranes, positively charged Roche Diagnostics GmbH, Karlsruhe
Protran™ Nitrocellulose Membran Whatman, Dassel

Membranfilter (Cellulosemischester) Whatman, Dassel

Sequagel UreaGel System National Diagnostics, Atlanta (USA)
SuperScriptlll Reverse Transcriptase Kit Invitrogen, Darmstadt

Vivaspin™ (Polyethersulfan) Sartorius Stedim Biotech GmbH, Gottingen

1.5. Antikorper

1.5.1. Polyklonale Primarantikorper (1° AK)

Antikorper Ursprung des Antigens Antigen produziertin  Hersteller

rabbit anti-Ago P. furiosus rekombinant in E.coli Davids, Regensburg

Fir die Generierung des anti-Ago-Antikérpers wurde das Gen PF0537 in E.coli kloniert und
exprimiert. Das aufgereinigte Protein wurde anschlielend einem Kaninchen injiziert.
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1.5.2. Sekundarantikérper (2° AK)

Antikoérper

Hersteller

Dylight 649 goat anti-rabbit IgG

goat anti-rabbit IgG + HR Peroxidase

Thermo Scientific Fisher GmbH, Dreieich
Sigma Aldrich GmbH, Taufkirchen

2. Kulturmedien

2.1. %A SME-Medium

2.1.1. Zusammensetzung

SME-Medium

% SME-Medium

NaCl

MgS0O, x 7 H,O
MgCL, x 6 H,0
KCl

CaCl, x 2 H,0O
NaBr
Borsdure

SrCl, x 6 H,0
KJ-Lsg. 0,05%

474 mM
28,4 mM
27,1 mM
8,1 mM
51mM
0,97 mM
0,49 mM
0,056 mM
0,3 uM

SME

KH,PO,

Wolfes Mineralien, 10
x,-T,pH 1,0
Resazurin, 0,2%

Na,S x H,0

H,O bidest ad 1000 ml

500 ml
05g
1ml

0,5 ml
0,3g

Wolfes Mineralien, 10 x, pH 1,0, ohne Titriplex

NacCl

MgSO,

MnSQO,
(NH,4);Ni(S0,), x 5 H,0
CaCl, x 2 H,0
CoSO,4 x 7 H,0
ZnS0, x 7 H,0
FeSO4 x 7 H,0
Borsdure

Na,SeO,
Na,Mo0O, x 2 H,0
CuSO,4 x 5 H,0
KAI(SO,), x 12 H,0
Na,WO, x 2 H,0
pH 1,0

171,10 mM
121,70 mM
29,60 mM
7,09 mM
6,80 mM
6,40 mM
6,30 mM
3,60 mM
1,63 mM
0,53 mM
0,41 mM
0,40 mM
0,38 mM
0,30 mM
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2.1.2. Herstellung und Sterilisation

Die Bestandteile des Mediums wurden frisch eingewogen und in eine 1 | Duranglasflasche (Schott,
Mainz) abgefiillt. Die Flaschen wurden mit einem Gummistopfen und einer durchbohrten
Schraubkappe versehen. Um den Sauerstoff aus dem Medium zu entfernen wurde das Medium 30
min unter Druckausgleich mit N,/CO, (80:20, v/v) durchgast. Durch Zugabe von Na,S bis zur
Entfarbung des Redoxindikators Resazurin, wurde der noch im Medium verbliebene Sauerstoff
entfernt.

Die Medien wurden in der Anaerobenkammer (Coy Laboratory Products Inc., Ann Arbor, USA)
abgefiillt. Dabei wurde je 20 ml des Mediums in 120 ml Serumflaschen (Natronkalksilikatglas, Stute
GmbH, Rheinbreitbach) Gberfihrt. Die Serumflaschen wurden mit Butylsepten (Ochs, Bovenden)
verschlossen. Eine Sicherung der Flaschen wurde durch Aluminiumboérdelkappen (WICOM,
Heppenheim) gewahrleistet. AnschlieRend wurden die Serumflaschen an der Gasstation je dreimal
evakuiert und H,/CO, (80:20, v/v) mit 300 kPa aufgepresst.

Die Bestandteile der Wolfes Mineralienldsung werden eingewogen und in H,Owmiiipore 8€l6st. Der pH-
Wert wird auf 1,0 eingestellt. Die Losung wird anschlieRend steril filtriert (Porengréfe 0,2 um und bei
4 °C dunkel gelagert.

2.2. Standard Kulturmedium Pyrococcus furiosus

2.2.1. Zusammensetzung

Standard-Kulturmedium fiir P. furiosus Standard-Gelriteplatten fiir P.furiosus

Gelrite 1,5 % (w/v)

Hefeextrakt 0,1 % (w/v)
Hefeextrakt 0,1% (w/v) Pepton 0,1 % (w/v)
Pepton 0,1 % (w/v) Starke 0,1% (w/v)
Starke 0,1 % (w/v) Na,S x 3 H,0 0,2g
% SME, pH 7,0 % SME ohne Resazurin,

pH 7,0

2.2.2. Herstellung und Sterilisation

Bei der Herstellung des Standard-Kulturmediums fiir P.furiosus wurden alle Bestandteile eingewogen
und in % SME gelost. Je 20 ml des Mediums wurden in 120 ml Serumflaschen (Natronkalksilikatglas,
Stute GmbH, Rheinbreitbach) Gberfihrt. Nach begasen mit N, (dreifacher Gasaustausch) wurde der
Stickstoffdruck auf 0,8 bar eingestellt.

Bei der Herstellung der Standard-Gelriteplatten wurde dhnlich verfahren. Alle Komponenten, auBer
Na,S x 3 H,0, wurden gel6st, in eine Druckflasche umgefiillt und mit N, durchgast. Die Dauer der
Begasung hing dabei vom Volumen der Medium-Losung ab und lag zwischen 15 Minuten (250 ml
Medium) und 45 Minuten (2 Liter Medium). Nach der Begasung erfolgte die Reduktion des noch
vorhandenen Sauerstoffs durch die Zugabe von Na,S x 3 H,0. Der pH-Wert wurde mit NaOH auf 7,0
eingestellt. Die Losung wurde anschlieBend autoklaviert und bei 95° C aus dem sich abkihlenden
Autoklaven entnommen. Nach vorsichtigem Entgasen wurde die Druckflasche in die
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Anaerobenkammer eingefiihrt. Das Medium wurde auf die vorbereiteten Petrischalen verteilt (25 —
30 ml pro Schale).

2.2.3. Herstellung und Sterilisation fiir GroBanzuchten im Fermenter

Die Salze des Mediums wurden eingewogen, im Fermenter (HTE, Bioengineering, Wald, CH) in der
entsprechenden Menge H,Owmiiipore g€l6st und das Medium anschlieBend mit N,/CO, (80:20 v/v)
durchgast. AbschlieBend wurde das Medium im Fermenter fir 40 min autoklaviert. Wie unter 2.2.1.
beschrieben, werden noch weitere Zusatze wie Hefeextrakt, Pepton und Starke bendtigt. Na,S wurde
ebenso wie 0,1 % Hefeextrakt, 0,1 % Pepton sowie 0,1 % Stdrke gesondert in H,Opiipore gel6st und fiir
20 min autoklaviert. Vor dem Animpfen wurde Na,S, Hefeextrakt, Pepton und Stdrke in den
Fermenter gegeben sowie der pH-Wert mit steriler N,SO, eingestellt.

2.3. LB-Medium und SOC-Medium fiir E.coli

2.3.1. Zusammensetzung

LB-Medium LB-Agar-Medium
Trypton 1% (w/v) Agar 1,8 % (w/v)
Hefeextrakt 0,5 % (w/v) Trypton 1% (w/v)
NaCl 0,5 % (w/v) Hefeextrakt 0,5 % (w/v)
pH 7,5 NaCl 0,5 % (w/v)
pH 7,5
SOC-Medium
Trypton 2 % (w/v)
KCl 0,5 % (w/v)
NacCl 0,05 % (w/v)

pH 7,0

2.3.2. Herstellung und Sterilisation

Bei der Herstellung des LB- bzw. des SOC-Mediums wurden alle Bestandteile in H;Owmijipore g€lOSt.
AnschlieBRend wurde der pH-Wert mittels NaOH auf pH 7,5 (LB-Medium) bzw. 7,0 (SOC-Medium)
eingestellt. Die Medien wurden 20 min bei 121 °C autoklaviert.

Im Falle der LB-Agar-Medien wurde zusatzlich zu den Bestandteilen des LB-Mediums noch Agar
eingewogen. Nach dem Einstellen des pH-Wertes durch NaOH wurde die Losung autoklaviert und bei
60 °C aus dem sich abkiihlenden Autoklaven genommen. Das Medium wurde auf die vorbereiteten
Petrischalen verteilt (25 — 30 ml pro Schale).
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3. Verwendete Organismen, Kultivierung und Transformation

3.1. Verwendete Organismen

Artname Stamm

Escherichia coli DH5-a
Escherichia coli BL 21 Star™
Pyrococcus furiosus Vcl (DSM 3638)

3.2. Kultivierung von E.coli

Die Kultivierung von E.coli erfolgte, falls nicht anders beschrieben, bei 37°C in LB-Fllissigmedium oder
auf LB-Platten. Nach Transformation der Zellen wurde das Medium mit den entsprechenden
Antibiotika zur Selektion von Transformanten versetzt.

3.3. Transformation in E.coli

Zur Transformation von Plasmiden wurden kompetente DH5-a- oder BL 21 Star'“-Zellen verwendet.
Durch Inkubation bei 20 °C statt bei 37 °C wurde die Kompetenz zur Aufnahme von DNA erheblich
erhoht. Beide Stamme standen am Lehrstuhl zur Verfligung.

Zur Transformation wurden die Zellen langsam auf Eis aufgetaut und zu je 50 pl in vorgekihlte
ReaktionsgefdlRe aufgeteilt. Anschliefend wurden 1-3 pl Ligationsansatz zugegeben. Als
Negativkontrolle fungierte ein Ligationsansatz ohne Insert, als Positivkontrolle 1 ng pUC19 DNA. Die
Ansatze wurden 30 min auf Eis inkubiert. Im Anschluss erfolgte der Hitzeschock fiir 90 Sekunden bei
42 °C. Die Zellen wurden dann erneut zwei Minuten ins Eis gestellt. Danach wurden die Ansatze mit
jeweils 800 ul SOC-Medium vermengt und 1h bei 37 °C standig schiittelnd inkubiert. AnschlieRend
wurden die Zellen 5 min bei 2000rpm abzentrifugiert und der Uberstand verworfen. Die Pellets
wurden in 100 pl frisches SOC-Medium aufgenommen, resuspendiert und auf LBam-Platten
ausplattiert. Es folgten 15 h Inkubation bei 37 °C.

3.4. Blau-WeilR3-Selektion

Bei den auf dem Plasmid pUC19 basierenden Klonierungen erfolgte eine Blau-Weil3-Selektion zur
Detektion von E.coli Kolonien, die das pUC19 Plasmid mit integriertem Insert aufgenommen hatten.
Diese Kulturen erlangten durch Aufnahme dieses Plasmids eine Ampicillin-Resistenz. Jedoch verlieren
die E.coli Bakterien dadurch die Fahigkeit, X-Gal zu Galactose und einem blauen Indigofarbstoff zu
hydrolysieren. Grund fiir diesen Verlust ist, dass die Klonierungsstelle fiir das Insert in einem
Sequenzbereich gewahlt wurde, welcher fiir das Peptidfragment des lacZ Gens codiert. Durch den
Verlust dieses Peptids wird das Enzym B-Galactosidase bei einer erfolgreichen Klonierung inaktiviert.
Da dieses Enzym fir die Hydrolyse von X-Gal zustandig ist, kann diese Reaktion durch die Aufnahme
des Inserts nicht mehr stattfinden. Kolonien, welche das Plasmid mit Insert aufgenommen haben,
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bleiben somit farblos. Kolonien, welche das Plasmid ohne Insert in sich tragen, farben sich hingegen
blau.

Bei der Anwendung dieser Selektion wurden auf LBay,-Platten 50 pl X-Gal (50 mg/ml in DMSO gel6st)
ausplattiert. Nachdem die Platten getrocknet waren, wurden 20 ul IPTG mit 50 pl H,0 vermischt und
ausplattiert. Die Verdiinnung erfolgte, um das gleichmalige Ausplattieren zu gewahrleisten.

3.5. Isolation von Plasmid DNA aus E.coli

Positive E.coli Transformanten wurden in 5 ml LB-Flissigmedium bei einer Inkubationstemperatur
von 37 °C unter gleichmaBigem Schiitteln Uber Nacht inkubiert. Zur Aufrechterhaltung des
Selektionsdrucks wurde das LB-Flissigmedium mit 5 pl Ampicillin (100 mg/ml) versetzt. Zur Isolation
der Plasmide mittels QlAprep Spin Miniprep Kit (Quiagen) wurden 2-5 ml E.coli Kultur verwendet. Die
Durchfiihrung der Plasmidpraparation erfolgte laut Herstellerangaben.

3.6. Kultivierung von P. furiosus

Die Kultivierung von P. furiosus erfolgte, falls nicht anders beschrieben, in 20 ml % SME Medium mit
0,1 % Hefeextrakt, 0,1 % Pepton und 0,1 % Starke in Serumflaschen unter einem Stickstoffdruck von
0,8 bar. Die Inkubationstemperatur betrug 85 °C.

3.7. Kultivierung von P. furiosus auf Gelriteplatten

Die Kultivierung von P. furiosus auf % SME-Gelriteplatten mit 0,1 % Hefeextrakt, 0,1 % Pepton und
0,1 % Starke erfolgte, falls nicht anders beschrieben, in Anaerobentdpfen. Diese Tépfe wurden nach
dreifachem Gaswechsel mit 0,6 bar Stickstoff begast. Die Inkubationstemperatur betrug 85 °C.

3.8. Transformation von P. furiosus

P. furiosus Transformationspuffer

CaCl, x 2 H,0 80 mM
Na-Pyruvat 40 mM
NH,4CI 4,67 mM

% SME (ohne KHCOs), pH 7,0

Die Wahl der P.furiosus Kulturen, welche zur Transformation von DNA-Konstrukten und
Expressionsplasmiden verwendet wurden, erfolgte in Abhdngigkeit von der Wachstumsphase. Alle
Kulturen, die zur Transformation in Frage kamen, befanden sich in der spaten exponentiellen Phase
(2-4 x 10® Zellen/ml). Zur Transformation wurden grundsatzlich frische Ubernachtkulturen
verwendet.
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Unter anaeroben Bedingungen wurden ca. 1,5 ml frische P. furiosus Kultur bei 9000 rpm 10 Minuten
abzentrifugiert. Das Zellpellet wurde anschlieBend in 100 ul Transformationspuffer resuspendiert
und in 0,5 ml ReaktionsgefaRe liberfliihrt. Um die Prazipitation von Calcium-Kationen und Phosphat-
Anionen zu verhindern, enthielt der Transformationspuffer kein Kaliumhydrogenphosphat.

Es folgte eine ca. 90-miniitige Inkubation bei 4 °C im Thermocycler (Mastercycler Personal Model
5332, Eppendorf), ein 3-minttiger Hitzeschock bei 80 °C sowie erneut eine Inkubation bei 4 °C (10
Minuten). Nach 30 Minuten des Inkubationsschrittes bei 4 °C erfolgte, falls nicht anders beschrieben,
die Zugabe von jeweils 0,3 pmol linearer DNA bzw. 0,5 pmol bei der Transformation von
Expressionsplasmiden. Bei Verwendung des Wildtyps von P. furiosus wurden die Ansdtze nach
Beendigung des Inkubationsprogrammes in selektives % SME Medium mit 0,1 % Hefeextrakt, 0,1 %
Pepton, 0,1 % Starke sowie 10 pM Simvastatin in Serumflaschchen angeimpft. Nach mehrmaligen
Uberimpfungen konnten die Kulturen auf Gelriteplatten ausplattiert werden. Dies war notwendig,
um Reinkulturen der Transformation erhalten zu kénnen.

Die verwendete Simvastatin-Lésung wurde folgendermalien hergestellt. Eine Simvastatintablette (40
mg) wurde in 100 ml Ethanol (99,8% p.A.) gel6st. Die Endkonzentration lag somit bei 1 mM. Die
|6slichen Bestandteile wurden durch einen Sterilfilter (Porengréfe 0,2 um) in eine sterile, mit N,
begaste, Serumflasche gefiillt.

3.9. Isolation von genomischer DNA aus P.furiosus

3.9.1. Isolierung fiir PCR Analysen

Zur Isolation von genomischer DNA (gDNA) im kleinen Maflistab wurden 1,5 ml gut bewachsene
P.furiosus Kultur fiinf Minuten bei 9000 rpm abzentrifugiert. Das Zellpellet wurde anschlieBend in
100 pl TE (10:1) resuspendiert. Nach der Zugabe von 20 pl Proteinase K (20 mg/ml) folgten 30 min
Inkubation bei 65 °C. Im nichsten Schritt wurden 4 pl RNase A (100 mg/ml) zugegeben und 20
Minuten bei RT inkubiert. AnschlieBend erfolgte die Aufreinigung der gDNA. Dazu verwendete man
das Qiaquick PCR Purification Kit (Quiagen) und die dazugehdrigen Sdulchen. Dieser Reinigungsschritt
wird wiederholt, um den Reinheitsgrad der gDNA zu erhéhen. Das Elutionsvolumen betrug 30 ul TE-
Puffer (10:0,1).

3.9.2. Isolierung in gr6Berem MaRstab mittels Chloroform/Phenol Extraktion

Zur Isolation von gDNA im groRen Mal3stab wurden 0,1 g gefrorenes Zellmaterial von P.furiosus mit
567 ul TE-Puffer (10:0,1) versetzt und solange gevortext, bis die Suspension viskos wurde. Nach
Zugabe von SDS (Endkonzentration 0,5 %), 20 ul Proteinase K (20 mg/ml) sowie 4 ul RNase A (10
mg/ml) erfolgte eine Inkubation von 20 Minuten bei 60 °C. AnschlieRend wurde NaCl
(Endkonzentration 0,3 M) zugegeben. Im nachsten Schritt wurde die DNA-L&sung einer Chloroform-
Phenol-Extraktion unterzogen. Dazu gab man 700 pl Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol (25:24:1, pH
8) dem Ansatz bei und mischte griindlich. Nach flinf minltiger Zentrifugation (9000 rpm) wurde die
obere, wassrige Phase in ein neues Reaktionsgefall Gberflihrt und erneut einer Phenolextraktion
unterzogen. AnschlieRend wurden der waéssrigen Phase 700 upl Chloroform/Isoamylalkohol
zugegeben, griindlich gemischt und finf Minuten zentrifugiert (9000 rpm). Die wassrige Phase wird
im nachsten Schritt in ein neues Reaktionsgefdll Uberfihrt und einer Ethanolfallung (Il. 5.3.)
unterzogen.
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TE 10:1
Tris, pH 8,0 10 mM

EDTA (Titriplex Il) 1 mM

3.9.3. DNA-Isolierung Schnelltest

Um gentechnisch veranderte P. furiosus Zellen moglichst schnell auf einen moéglichen Knock-out nach
der Trafo des dementsprechenden Vektors untersuchen zu kénnen, wurde ein Schnelltest
durchgefiihrt. Hierzu wurde 1 ml einer gut angewachsenen P. furiosus Zellkultur (~1 x 10° Zellen / ml)
5 min bei 6000 g abzentrifugiert. Nach Abnahme des Uberstandes wurde das Pellet in 100 pl TE-
Puffer (10:1) resuspendiert, 20 pl Proteinase K (20 mg/ml) zugegeben und 30 min auf 56 °C erhitzt.
Um stérende RNA zu entfernen, wurden 4 pl RNase A (100 mg/ml) zugefiigt und der Ansatz 5 min bei
RT inkubiert. 625 pl des im QlAquick PCR Purification Kit enthaltenen Puffer PB werden zugegeben
und auf eine in diesem Kit enthaltene Saule gegeben. Nach einer 30 — 60 sec Zentrifugation bei 13000
rom konnte der Durchlauf entsorgt werden. Die Saule wurde mit 750 pl des im Kit beinhalteten PE-
Puffers gewaschen, abzentrifugiert und nach einer Trockenzentrifugation erfolgte die Elution der
DNA durch 50 ul TE-Puffer (10:1). AnschlieBend wurde eine komplette Aufreinigung mittels QlAquick
PCR Purification Kit durchgefihrt.

3.10. Isolation ribosomaler RNA aus P.furiosus

0,1 g gefrorenes Zellpellet wird in 625 pl Extraktionspuffer aufgenommen und gut gemischt, bis die
Suspension viskos ist. Je besser die Viskositdt, desto hoher die spatere Ausbeute. Anschlielend
werden 62,5 ul Natriumacetat (2 M, pH 4), 625 pl Phenol (pH 4,5) und 125 ul
Chloroform/Isoamylalkohol zugegeben. Nach kurzem Vortexen stellt man die Lésung 5 Minuten auf
Eis und zentrifugiert sie anschlieRend 20 min bei 13000 rpm und 4 °C ab. Die obere, wassrige Phase
wird abgenommen, zweimal mit je 1 Volumen Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol (pH 8) und einmal
mit 1 Volumen Chloroform/Isoamylalkohol extrahiert (siehe auch 3.9.2., Isolierung in groRerem
Malstab). AnschlieRend erfolgt eine Ethanolfdllung (Il. 5.3.). Das Pellet wurde in 150 ul TE (10:0,1)
aufgenommen.

RNA-Extraktionspuffer

Guanidiniumthiocyanat 4M
Natriumcitrat 25 mM
Sarkosyl 0,5%

B-Mercaptoethanol 0,1M
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4. Verwendete Plasmide, Primer und Oligonukleotide

4.1. Plasmide

Bezeichnung Beschreibung

pUC19 Klonierungsvektor zur Herstellung von pUC19-
APF0537::Tk-SimR

pUC19-APF0537::Tk-SimR Plasmidvektor zur  Transformation  von

P.furiosus am Genlocus PFO537 zur Deletion
des Gens PF0537. Hergestellt im Rahmen
dieser Doktorarbeit.

pMUR41 Vektor zur Amplifikation der Resistenzkassette
Tk-SimR

pMUR93 Positivkontrolle fir die Knock-out-Experimente
(von Robert Reichelt etabliert und positiv
getestet).

pMUR315 konstruierter Vektor fiir den Knock-out des
Ago-Proteins in P. furiosus

pYS3 Ausgangsvektor zur Erstellung von pYS3-Pf-
Ago. Hergestellt im Rahmen dieser
Doktorarbeit.

pYS3-Pf-Ago (pMUR272) Vektor zur Expression von Pf-Ago in P.furiosus

4.2. Primer und Oligonukleotide

Einige Primer wurden durch Restriktionsschnittstellen modifiziert. Die Restriktionsenzyme sowie die
entsprechenden Schnittstellen sind unterstrichen

Herstellung pYS3-Pf-Ago
FwdFr-BPPromotorPstl
5’- cacctgcagtccttaacatttctccaaaat — 3°
RevFr-BPPromotor
5’- cgctttatggtggtgatgatggtgcattttttcacctccagaattttacaaactta — 3’
FwdAgoProteinFr-BPPromotor
5’- gaggtgaaaaaatgcaccatcatcaccaccataaagcgaaagttgttattattctg — 3
RevAgoTerminatorPstl|

5°- cacctgcagtctcaggcttactgaaggatt — 3°
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Herstellung von pUC19-APF0537::Tk-SimR
leftPFO538+EcoRV
5’- gcatagatatctcatcaacagggaggaagagct — 3’
rightPF0538
5’- ataaaaatgatgaaatgcccttatcctaaatatcataagtttcttgatcg — 3°
leftPFO536
5’- acagaagtttaagccttcgeattaactttttctatttaaacaatttctaa — 3°
rightPFO536EcoRV
5’- gcaatagatatcttatcactgtctcgtcaattge — 3°
TkSimRProm1F
5’- gggcatttcatcatttttatgaa — 3’
TkSimRTerm2R

5’'- cgaaggctaaacttctgtttcg — 3°

Oligonukleotide/Sonden fiir den Northern-Blot
Alle aufgelisteten Oligonukleotide wurden Gber MWG Eurofins bezogen.
Sonden fir die 16SrRNA-Bereiche
5’- gcatggcttagtcggacccccatage — 37
5’- gcagcccgegatecgaact — 3°
5’- gtcccattgtceccgeccatt — 3°
5’- accgcacgctccaccectt — 37
5’- agtgctcccccgecaattecttt — 37
5’- gccaccggecttgeccagecectt — 3°
Sonde fur die 23SrRNA
5’- cggtcgegggggatcggaa — 3’
Sonde fur die 5SrRNA
5’- acaaccgggatcgctggggggctta — 3’
Sonde fiir die snoRNA PF_s027A

5’- agtccgtcactccctcatcat — 3°
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Primer fiir die Uberpriifung der Positivkontrolle (pMUR93) nach Trafo in P. furiosus Zellen

TFENups-93F
5’- aactcttcttctgtatctatcctgac — 3°
TFENDownR

5’- ccatccaaattctcttatcatt — 3°

5. Molekularbiologische Methoden

5.1. Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Die Polymerase-Kettenreaktion stellt eine enzymatische Methode dar, mit Hilfe derer es moglich ist,
DNA-Fragmente in vitro mit einer sehr hohen Spezifitdit zu amplifizieren. Wichtig hierfir ist eine
temperaturstabile DNA-Polymerase. Urspriinglich verwendete man die Polymerase des Bakteriums
Thermophilus aquaticus (Tag-Polymerase). Heutzutage gibt es eine grofle Auswahl verschiedener
thermostabiler Polymerasen. Wie lange die zu amplifizierenden DNA-Fragmente werden, hangt von
den spezifischen Primern ab. Innerhalb mehrerer Zyklen wird die DNA denaturiert, die Primer
hybridisieren (,Annealing”) und die DNA-Strange werden von der gewahlten Polymerase ergdnzt
(,Extension”). Die PCR wurde zur Konstruktion und Amplifikation von Plasmiden, zur Uberpriifung
von E.coli Klonen durch Kolonie-PCR sowie zur Analyse von P.furiosus Transformanten verwendet.
Man unterscheidet verschiedene Arten der PCR.

5.1.1. Konventionelle PCR

Fir die konventionellen PCRs wurde die Phusion High Fidelity DNA-Polymerase (New England
Biolabs) verwendet. Sie ist von der Polymerase aus Pyrococcus furiosus abgeleitet. Durch die
Modifikation der Pfu Polymerase (zusatzliche Bindedomane fir doppelstrangige DNA) wurde die
Prozessivitat des Enzyms erhdht. Die Phusion High Fidelity DNA-Polymerase wurde verwendet um
besonders hohe Ausbeuten mit einer geringen Fehlerrate zu erreichen. Die erhaltenen PCR Produkte
wurden anschlieRend aufgereinigt.

5.1.2. Fusion PCR

Die Fusion von DNA Fragmenten erfolgte ebenfalls durch die Polymerase-Kettenreation. Die zu
fusionierenden Elemente wurden dabei durch die Primer so modifiziert, dass sie ca. 15-25 bp lange
homologe Bereiche an den entsprechenden Enden hatten. Die als Template verwendeten PCR-
Produkte wurden vor dem Fusions PCR-Schritt Uber horizontale Agarosegel-Elektrophorese
aufgetrennt, ausgeschnitten und iber das QlAquick Gel Extraction Kit aufgereinigt.
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Fiir die Fusions PCR wurden die jeweiligen Fragmente in dquimolaren Mengen eingesetzt. Als
Polymerase wurde die Phusion High Fidelity DNA-Polymerase (New England Biolabs) verwendet. Die
restlichen Bestandteile des Reaktionsansatzes entsprachen den Angaben des Herstellers.

Das Fusion PCR-Protokoll war in zwei Schritte aufgeteilt. Im ersten Schritt erfolgen finf komplette
Zyklen aus Denaturierung, Annealing und Extension ohne Primer im Reaktionsansatz. Dadurch wurde
eine Hybridisierung der beiden DNA Fragmente an den homologen Bereichen gewahrleistet. Die
Polymerase erganzte die fehlenden Nukleotide. In einem zweiten Schritt wurden die entsprechenden
Primer (je 0,2 uM) zu den Ansatzen im Thermocycler (Mastercycler Personal Model 5332, Eppendorf)
pipettiert. AnschlieRend folgten 30 komplette PCR-Zyklen zur Amplifikation des gesamten Fragments.

Temperatur (°C) Dauer (sec) Zyklen
98 30 1
98 5
X! 15 5
72 15-30 sec / kbp des groRten Teilfragments
50 180 (Zugabe der Primer) 1
98 5
Xt 15 30
72 15 sec / kbp des gesamten Fragments
72 300 1
4 oo 1

! Die Annealing-Temperatur wurde in Abhéngigkeit des GC-Gehalts der Primer bzw. der Uberhinge gewihlt.

Nach der Fusions PCR wurde der Reaktionsansatz (ber prdparative Agarosegel-Elektrophorese
aufgereinigt, da es haufig zu Nebenprodukten kam. Um die Konzentration er Nukleinsduren zu
erhéhen und Verunreinigungen zu minimieren, wurden die Reaktionsansatze vor dem Auftragen aufs
Gel, wie in Il. 5.3. beschrieben, einer Ethanolfdllung unterzogen. Dadurch verbesserte sich das
Verhaltnis von DNA zu Agarose und somit auch der Reinheitsgrad.

5.1.3. Kolonie PCR

Zur Detektion von Insert Fragmenten nach erfolgter Ligation und Transformation in E. coli-Zellen,
wurde Zellmaterial von E. coli Kolonien mit einer weil3en, sterilen Pipettenspitze aufgenommen und
direkt in 20 ul PCR-Ansatz gegeben. Mit derselben Spitze wurde anschlielend 5 ml LB-Flissigmedium
angeimpft. Zur Beibehaltung des Selektionsdrucks wurden dem LB-Medium Ampicillin zugegeben. Bei
positivem Ergebnis der Kolonie-PCR konnte mit diesen Uber-Nacht-Kulturen am darauffolgenden Tag
eine Plasmidpraparation durchgefiihrt werden.

Zur Amplifikation wurde die Taq DNA Polymerase (Thermo Scientific Fisher GmbH) verwendet. Der
initiale Denaturierungsschritt wurde hierbei auf 3 Minuten verlangert. Die weitere Durchfiihrung
entsprach den Herstellerangaben. Nach erfolgter Kolonie PCR wurde der Reaktionsansatz auf einem
horizontalen Agarosegel analysiert.
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5.2. Gelelektrophorese

5.2.1. Agarosegel-Elektrophorese

10 x TBE Auftragspuffer fiir Agarosegele (6x)
Tris, pH 8,0 90 mM Saccharose 50%
Borsdure 90 mM Harnstoff 4,0M
EDTA (Titriplex Il) 2mM EDTA (Titriplex I1) 50 mM
Bromphenolblau 0,1%

Um DNA Fragmente nach GroRe auftrennen und analysieren zu kénnen wurde die horizontale
Agarosegel-Elektrophorese durchgefiihrt. Bei dieser Methode wandern die negativ geladenen
Nukleinsdauren zum positiven Pol eines elektrischen Feldes und werden nach ihrer GrofRe aufgetrennt.

Es wurden 1%ige(w/v) Agarose-Gele verwendet. Hierzu wurde die Agarose in 1 x TBE-Puffer
aufgekocht, bis sie vollstandig gelost war. Vor dem GieRen wurde die Agarose-Losung leicht
abgekihlt und mit 0,01 % Ethidiumbromid (w/v) versetzt. Ethidiumbromid interkaliert zwischen die
Basen der DNA und dient somit als Farbstoff. Durch die Fluoreszenz von Ethidiumbromid werden die
DNA Fragmente unter UV-Licht sichtbar. Diese Visualisierung erfolgt mittels einer
Geldokumentationsanlage (UVP, San Gabriel, USA). Die zu analysierenden DNA-Proben wurden mit 6
x Auftragspuffer vermischt. Dadurch konnte die Dichte der DNA-L6sungen erhoht und somit das
Pipettieren in die jeweiligen Geltaschen erleichtert werden. Als GroRenstandards wurde die
GeneRuler 100 bp Plus DNA Ladder (Thermo Scientific Fisher) und die GeneRuler 1 kb DNA Ladder
(Thermo Scientific Fisher) verwendet. Die zur Auftrennung benétigte Spannung betrug ca. 100 Volt.

Die Isolation einzelner DNA-Fragmente aus Agarosegelen erfolgte mittels eines Skalpells.
AnschlieBRend wurden die Gelstiicke mit dem QlAquick Gel Extraction Kit (Quiagen) aufgereinigt.

5.2.2. Formaldehyd fixierte Agarosegel-Elektrophorese

MOPS-Puffer (10x), pH 7,0 Laufpuffer fiir Formaldehydgel (1x)
MOPS 200 mM MOPS-Puffer (10x) 100 ml
Natriumacetat x 3 H,0 100 mM Formaldehyd (37%) 20 ml

EDTA (0,5 M), pH 8,0 20 mM H,OMmiiipore (RNase frei) ad 1000 ml
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Auftragspuffer fiir Formaldehyde fixierte Agarosegele (5x)

MOPS-Puffer (10 x) 40 % (v/v)
Formamid 30 % (v/v)
Glycerol 20 % (v/v)
Formaldehyd (37 %) 7 % (v/v)
EDTA (500 mM, pH 8,0) 0,8 % (v/v)
Bromphenol-Losung 0,15 % (v/v)

(gesattigt)

Nukleinsduren sind aufgrund ihres Zucker-Phosphat-Riickgrats bei allen pH-Werten negativ geladen.
Sie wandern deshalb abhangig von ihrer GréRe in einem elektrischen Feld zur Anode. Einzelstrangige
RNA-Molekiile neigen allerdings, Im Gegensatz zu DNA, zur Ausbildung von Sekundarstrukturen.
Diese konnen das Wanderungsverhalten im Gel beeinflussen. Daher wurde die Agarosegel-
Elektrophorese in Anwesenheit des denaturierenden Agens Formaldehyd durchgefiihrt. Formaldehyd
reagierte hierbei mit den freien Aminogruppen der RNA und inhibierte dadurch die Ausbildung von
A-U-Basenpaaren.

Angesichts der Verbreitung und Stabilitdt von RNasen ist ihre Inaktivierung besonders wichtig. Die
verbreitetste Methode, Losungen RNasen frei zu bekommen, ist die Behandlung mit Diethylcarbonat,
kurz DEPC. Durch DEPC werden Histidinreste zu N-Carbethoxyhistidin modifiziert, was zur Hemmung
der RNasen fiihrt. Um DEPC-behandeltes Wasser herzustellen, wurde destilliertes H,Owmiipore Steril
filtriert, mit DEPC versetzt (1:1000), (iber Nacht auf dem Magnetriiher inkubiert. Am nachsten Tag
wurde die Losung autoklaviert, wodurch DEPC in CO, und Ethanol zerfiel.

Ein 1 %iges Formaldehyd fixiertes Agarosegel setzte sich aus 0,3 g Agarose, 3 ml MOPS-Puffer (10x),
27 ml H,Owiipore (DEPC-behandelt), 3 pl EtBr und 540 pl Formaldehyd zusammen, wobei das EtBr
sowie das Formaldehyd erst nach Abklhlen der vorher aufgekochten Losung zugegeben wurde.
Durch die Zugabe von EtBr wurden die Nukleinsduren unter UV-Licht sichtbar. Die zu analysierenden
RNA-Proben wurden mit 5 x Auftragspuffer flir Formaldehyd fixierte Agarosegele vermengt. Die zur
Auftrennung bendétigte Spannung betrug ca. 100 V.

Die Isolation und Aufreinigung der RNA-Molekiile erfolgte wie bei Agarosegelen (II. 5.2.1.).

5.3. Ethanolfdllung

Zum Aufkonzentrieren und Reinigen von DNA-Fragmenten wurden Ethanol-Fallungen durchgefiihrt.
Hierzu wurde die DNA-L6sung mit Natriumacetat und anschlieRend mit Ethanol behandelt, was zu
einer Prazipitation der Nukleinsaure fiihrt.

Das Vorgehen in der Praxis lautet wie folgt. Die DNA-L6sung wurde mit 2-3 Volumen 99 %igen
Ethanol und 0,1 Volumen Natriumacetat (3 M, pH 4,6) versetzt. Es folgte eine Inkubation fiir 30
Minuten bei -80 °C. Die Dauer dieser Inkubation kann sich jedoch auch erhéhen. Dies hangt von der
Lange der Nukleinsdure ab. Je kirzer die Nukleinsdure, desto langer die Inkubationszeit. Nach der
Inkubation erfolgte ein Zentrifugation (13.000rpm) fiir eine Stunde bei 4 °C. Im Anschluss wurde das
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Pellet in 3 Volumen 70 %-igen Ethanol geldst und erneut 15 Minuten zentrifugiert (13.000rpm). Nach
Entfernung des Uberstands wurde das Pellet fiir etwa 10 Minuten bei 40 °C getrocknet. AnschlieBend
wurde das getrocknete Pellet in TE (10:0,1) resuspendiert.

TE 10:0,1

Tris, pH 8,0 10 mM
EDTA (Titriplex Il) 0,1 mM

5.4. Bestimmung der Nukleinsaurekonzentration

Zur Bestimmung der Nukleinsdurekonzentration von Losungen wurde das Spektrophotometer
Nanodrop ND1000 (PeqgLab) verwendet. Anhand des Gerates konnte die Nukleinsdurekonzentration
in ng/pl bestimmt werden. AuRerdem erlaubten die zusatzlich erhaltenen Verhéltniswerte der
Absorption von 260/280 nm und 280/260 nm Riickschliisse auf mogliche Verunreinigungen durch
Proteine, Phenol oder andere Stoffe.

5.5. Nuklease-Behandlungen

Die Funktion von Nukleasen besteht darin, Nukleinsauren teilweise oder vollstandig abzubauen. Zum
Abbau von DNA wurden die Nuklease DNase | (Roche Diagnostics GmbH, Karlsruhe) verwendet. RNA
hingegen bendtigte zu dessen Abbau die RNase H (Roche Diagnostics GmbH, Karlsruhe).

Im Falle der DNase | wurden 100 mg in 5 ml Aufbewahrungspuffer (10 mM Tris-HCl pH 7.5, 2 mM
CaCl, in 50% Glycerol) gelost, wodurch eine Aktivitat von 40 U/ul vorlag. Die DNase | bendtigte fir die
volle Funktionsfahigkeit einen Reaktionspuffer. Die optimale Reaktionstemperatur lag bei 37 °C.

DNase | Reaktionspuffer (10x) RNase H Reaktionspuffer (10x)
Tris-HCI, pH 7,5 100 mM Tris-HCI, pH 7,5 100 mM
MgCl, 25 mM NacCl 500 mM
CaCl, 5mM

Die RNase H lag bereits gel6st in einer Konzentration von 1 U/ul vor. Um sowohl einzel- als auch
doppelstrangige RNA verdauen zu konnen, bendtigte die RNase H einen Reaktionspuffer, dessen
NaCl-Menge zwischen 0 und 100 mM lag. Die optimale Reaktionstemperatur der RNase H lag bei 37
°C.

5.6. Proteinase-Behandlungen

Proteinasen greifen Peptidbindungen in Proteinen an und spalten diese. Die verwendete Proteinase
K wurde flir den Abbau von Proteinen in Zelllysaten und zur Freisetzung von Nukleinsduren
verwendet. Sie wurde in einer Konzentration von 40 pug/ml eingesetzt und mit dem Proteinase K
Puffer vermengt. Die Ansatze wurden 15 min bei 65 °C inkubiert.
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Proteinase K Puffer

Tris, pH 7,5 200 mM
NacCl 300 mM
SDS 2 % (v/v)
EDTA 25mM

5.7. Sequenzierungen

Fiir Sequenzanalysen von Plasmid-DNA, welche aus E. coli isoliert worden war, wurden ca. 500-600
ng mit dem entsprechenden Primer (Endkonzentration 10 uM) versetzt und auf ein Volumen von 7 pl
aufgefillt. Die Sequenzierungen wurden von der Firma Seqlab in Gottingen durchgefihrt.

5.8. Restriktionsanalysen

Restriktionsanalysen wurden mit Hilfe von Restriktionsendonukleasen durchgefiihrt. Diese Enzyme
schneiden die DNA an spezifischen Stellen. Alle verwendeten Restriktionsendonukleasen wurden von
der Firma New England Biolabs bezogen. Die Hydrolysen wurden laut Herstellerangaben
durchgefiihrt. Sie hatten ein Volumen von 20 oder 50 pl.

Restriktionshydrolysen wurden zur Verifizierung und Linearisierung von Plasmiden, sowie zur
Erzeugung von kompatiblen Enden fiir nachfolgende Ligationen durchgefihrt.

Plasmide, welche im Anschluss fiir Ligationen eingesetzt wurden und nur eine Schnittstelle
aufwiesen, mussten an ihren Enden dephosphorylisiert werden. Eine Selbstligation konnte somit
verhindert werden. Die Katalyse der Dephosphorylierung der DNA {ibernahm das Enzym Calf
Intestinal Alkaline Phosphatase (New England Biolabs).

Die Versuchsansatze wurden (ber ein 1 %iges Agarosegel elektrophoretisch aufgetrennt und
analysiert.

5.9. Ligationen

Zur Integration von Fragmenten in Plasmidvektoren wurden das Plasmid und das Insert mit
identischen Restriktionsenzymen geschnitten. Dadurch konnten jeweils kompatible Enden erzeugt
werden. Die beiden aufgereinigten, linearen Fragmente wurden im Anschluss zusammen mit der T4
DNA Ligase (New England Biolabs) und den entsprechenden Puffern fir 4 h bei RT inkubiert. Das
Volumen der Ligationsansatze betrug zwischen 10 und 20 pl. Das Vektor:Insert — Verhaltnis lag bei
1:3 und 1:5. Die T4 DNA Ligase katalysiert dabei die Bildung von Phosphodiesterbindungen zwischen
3'-Hydroxy-Ende und 5°-Phosphat-Ende der DNA-Fragmente.
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5.10. Markierung von Nukleinsiuren mittels [y->’P]-ATP

Die zuvor aus Agarosegelen isolierten Nukleinsduren wurden in einem 20 ul Ansatz radioaktiv
markiert. Das hierzu benétigte [y->P]-ATP wurde von Hartmann Analytic, Braunschweig, bezogen.
Die T4 Polynukleotidkinase katalysierte die Ubertragung des y-Phosphats von ATP auf den 5'-OH
Terminus in doppel- und einzelstrangiger DNA oder RNA. Folgender Ansatz wurde 30 Minuten bei 37
°Cinkubiert:

extr. DNA / RNA (50-100 X ul
ng)

T4 PNK Puffer (10 x) 2 ul
T4 PNK (10 U / pl) 1ul
[y-32P]-ATP 0,5 ul

spez. Aktivitat: 111 TBq / ml
Konzentration: 370 MBq /
ml
H,OMwjiipore (DEPC-behandelt) X pl
20 ul
AnschlieBend wurde die PNK durch Inkubation fir 10 Minuten bei 70 °C inaktiviert. Um die
unspezifische Radioaktivitdt von den markierten Nukleinsdaure-Molekilen trennen zu kénnen, wurde

eine Bio-Rad Micro-spin 6 Chromatographie Column eingesetzt. Der Einsatz der Sdulchen erfolgte laut
Herstellerangaben.

6. Konstruktion eines Shuttle-Vektors fiir die Expression von Pf-Ago
in Pyrococcus furiosus

Flr die Expression des Argonaute-Proteins in P. furiosus wurde der Vektor pYS3 benutzt (Waege et
al., 2010). Dieser Vektor kann von P. furiosus aufgenommen werden und erméglicht in Kombination
mit einem starken Promotor die Expression des Argonaute-Proteins. Der Vektor verfligt Gber eine
Simvastatin-Resistenzkassette, wodurch eine Selektion der Organismen, welche den Vektor
aufgenommen haben, durchgefiihrt werden kann. Als Promotor diente der Fructose-1,6-
Bisphosphatase (fbp)-Promotor. Durch Zugabe von Pyruvat als Kohlenstoffquelle werden die Proteine
der Glukoneogenese aktiviert, was zu einer erhhten Expression der daran beteiligten Proteine fiihrt.
Die Fructose-1,6-Bisphosphatase ist ein Teil der Gluconeogenese. Daher werden dieser Promotor und
somit auch das damit verbundene Argonaute-Protein im pYS3-Vektor stark exprimiert. Um die
anschlieRende Aufreinigung des Proteins zu erleichtern, wurde das Protein N-terminal nach dem
Start-Codon mit einem Hisg-Tag versehen.
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FwdFr-BPPromotorPstl Pf. Ago Terminator
7 |

Pstl Pstl
! =
fop Promotor His-Tag (6x) RevAgoTerminatorPstl

Abbildung 4 DNA-Konstrukt in den Vektor pYS3 zur Expression in P. furiosus. Das Insert besteht aus dem Fructose-1,6-
Bisphosphatase (fbp)-Promotor (gelb) und dem Argonaute-Genabschnitt plus Terminator (griin). Nach dem Startcodon
wurde ein His¢-Tag eingebaut (rot). An den Enden des Konstrukts befindet sich fiir den Einbau in den pYS3-Vektor
jeweils eine Pstl-Schnittstelle.

Das Vektorinsert bestand aus der fbp-Promotorsequenz und dem Pf-Ago mit Terminator (Abb. 4),
welche mittels Fusion-PCR miteinander verbunden wurden. Zur Amplifikation der beiden Teile aus
der gDNA von P. furiosus wurden folgende Primer fir die PCR verwendet. Die Extension-Zeit wurde
laut Herstellerangaben gewahlt.

Sequenzen Primer-Paar Annealing-Temperatur
fbp Promotor FwdFr-BPPromotorPstl
(~ 250 bp) RevFr-BPPromotor
Pf-Ago+Term FwdAgoProteinFr- 58 °C
BPPromotor
(~ 2500 bp) RevAgoTerminatorPstl

Zur Aufreinigung wurden jeweils 25 pl der entsprechenden PCR-Ansdtze Uber ein horizontales
Agarosegel elektrophoretisch aufgetrennt. Die entsprechenden Banden wurden ausgeschnitten und
anschlieRend einer Gelextraktion unterzogen. Dazu wurde das Qiagen Gel Extraction Kit (Qiagen,
Hilden) verwendet. Die Nukleinsdurekonzentration wurde anschliefend photometrisch bestimmt.

Zur Fusion der einzelnen DNA-Fragmente mittels Fusion-PCR wurden jeweils dquimolare Mengen der
entsprechenden Fragmente eingesetzt. Grundlage hierfiir bietet das kiirzere Fragment, wovon
jeweils 10 ng eingesetzt wurden.

Fusioniertes Fragment Primer-Paar Annealing-Temperatur

fbp Promotor
(~ 250 bp)

Pf-Ago+Term
(~ 2500 bp)

FwdFr-BPPromotorPstl

58 °C
RevAgoTerminatorPstl

Durch die Fusion des fbp Promotors mit Pf-Ago+Term entstand das Endprodukt mit einer
Gesamtlange von ~2750 bp. Dieses Produkt wurde lber ein praparatives Agarosegel aufgereinigt und
dessen Konzentration anschlieBend photometrisch ermittelt.
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Zur identischen Vervielfaltigung des Konstrukts erfolgte eine Klonierung in den Vektor pYS3, welcher
anschlieRend in E. coli-Zellen transformiert wurde. Der Vektor wurde mit dem Restriktionsenzym Pst/
hydrolysiert. Pstl schneidet den Vektor an genau einer Stelle. Um eine Religation zu verhindern,
musste der linearisierte Vektor nach der Hydrolyse an den Enden dephosporyliert werden.
Verwendet wurde dazu die calf intestine alkaline phosphatase (CIP). Die Dephosphorylierung erfolgte
flir 1 h bei 37 °C. Der geschnittene Vektor wurde anschlieBend Uber ein praparatives Agarosegel
aufgereinigt. Das konstruierte Insert wurde ebenso mit Pst/ geschnitten und Uber pradparative
Agarosegel-Elektrophorese aufgereinigt.

Die beiden geschnittenen DNA-Fragmente wurden im Anschluss 2 h bei Raumtemperatur ligiert (Il
5.9.). Die Transformation erfolgte in kompetente E. coli DH5a-Zellen. Um die Selektion der positiven
Ligationsprodukte zu erleichtern, wurden diese auf LBay,-Platten ausplattiert. Nach der Inkubation
der transformierten DH5a-Zellen auf LBayp-Platten liber Nacht bei 37 °C konnten Kolonien gepickt
werden. Die Verifizierung der Ligation und Plasmidaufnahme erfolgte tiber Kolonie PCR (II. 5.1.3.). Als
Primer flr die Kolonie PCR dienten die Primer der Fusions-PCR. Positiv getestete Klone wurden in 5
ml LBAmp-Flissigmedium angeimpft und Gber Nacht schiittelnd bei 37 °C inkubiert. Ausgehend von
diesen Kulturen erfolgte tags drauf eine Plasmidpraparation mit dem QIAprep Spin Miniprep Kit
(Qiagen, Hilden). Die Konzentration des extrahierten Plasmids wurde photometrisch bestimmt und
abschlieRend durch eine Sequenzanalyse verifiziert.

7. Proteinexpression und Zellaufschluss

7.1. Expression in E.coli

Fiir die Proteinexpression in E.coli wurde (iber Nacht eine Vorkultur angezogen. Hierfiir wurden 5 ml
LB-Medium mit 5 pl Ampicillin (100 mg/ml) versetzt. Das Medium wurde im Anschluss steril mit Hilfe
einer Impfose angeimpft und tber Nacht bei 37 °C rollend inkubiert. Diese Vorkultur wird tags drauf
in 500 ml LBpme-Flssigmedium Uberfiihrt und schittelnd bei 37 °C inkubiert, bis eine ODgg von 0,6-
1,0 erreicht war. Die ODgy wurde in regelmaliigen Abstianden kontrolliert. Bei ODggo 0,6-1,0 wurde
mit IPTG (0,4 mM) die Expression induziert. Der Kolben wurde dann tber Nacht bei RT geschittelt.
Am ndchsten Tag wurden die Zellen bei 6000g und 4 °C fiir 10 min zentrifugiert und das erhaltene
Zellpellet bis zur Weiterverarbeitung bei -20 °C eingefroren.

7.2. Zellaufschluss und Hitzedenaturierungsschritt bei E.coli

E.coli-Auftragspuffer

Imidazol 500 mM
NacCl 300 mM
Na-Hepes (pH 7,8) 20 mM
MgCl, 7 mM
Glycerin 12,5 % (v/v)
PMSF (0,5 M) 0,1 % (v/v)
Tween 20 0,1% (v/v)
B-Mercaptoethanol 0,07 % (v/v)

HZOMiIIipore ad 1000 ml
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Zum Zellaufschluss wurde eine French Press Druckzelle (Aminco, Silver Spring, USA) vor Gebrauch
sterilisiert (EtOH, 70%) und dreimal gewaschen (HyOwiiipore + 1 MM PMSF). E.coli-Zellen wurden in
E.coli-Auftragspuffer suspendiert (ca. 4 g Zellmasse in 10 ml, Auftragspuffer vorher mit Complete
Mini™ Protease Inhibitor Cocktail Tabletten, EDTA-frei versetzen) in die gewaschene Druckzelle
Uberfiihrt und durch dreimalige Passage bei 500 psi (3,4 MPa) aufgeschlossen. Das Homogenisat
wurde mit DNase | versetzt. Anschliefend wurde das Lysat flir 30 min bei 20000 g und 4 °C
zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgenommen und es erfolgte ein Reinigungsschritt mittels
Hitzedenaturierung. Dazu wurde der Uberstand fiir 15 min auf 90 °C erhitzt und erneut fiir 30 min bei
20000 g abzentrifugiert. Dies hatte zur Folge, dass die E.coli-Proteine denaturieren und aus dem
Uberstand groRtenteils verschwinden. Die hyperthermophilen, in E.coli rekombinant exprimierten
P.furiosus Proteine sind hiervon nicht betroffen. Der Uberstand wurde bis zur weiteren Verarbeitung
bei -20 °C eingefroren.

7.3. Expression in P.furiosus

Fir die Proteinexpression in P.furiosus wurde eine frisch angewachsene Kultur verwendet. Zur
Anzucht im 100 | Fermenter bendtigte man hierzu etwa 4 | Kultur. Die mit dem pYS3 Vektor
versehenen P.furiosus Kulturen wurden in %2 SME-Medium mit Pyruvat angezogen, da dieser Vektor
unter gluconeogenetischen Bedingungen exprimiert wird. Das Medium enthielt 10 uM Simvastatin
und wurde bei 85 °C Uber Nacht inkubiert. Der Gasdruck der N,CO,-Mischung lag bei 2 bar, der
Rihrer wurde auf 200 rpm eingestellt. Nach 19 Stunden wurde der Fermenter abgekihlt und die
Zellen mittels Zentrifugation geerntet, bevor sie mit Hilfe von Stickstoff eingefroren wurden.

7.4. Zellaufschluss von P.furiosus

P.furiosus-Aufschlusspuffer (pH 7,5)

NaCl 300 mM
Na-Hepes 40 mM
Imidazol 10 mM
Glycerin 15 % (v/v)

Ultraschallbehandlung

P.furiosus besitzt eine dullerst stabile duBere Hiille. Um diese Organismen aufschlieBen zu kdénnen
werden sie einer Ultraschallbehandlung unterzogen. In einem 50 ml Reaktionsgefdll (Sarstedt,
Niimbrecht) wurden ca. 5 g P.furiosus Zellen vorgelegt und in 15 ml P.furiosus-Aufschlusspuffer
gelost. Der Aufschlusspuffer wurde vorher mit Complete Mini™ Protease Inhibitor Cocktail Tabletten,
EDTA-frei versetzt. Die Zellsuspension wurde in 4 Zyklen abwechselnd fir 30 s beschallt (Output: 4,
Duty Cyle: 30 %) und fiir 1 Min auf Eis gekihlt. Der Schallkopf des Ultraschall-Desintegrators (Sonifier
250, Branson, Danbury, USA) wurde beim Beschallen langsam in der Zellsuspension auf und ab
bewegt, ohne die Losung dabei aufzuschdumen. Das erhaltene Homogenisat wurde mit DNase |
versetzt und die Aufschlusseffizienz lichtmikroskopisch kontrolliert.
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FastPrep®-24 Zellmiihle

Das Homogenisat wurde nach der Ultraschallbehandlung in 2 ml ReaktionsgefaRe mit Schraubdeckel
(Sarstedt, Nimbrecht) vorgelegt. Darauf wurden 0,5 g sterile Glasperlen (d= 0,1 mm, Carl Roth
GmbH, Karlsruhe) gegeben. Die Losung wurde in der FastPrep®-Zellmihle (FastPrep®-24, MPBIO,
Solon, USA) dreimal fur 60 sec bei einer Intensitit von 6,0 m/s) geschittelt. Zwischen den
Schuttelschritten wird fir 5 min auf Eis gekiihlt. Die Glasperlen wurden sedimentiert (2 min, 1000g, 4
°C) und der Uberstand in ein neues, steriles ReaktionsgefaR tiberfiihrt. Die Aufschlusseffizient konnte
am Lichtmikroskop lberprift werden.

7.5. Glycerinkulturen

Zur Aufbewahrung wurden von den E. coli — Zellen mit den verschiedenen Vektorsystemen
Glycerinkulturen angelegt, welche fiir etwa ein Jahr bei -80°C gelagert werden konnen. Hierzu wurde
eine frische Ubernachtkultur mit Glycerinlésung vermengt und sofort eingefroren.

Glycerinlésung fiir E.coli Dauerkulturen

Glycerin 65%
MgS0O, x 7 H,0O 0,1M
Tris, pH 8,0 0,025 mM

8. Chromatographische Trennverfahren

Die chromatographischen Arbeiten zur Anreicherung und Aufreinigung von Proteinen aus komplexen
Proteinlésungen erfolgten an einem FPLC-System (Fast Protein Liquid Chromatography) unter
Verwendung von vorgepackten Sdulen (GE Healthcare, Uppsala, S). Die verwendeten FPLC-Systeme
(AKTA™basic, AKTATMpurifier; GE Healthcare, Uppsala, S) waren mit einer UV-Messzelle (280 nm),
ausgestatten. Als Steuerungssoftware diente UNICORN™ (GE Healthcare, Uppsala, S). Die
verwendeten Puffer und Lésungen wurden vor dem Gebrauch filtriert (0,45 um) und gegebenenfalls
mit einer Wasserstrahlpumpe entgast. Die einzelnen chromatographischen Arbeiten konnten sowohl
unter gekiihlten Bedingungen bei 4 °C (AKTA™purifier) als auch bei Raumtemperatur (AKTA™basic)
durchgefiihrt werden.

8.1. Ni-NTA-Affinitatschromatographie

Mit der Affinitatschromatographie (AC) lassen sich gezielt Proteine (oder andere Substanzen)
aufgrund einer reversiblen Wechselwirkung zwischen dem Protein (oder Teilen des Proteins) und
einem spezifischen Liganden, der an eine chromatographische Matrix gebunden ist, aus einem
Gemisch isolieren.

Flr die affinitdtschromatographische Aufreinigung wurde eine Ni-NTA-Sdule (HiTrap Chelating, 1 ml,
GE Healthcare) verwendet. Ni-NTA-Sdulen besitzen Ni**-lonen, welche Nitrilotriessigsdure (NTA) an
das Saulenmaterial gebunden wurden. Die Proteine binden (iber die benachbarten Histidinreste an
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das Ni*" und somit an die Chromatographiematrix. Das Protein mit His-Tag kann durch einen
Uberschuss an Imidazol wieder von der Siule verdrangt werden.

Vor dem Beginn der Aufreinigung wurde die Saule mit E.coli-Auftragspuffer bzw. P.furiosus-
Aufschlusspuffer und dem jeweiligen Elutionspuffer equilibriert. Der Auftrags-/Aufschlusspuffer
unterschied sich vom Elutionspuffer in der Imidazolkonzentration. Im Elutionspuffer befanden sich
500 mM Imidazol. Nach dem Equilibrierungsschritt wurde die Probe mit einer Geschwindigkeit von
0,5 ml/min auf die Ni-NTA-Sdule aufgetragen und diese anschlieRend mit ca. 50 ml Auftrags-
/Aufschlusspuffer gewaschen. Das Protein konnte anschlieRend mit dem Elutionspuffer von der Saule
eluiert werden. Die im FPLC-System verbaute UV-Lampe erlaubte es, den genauen Zeitpunkt der
Elution festzuhalten.

8.2. Gelfiltrations-Chromatographie (SEC)

Die Gelfiltration (SEC = Size Exclusion Chromatography) ist eine Art der Flissigkeitschromatographie.
Bei dieser Methode werden Molekiile aufgrund ihrer Grofle in Losung, sprich dem spezifischen
hydrodynamischen Volumen, aufgetrennt. Die Saulenmatrix besteht aus einzelnen Partikeln,
sogenannten Beads, welche hochpords sind. Dies flihrt dazu, dass grofe Molekiile diese Beads
leichter passieren und somit schneller eluieren als kleine Molekiile. Die verminderte
Laufgeschwindigkeit von kleinen Molekiilen, Salzen und Puffersubstanzen resultiert auf der
verlangerten Laufstrecke, bedingt durch das Eintreten in die pordse Sdulenmatrix. Eine niedrige
Flussrate und eine lange Trennstrecke wirken sich hierbei positiv auf die Trennleistung der
Gelfiltration aus. Diese Art der Chromatographie wird als schonend angesehen, da wahrend der
Elution keine Veranderung des Puffersystems stattfindet. Es ist allerdings ratsam, stets eine gewisse
Menge NaCl/KCl im Puffer mitzufiihren, da hydrophobe Proteine bei einer geringen lonenstérke zu
starken Wechselwirkungen mit der Sdulenmatrix tendieren kénnen.

Vor der Chromatographie wurden die Sdaulen mit 2 CV (column volume) SEC-Puffer aquilibriert, Die
Probe lber eine Probenschleife aufgetragen und die einzelnen Proteine bei einem Fluss von 0,3 - 1,0
ml pro Minute eluiert. Die Probe wurde gegebenenfalls vor dem Auftrag tber die Probenschleife
filtriert (0,45 um). Dadurch konnte verhindert werden, dass stérende Schwebteilchen in das FPLC-
System eingebracht werden. Die Fraktionen des Eluats wurden nach erfolgreicher Auftrennung
biochemisch auf die Anwesenheit des Zielproteins untersucht. Fraktionen, welche das gesuchte
Protein enthielten, wurden gegebenenfalls vereinigt. Die exakte Flussgeschwindigkeit des Laufpuffers
sowie der maximale Druck waren abhangig von der Saule und richteten sich nach den jeweiligen
Angaben des Herstellers. Nach 3 — 5 Chromatographien wurden die Saulen mit 2 CV 0,5 M NaOH
gereinigt und mit 5 CV filtriertem H,Owminpore gewaschen. Anschliefend konnten die Saulen wieder
verwendet oder in 20 % EtOH gelagert werden.

SEC-Saulen SEC-Puffer (pH 8,0)
Tris 25 mM
HiLoad 16/60 Superdex 200 pg 120 ml NaCl 300 mM
Superdex 75 10/300 GL 24 ml Glycerin 10 % (v/v)
Superdex 200 10/300 GL 24 ml DDM 0,05 % (w/v)

PMSF 0,1 mM
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8.3. Analytische Gelfiltration

Da das Prinzip der Gelfiltration auf der Trennung von Proteinen nach ihrer GroRe beruht, kann mit
Hilfe der Gelfiltrations-Chromatographie das Molekulargewicht dieser bestimmt werden. Hierfir
werden Proteine, deren Molekulargewicht bekannt ist, mit deiner Geschwindigkeit von 0,5 ml/min
auf einer Superdex 75 10/300 GL Saule aufgetragen und eluiert. Durch die Elutionsprofile konnte der
Zeitpunkt der Elution des Proteins bestimmt werden. Anhand dieser Werte sowie der jeweiligen
Molekulargewichte (welche vorher logarithmiert wurden), konnte eine Eichgerade gebildet werden.
Die Proteine, welche als Standard benutzt wurden, waren die Alkoholdehydrogenase aus Hefe, BSA,
Carboanhydrase sowie Cytochrom C.

8.4. Saccharose-Dichtegradient

Mit Hilfe eines Gradientenmischers (Eigenbau der Werkstatt) wurde ein linearer Saccharosegradient
(15 — 55%) in 12 ml Ultrazentrifugenréhrchen (Beckman Ultra-Clear Tubes, 14 x 89 mm; Beckman
Coulter, UnterschleiBheim) hergestellt. Hierfliir wurden jeweils 4,75 ml einer 15 %igen und 4,75 ml
einer 55%igen Saccharoselosung eingesetzt. Auf diese Art wurde ein vom Boden des UZ-Réhrchens
nach oben hin abnehmender, linearer Gradient erzeugt. Die dementsprechende Menge an
Saccharose wurde zuvor in 1 x Gradientenpuffer gelost und die dabei entstandenen Loésungen
filtriert. Es ist bei der Herstellung der 55 %igen Losung darauf zu achten, dass die Saccharose langsam
zugegeben wird. Ein leichtes Erhitzen hierbei beschleunigt das Losen der Saccharose im
Gradientenpuffer.

Je nachdem wie viel Probe zugegeben wurde, musste die Saccharoselésung des entstandenen
Gradienten oben abgenommen werden. Das Abnehmen der Lésung erfolgte mittels einer 1 ml
Pipette, welche in kreisrunden Bewegungen an der Oberflache die tberfllissige Losung abnahm. Der
anschlieRende Probenauftrag geschah mittels einer Pipette moglichst an der Tubewand. Somit
konnte sich die Probe gleichmaRig an der Gradientenoberflache verteilen. Die Tubes wurden
vorsichtig in die Zentrifugenbehalter (SW Rotor 40Ti, Beckman Coulter, UnterschleiRheim) gegeben.
Dies erfolgte mit Hilfe einer Pinzette. Nach dem Austarieren der einzelnen Zentrifugenbehalter
wurden diese in die Ultrazentrifuge gegeben. Die beladenen UZ-Réhrchen wurden anschlieRend
zentrifugiert (Beckman Optima LE-80K, 30000 rpm, 18 h, 4 °C, Acceleration: slow, Brake: off).

Gradientenpuffer (10x)
KCl 1,5 M
Tris-HCI (pH 7,5) 250 mM
EDTA 20 mM
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9. Proteinbiochemische Methoden

9.1. Proteinkonzentrationsbestimmung

Die Konzentration von Gesamtprotein in einer Losung wurde mittels Bradford Farbetest
durchgefiihrt. Bei diesem Assay wurde der blaue Saurefarbestoff Coomassie-Brilliant-Blue G250
verwendet. In Gegenwart von Proteinen und im sauren Milieu verschiebt sich das
Absorptionsspektrum des Farbstoffes von 465 zu 595 nm. Der Farbstoff bindet hierbei unspezifisch
an kationische und nichtpolare, hydrophobe Seitenketten der Proteine.

Von der verwendeten Stammlésung wurden jeweils 1 ml zu der zu untersuchenden Probelésung (100
ul) gegeben. Der Ansatz wurde kurz geschiittelt und nach 5 min Inkubation bei RT die Absorption bei
595 nm gemessen.

Zur quantitativen Abschatzung wurde mit bovinem Serumalbumin (BSA) bekannter Konzentration
eine Eichkurve erstellt. Anhand dieser Eichkurve konnte die Proteinkonzentration in der Probel6sung
ermittelt werden.

Stammlosung Bradford-Assay

Coomassie-Brilliant-Blue G250 0,1 % (w/v)
Ethanol (96 %) 5% (v/v)
Ortho-Phosphorsaure (85 %) 1% (v/v)

9.2. Konzentrierung, Umpufferung und Dialyse von Proteinlésungen

Proteinldsungen wurden in VivaSpin™-Zentrifugenréhrchen (Sartorius AG, Gottingen) mit einem
MWCO (molecular weight cut off) von 100 kDa, 30 kDa oder 10 kDa nach Angaben des Herstellers
konzentriert. Diese Zentrifugenrohrchen konnten auch zur Umpufferung benutzt werden z.B. bevor
eine Proteinlésung nach der Elution auf eine andere Sdule mit anderem Puffersystem Ubertragen
wurde. Fiir die Dialyse von Proteinlésungen die entsprechenden Membranen (Serva, Heidelberg) in
H,Owminipore autoklaviert. Vor dem Einsatz der Membranen wurden sie mehrfach mit dem
entsprechenden Puffer gespilt und fiir mindestens 12 h darin aquilibriert. AnschlieBend wurden die
Proteinlésungen gegen das 400 fache Probenvolumen dialysiert. Je nach Versuch erfolgte die Dialyse
Uber Nacht bei RT oder fiir mehrere Tage bei 4 °C.

9.3. Gelelektrophoretische Verfahren

9.3.1. SDS-PAGE

Die Polyacrylamid Gelektrophorese (PAGE) denaturierter Proteine wird verwendet, um die Proteine
einer Losung ihrer molekularen Masse nach aufzutrennen. Das Gel wirkt dabei als Trennmedium,
ahnlich eines Molekularsiebes, wodurch kleinere Proteine schneller durch das Gel wandern. Durch
die Zugabe von SDS wird die Eigenladung der denaturierten Proteine lberdeckt. Das Verhaltnis von
Ladung zu GroRe ist somit fiir jedes Protein anndhernd gleich. Die negativen Ladungen des SDS
flhren zu einer gegenseitigen AbstoRung, was zusammen mit der Denaturierung durch Aufkochen zu
einer Linearisierung der Proteine fiihrt. Dies erlaubt eine Auftrennung nach der Kettenldnge,
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proportional zur Molekililmasse, denn die langeren Proteine werden im Gel starker zurlickgehalten
als kiirzere Proteine.

Die SDS-PAGE (Laemmli, 1970) wurde standesgeméR in einem Mini-Protean™ Tetra System (Bio-Rad,
Hercules, USA) durchgefiihrt. Die Elektrophorese erfolgte bis zum Einlaufen der Probe in das
Trenngel bei 20 mA pro Gel. Sobald die Probe im Sammelgel angekommen war, wurde die Spannung
auf 30 — 40 mA erhdht. Die zugehorigen Gele hatten eine GréRe von 10 x 8 cm und waren 0,75 mm
oder 1 mm dick. Das Trenngel hatte Ublicherweise eine Konzentration von 15 %. Fir eine exakte
Auftrennung eines groReren ProteingréRenspektrums wurde jedoch ein lineares Gradientengel (8 —
20 %) benutzt. Dies geschah mit Hilfe eines Gradientenmischers (Eigenbau der Werkstatt). Dazu
wurden jeweils 3 ml 8%ige und 3 ml 20%ige Trenngell6sung eingesetzt. Die Zusammensetzung der
Gelbestandteile war wie folgt:

Trenngelpuffer, pH 8,8 Sammelgelpuffer, pH 6,8

Tris/HCI 1,5 M Tris/HCI 0,5M

SDS 0,4 % (v/v) SDS 0,4 % (v/v)

Trenngel 15%  Trenngel 8% Trenngel 20%  Sammelgel 4,5%

Trenngelpuffer, pH 8,8 5ml 5ml 5ml -

Sammelgelpuffer, pH 6,8 - - - 1,5 ml
Rotiphorese®Gel 30 - 5,33 ml -—- 1,2 ml
Rotiphorese®Gel 40 7,5ml - 10 ml -

H,Owmiiipore 7,5ml 9,67 ml 5mi 5,1ml
APS 10% (w/v) 100 pl 100 pl 100 pl 100 pl
TEMED 10 ul 10 pl 10 pl 10 pl

Vor dem Auftragen wurden die Proteinproben mit Laemmli-Auftragspuffer versetzt und 5 min bei 95
°C denaturiert. Nach der Denaturierung wurden die Proben kurz auf Eis gestellt und anschlieend

aufgetragen.
Laemmli Auftragspuffer (5x), pH 6,8 Laemmli Laufpuffer (10x), pH 8,3
Tris/HCI 250 mM
Glycerin 50 % (v/v) Tris 250 mM
SDS 5% (w/v) Glycin 1,92 M
B-Mercaptoethanol 5% (w/v) SDS 1% (w/v)

Bromphenolblau 0,01% (w/v)
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9.3.2. Native PAGE

Die Native-PAGE ist eine Methode zur Trennung nativer Proteinkomplexe. Die Komplexe behalten
hierbei ihre endogene Untereinheitenzusammensetzung. In  Abhangigkeit von ihrem
jeweiligen isoelektrischen Punkt sind die meisten Proteine bei pH-Werten von 8 bis 9 (dem pH-Wert
gangiger Laufpuffer) leicht negativ geladen und bewegen sich zur Anode hin, die sich bei
Vertikalgelen am Boden befindet. Je mehr negative Ladungen ein Protein unter diesen Bedingungen
tragt, desto schneller wird es sich durch das Gel bewegen. Im Gegensatz zur SDS-Polyacrylamid-
Gelelektrophorese, bei der Proteine nur anhand ihrer GroRe aufgetrennt werden, erfolgt bei der
nativen Gelelektrophorese eine Trennung nach Ladung und GréRe des Proteins. Die native PAGE wird
besonders dann eingesetzt, wenn multimere Proteine bzw. Proteinkomplexe im Gel detektiert
werden sollen.

Die Elektrophorese erfolgte bei 200-300 V, 50 W und 5 mA pro Gel. Zugehorige Gele hatten eine
GroRe von 20 x 20 cm und waren 1,5 mm dick. Je nach Probenlésung wurden verschiedene
Gelkonzentrationen verwendet.

Natives Gel

. 4% 6 % 8% 12% 20%
Stamml6sungen
10 x TBE Puffer 25 ml 25 ml 25 ml 25 ml 25 ml
Glycerin 10 ml 10 ml 10 ml 10 ml 10 ml
Rotiphorese®Gel 30 33,33 ml 50 ml 66,66 ml - -
Rotiphorese®Gel 40 --- --- --- 75 ml 125 ml
H2OMwjitiipore 181,67 ml 165 ml 148, 34 ml 140 ml 90 m

Auftragspuffer fiir Natives Gel (2x), pH 6,8

Tris/HCI 150 mM
Glycerin 20 % (v/v)
B-Mercaptoethanol 10 % (v/v)
Bromphenolblau 0,1%

Flr die entsprechenden Gele wurden jeweils 25 ml Stammldsung mit 250 ul APS und 30 ul TEMED
versetzt. Nach der Polymerisation konnten die mit 2 x Auftragspuffer versetzten Proben aufgetragen
werden.
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9.4. Farbung von Proteingelen

9.4.1. Coomassiefarbung

Die Detektion von Proteinen in Polyacrylamid-Gelen erfolgte durch die Anfirbung der Gele mit
Coomassie-Losung. Hierzu wurde das Gel nach der erfolgten Elektrophorese in Farbel6sung
Coomassie Blue gelegt, in der Mikrowelle kurz erhitzt und 30 min leicht geschittelt. Anschliefend
wurde die Farbeldsung abgekippt und das gefarbte Gel mit Entfarbelosung bedeckt. Das Gel wurde
so lange geschiittelt, bis die Proteinbanden die gewlinschte Intensitdt vorweisen konnten.

Farbelésung Coomassie Blue Entfarbelosung Coomassie Blue
Brilliant Blue R 250 0,2 g (v/v) Isopropanol 25%
Isopropanol 40 % (v/v) Eisessig 5%
Eisessig 7 % (v/v) H2Owmillipore 70 %

9.4.2. Silberférbung

Die Silberfarbung (Blum et al., 1987) gehort zu den sensitivsten Farbemethoden fiir Polyacrylamid-
Gele. Sie ist deutlich sensitiver als die Coomassie-Farbung. Bei der Silberfarbung wurden die Gele
nacheinander in je 200 ml der folgenden Losungen inkubiert:

Inkubationsschritt Dauer Lésung
50 % (v/v) Methanol

Fixieren 1h oder Uber Nacht 12 % (v/v) Eisessig
0,37 % (v/v) Formaldehyd

Waschen 1 3 x 1 min 50 % (v/v) Ethanol
"""""" Blockeren ~ 1min  08mMNaS,0;
""""" Waschen2 ~ 3x20sec  HOwipe
o 2 mMAgNos

Impragnieren 15-20 min

0,28 % (v/v) Formaldehyd

0,3 M Na,CO; (10 x H,0)
bis zum Sichtbarwerden der
Entwickeln 4 ml Blockierldsung
Banden
0,19 % (v/v) Formaldehyd

Waschen 4 3x1 min H,Owitiipore
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10. Immunologische Verfahren

10.1. Gewinnung spezifischer Antiseren und Antikorper

Fir die Herstellung von Antiseren wurden die entsprechenden Proteine gereinigt und einem
Kaninchen injiziert (Davids Biotechnologie, Burgweinting). Das Antiserum konnte nach 2-3 Monaten
gewonnen werden.

10.2. Aufreinigung der erhaltenen Antiseren

Die Reinigung von Kaninchen-lgG-Fraktionen aus den Immunseren erfolgte tiber eine HiTrap Protein
G HP Saule mit einem Volumen von 1 ml (GE Healthcare, Uppsala (SWE)) an der Akta bei 4°C. Die
Flussrate betrug 1 ml/ min. Um Kreuzkontaminationen zu vermeiden, wurde fir jeden Antikérper
eine eigene Saule verwendet. Die Saulen wurden mit 10 Saulenvolumen Bindepuffer (20 mM
Natriumphosphat, pH 7,0) gespilt und mit gefilterten 25 ml des jeweiligen Immunserums beladen.
Danach wurden die Sdulen solange mit Bindepuffer gewaschen bis im Durchlauf kein Material mehr
Uber den UV280-Wert nachgewiesen werden konnte, aber mindestens mit 10 Saulenvolumen. Die
Elution der Antikérper erfolgte mit 5 Saulenvolumen Elutionspuffer (100 mM Glycin-HCI, pH 2,7) und
die Eluate wurde in Fraktionen von 1,2 ml aufgefangen. In den AuffanggefaRen fiir die Fraktionen
wurden zur Neutralisation jeweils 40 pl 1M Tris-HCI, pH 9.0 vorgelegt. Die Fraktionen mit Antikdrpern
(Uber den UV280-Wert bestimmt), wurden vereinigt und der pH-Wert, der neutral sein sollte,
getestet und falls notwendig mit 1M Tris-HCI, pH 9.0 eingestellt. Nach der Vereinigung wurden die
Antikorper-Pools (iber Nacht in 11 PBS-Puffer bei 4°C dialysiert. Die dialysierten Antikorper-Pools
wurden am néachsten Tag in ReaktionsgefdaBe Gberfiihrt und nach Aliquotieren entweder bei 4°C fir
hochsten einen Monat oder bei -20°C nach Zugabe von Glyzerin (Endkonzentration 50 %) oder bei -
80°C gelagert.

PBS-Puffer (pH 7,4)

NaCl 140 mM
Na,HPO, x 2 H,0 10 mM
KCl 2,7 mM
KH,PO, 1,8 mM

Die Argonaute-Antikérper wurden wie beschrieben aufgereinigt. Dabei erhielt man das in Abbildung
5 dargestellte Elutionsprofil und SDS-Gel. Zur genaueren Bestimmung der Konzentrationen der
gereinigten Antikorper wurde ein Bradford-Test (ll. 9.1.)durchgefihrt. Die Konzentration des
Argonaute-Antikdrpers lag bei 2,0 mg/ml.
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Abbildung 5 Aufreinigung der Argonaute-Antikorper. A) Verlauf der Elution des Argonaute-Antikorpers liber die Protein G-
Sdule. 25 ml Ago-spezifisches Immunserumg wurden in die Sdule injiziert. Diese wurde mit Bindepuffer (20 mM
Natriumphosphat, pH 7,0) gewaschen. Die Elution erfolgte in Fraktionen von je 1,2 ml mit Glycin-Puffer, pH 2,7. Die y-
Achse zeigte die relative Absorption bei 280 nm. Auf der x-Achse war das Volumen des Elutionspuffers zu sehen. Die
Elution des Antikérpers erfolgte in den Fraktionen 1A7-1A10. B) SDS-PAA-Gele nach Reinigung der Antikorper. Je 1 pl des
jeweiligen Immunserums (1:3 verdiinnt) und 1 pl der IgG-Fraktion wurden nach der Reinigung aufgetragen. Standard
Protein Ladder Unstained (SM0661).

10.3. Western-Blot

Proteine aus denaturierenden Polyacrylamid-Gelen wurden bei dieser Methode auf PVDF-
Membranen (Imobilion-P, Millipore, Bedford, USA) transferiert. Dies erfolgte mittels Elektroblot in
einer Semi-Dry-Apparatur (Trans Blot SD Trans Blot, Bio-Rad, Miinchen; 60 min bei 2 mA/cm?) oder
einer Tank-Blot-Apparatur (Mini-Trans Blot, Bio-Rad, Miinchen; U.N. bei konstant 30 V, max. 90 mA, 4
°C) in einem kontinuierlichen Puffersystem (25 mM Tris / HCl, 192 mM Glycin, 20 % MeOH (v/v), pH
8,3; (Towbin et al., 1979)). Ob die Transformation erfolgreich war, konnte mit Hilfe einer Ponceaus-
Losung festgestellt werden. Die Proteine wurden dadurch auf der Membran sichtbar. Anschliefend
konnte die Membran mit TBS-T wieder entfarbt werden.

Puffer fir den Semy-Dry-Blot:

Anodenpuffer 1 Anodenpuffer 2 Kathodenpuffer

Tris / HCI 0,3M 25 mM 25 mM
Methanol 20 % (v/v) 20 % (v/v) 20 % (v/v)
€-Aminocapronsaure --- --- 45 mM

pH-Wert pH 10,4 pH 10,4 pH 9,4




44 Material und Methoden

Schematischer Aufbau der Apparatur:

Kathode

6 x Filterpapier in Kathodenpuffer
Gel in Kathodenpuffer
PVDF-Membran
2 x Filterpapier in Anodenpuffer 2
4 x Filterpapier in Anodenpuffer 1

Anode
10.4. Immundetektion
TBS-Puffer (10x) TBS-T-Puffer (1x)
Tris, pH 7,5 0,5M TBS-Puffer (10x) 100 ml
NaCl 1,5M Tween 20 200 pl

HZOMillipore ad 1000 ml

Die Membran wurde nach kurzem Schwenken in 1x TBS-T iber Nacht bei 4°C in Blockierungslosung
(1 x TBS-T, 5 % Milchpulver (w/v)) inkubiert.

Nach der Blockierung liber Nacht wurde die Blockierungslésung abgegossen und es erfolgte eine
Inkubation der Membran fir 1 h in 10 ml frischer Blockierungslosung, die mit dem jeweiligen
primaren Antikorper in der jeweiligen Verdiinnung versetzt wurde. Danach wurde die Membran 3x
mit TBS-T und 1x mit Blockierungslésung fir 10 bis 15 min gewaschen und es folgte eine weitere
Inkubation fir 1 h mit Blockierungslosung. Zu dieser Losung wurde der sekundare Antikoérper in der
Verdinnung 1:7500 zugegeben. Als sekundarer Antikorper wurde die goat anti-rabbit IgG + HR
Peroxidase (Sigma Aldrich GmbH, Taufkirchen) verwendet. Nach 4x Waschen in TBS-T (jeweils 15
Minuten) konnte die Detektion der Proteine auf der Membran auf zwei verschiedene Arten
geschehen: 1) Der Waschpuffer wurde entfernt und die Membran mit je 2 bis 3 ml POD-Substrat,
prazipitierend lberschichtet und im Dunkeln inkubiert. Nach Ende der Farbreaktion nach ca. 15 min
wurde die Membran mit H,Owmiiipore geWaschen und dokumentiert. Die Membran konnte im Dunkeln
aufbewahrt werden; 2) Nach Entfernen des Waschpuffers wurden die Membran in Lumi-Light
Western-Blotting Substrat nach Angaben des Herstellers entwickelt und umgehend am
Phosphorimager Fuji LAS- 3000 (Fujifilm, Disseldorf) ausgewertet. Hierzu verwendete man das
Programm AIDA Image Analyzer v.3.28 Software (Raytest, Straubenhardt). Fiir die Kennzeichnung des
Molekulargewichtstandards benutzte man einen Lumineszenzstift.

11. Co-Immunprazipitation

Eine Immunprazipitation (IP) ist eine molekularbiologische Methode zum Nachweis von Protein-
Protein-Wechselwirkungen. Der Nachweis der Protein-Interaktion erfolgt bei einer IP in vitro, indem
mit Hilfe eines Antikdrpers ein  bestimmtes Protein samt Interaktionspartner aus einem
Proteingemisch heraus prazipitiert wird. Den Interaktionspartner stellten in unserem Falle die
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Nukleinsduren dar, welche mit dem Ago Protein interagierten. Fiir die IP wurde das Dynabeads®
Protein G Immunoprecipitation Kit (Invitrogen, Darmstadt) verwendet. Protein G ist hierbei an
magnetische Dynabeads® gekoppelt und bindet den Antikdrper. Das Antigen prazipitiert
anschlieRend am Antikorper und kann nach mehreren Waschschritten eluiert werden.

50 ul (1,5 mg) Dynabeads® Protein G wurden in ein 1,5 ml Eppendorfgefall gegeben. Mit Hilfe eines
Magneten wurden die Beads von der Losung getrennt, in welcher sie aufbewahrt wurden. 1 — 10 pug
Antikorper wurden 200 ul PBS-T-Puffer (1 x PBS+Tween®-20) zugegeben und den Beads beigefiigt.
Die Beads wurden in dieser Lésung 10 Minuten bei RT leicht geschiittelt. Der Uberstand wird
anschlieRend mit Hilfe eines Magneten entfernt und die Beads in 200 ul PBS-T gewaschen. Nach
erneutem Entfernen des Uberstands konnte das Antigen, in diesem Fall der Pyrococcus furiosus
Zellextrakt, zugegeben werden. Um eine Bindung des Antigens an den Antikorper sicherzustellen
wurde der Ansatz iber Nacht bei 4 °C leicht geschittelt. Am nachsten Tag konnte dann mittels eines
Magneten der Uberstand bzw. Zellextrakt abgenommen werden. Die Beads wurden anschlieBend
dreimal in Washing Buffer (Citronensdure-Phosphatpuffer, pH 5,0) gewaschen. Der Dynabeads®-
Antikorper-Antigen-Komplex wurde in 100 ul Washing Buffer suspendiert und in ein neues 1,5 ml
EppendorfgefaR iiberfiihrt. Nachdem der Uberstand mit Hilfe eines Magneten abgenommen wurde,
erfolgte die Elution des Antikorper-Antigen-Komplex durch Zugabe von 20 pl Elutionspuffer (0,1 M
Citrat, pH 5,0) und 2 miniitiger Inkubation bei RT. Der Uberstand, welcher den Komplex beinhaltete,
wurde anschliefend in ein neues Gefal Gberfiihrt.

12. Analyse der Immunprazipitate durch Western-Blot-Analysen

Fiir die Western-Blot-Analysen der Immunprazipitate erfolgte die Immunprazipitation wie in Il. 11.
beschrieben. Nach dem Elutionsschritt wurde die Probe mit Laemmli-Auftragspuffer (5x) versetzt und
fir 5 Minuten bei 95 °C gekocht. Nach dem Auftragen auf ein 12 %iges SDS-PAGE-Gel erfolgte der
Transfer auf eine PVDF-Membran (Il. 10.3.). Die Membran wurde blockiert und der Argonaute-
Antikorper als primarer Antikorper zugegeben. Nach mehreren Waschschritten und der Zugabe des
sekundaren Antikorpers Dylight 649 goat anti-rabbit IgG (Thermo Scientific) konnte das Ergebnis des
Western-Blots am Phosphorimager Fuji LAS- 3000 (Fujifilm, Dlisseldorf) ausgewertet werden.

13. Klonierung von small RNA

13.1. Barcodes und Adaptoren fiir small RNA Sequencing

Sequenzen der flankierende Adaptoren:

3*-Adaptor 5°-AAAAAATGGAATTCTCGGGTGCCAAGG-3°

5°-Adaptor 5°-GUUCAGAGUUCUACAGUCCGACGAUC-3"

Nach der Ligation beider Adaptoren (die Adenylierung des 3'-Adaptores wird bei der
Ligation wieder entfernt):

5°-GUUCAGAGUUCUACAGUCCGACGAUC-INSERT- TGGAATTCTCGGGTGCCAAGG-3’
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Primer fir die Vervollstandigung des Produktes inkl. Index-Sequenzen mittels PCR:

Forward Primer 5°-AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACA-3"

Reverse Primer 5°-AACTCCAGTCAC-######-ATCTCGTATGCCGTCTTCTGCTTG-3"

Upstream von small RNA-Insert-Sequenz:

5-AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACGTTCAGAGTTCTACAGTCCGACGATC-INSERT(...)
3"-GGACTATGCCGCTGGTGGCTCTAGATGAGCAAGTCTCAAGATGTCAGGCTGCTAG-insert(...)

Downstream von small RNA-Insert-Sequenz:

(...)Insert-
TGGAATTCTCGGGTGCCAAGGAACTCCAGTCACHH#H#HH#RATCTCGTATGCCGTCTTCTGCTTG-3"

(...)insert-
ACCTTAAGAGCCCACGGTTCCTTGAGGTCAGTGHH##HHTAGAGCATACGGCAGAAGACGAAC-5’

Als Index-Sequenz wurde folgende Abfolge gewahlt:

5 - CAGATC-3’

13.2. Klonierung und Aufreinigung von small RNAs

Um small RNAs sequenzieren zu kénnen, mussten diese mit Adaptoren versehen, in cDNA
umgeschrieben und Uber PCR vervielfaltigt werden (Abb. 6). AnschlieRend erfolgten eine
Aufreinigung und die Sequenzierung mit einem lllumina Sequenzer.

Total RNA or
Purified Small RNA Fragments
/

RNAS' Adapter
3’ Ligation
RNA3' Adapter
RNAS' Adapter 5 Ligation
RNAS' Adapter i RNA3' Adapter

RT-PCR - 1st Strand Synthesis

PCR Amplification

Gel Purification
P ntion

Pooled Index Op!

Abbildung 6 Klonierung von sRNA. Nach der Ligation der Adapter erfolgte die cDNA Synthese. Nach einer Vervielfiltigung
durch PCR und der Aufreinigung der klonierten sRNA kann diese sequenziert werden.
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13.2.1. Ligation des 3°-Adaptors

Die sRNA wurde mit 3'-Adaptoren ligiert. Hierzu verwendete man eine trunkierte RNA Ligase (New
England Biolabs, Frankfurt). Diese arbeitet ATP unabhangig und bendtigt zur Ligation pra-adenylierte

Adaptoren.

Isolierte RNA (aus einem Co-IP-Ansatz) x

Ligation Puffer (10 x) 2,0 ul

DMSO (100%) 3,0ul

3 -adenylierter Adapter (10 mM) 1,0 ul
20 ul

Ligation Puffer (10 x)

TrispH 7,6 0,5M

MgCl, 0,1M

B-Mercaptoethanol 0,1M

BSA 0,1 % (w/v)

Die Probe wurden erhitzt (30 sec / 90 °C) und 2 pl trunkierter RNA Ligase (New England Biolabs,
Frankfurt) zugegeben, 1 h bei 37 °C inkubiert und die Ligase abschlieRend 10 min bei 65 °C inaktiviert.

13.2.2. Ligation des 5°-Adaptors

Folgende Komponenten wurden zum vorherigen Ligationsansatz zugegeben.

DMSO (100 %) 3,0ul
Ligation Puffer (10 x) 2,0 ul
ATP (100 mM) 0,4 ul
5°-Adapter (RNA Oligo 10 mM) 1,0 ul
H2Owmitiipore 11,6 pl
18 pl

Dieser Ansatz wurde 30 Sekunden auf 90 °C erhitzt. Nach Zugabe von 2 pl T4 RNA Ligase 1 (NEB)
erfolgte ein Inkubationsschritt von 1 h bei 37°C. AnschlieBend wurde der Ligationsansatz auf Eis
gestellt.
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13.2.3. cDNA Synthese

Flir die cDNA Synthese wurde das SuperScriptlll Reverse Transcriptase Kit (Invitrogen, Darmstadt)
verwendet. Folgender Ansatz wurde pipettiert.

RNA Ligaseansatz 6 ul

Reverse Transkriptase Primer (100 uM) 1ul

Annealing Buffer (Kit) 1ul

Dieser Ansatz wurde 5 Minuten bei 65 °C im Thermocycler (Mastercycler Personal Model 5332,
Eppendorf) inkubiert und anschlieRend auf Eis gestellt. Nach Zugabe von 2x First-Strand Mix (10 pl)
und SSlII/RNaseOut (2 pl) wurde kurz gevortext und der Ansatz fiir 50 Minuten auf 50 °C erhitzt.
AnschlieBend erfolgte eine Inaktivierung der SSIII/RNaseOut durch Erhitzen auf 85 °C (5 Minuten).

13.2.4. Vervielfdltigung der cDNA durch Pilot-PCR

Die Pilot PCR diente dazu, die bisherigen Klonierungsschritte zu Gberprifen und um eine optimale
Zyklenzahl fiir die Scale up PCR zu ermitteln.

cDNA 1,0 ul
Primer forward (10 uM) 0,2 ul
Primer reverse (10 uM) 0,2 ul
dNTPs (10 mM) 0,25 ul
Phusion Polymerase (2 U/ul) 0,1l
Phusion HF Buffer (5 x) 2,0 ul
H:Owmillipore 6,25 pl

10,0 ul

Folgendes PCR-Programm wurde gewahlt:

Temperatur (°C) Dauer (sec) Zyklen
98 60 1
98 10
60 30 20
72 15
72 600 1
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Nach der PCR wurde die Probe mit 10 pl Marker (DNA PAGE Ruler Ultra Low Range) und 2 pl Phusion
HF Buffer (5 x)vermengt und auf ein 6 %iges Polyacrylamid-Gel (SequaGel, National Diagnostics,
Atlanta, USA) aufgetragen. Der Gellauf erfolgte flir 2,5 Stunden bei 400 V in 1 x TBE Buffer. Nach dem
Anfarben des Gels mit EtBr und der weiteren Analyse mit der Geldokumentationsanlage wurde die
erfolgreiche Klonierung verifiziert und die Zyklenzahl fiir die Scale up PCR je nach Starke der Banden
eingestellt.

13.2.5. Scale up PCR

Mit Hilfe der Scale up PCR wurde die cDNA in groRerem Mal3stab vervielfiltigt. Die Erkenntnisse der
Pilot PCR (II. 13.2.4.) wurden hierbei mit eingebracht.

cDNA 10,0 ul
Primer forward (10 uM) 1,0 ul
Primer reverse (10 uM) 1,0 ul
dNTPs (10 mM) 1,25 ul
Phusion Polymerase (2 U/ul) 0,5 ul
Phusion HF Buffer (5 x) 10,0 pl
H:Owmillipore 26,25 pl
50 ul

Als Programm fiir die PCR wurde das unter 13.2.4. bereits erwahnte Pilot PCR-Programm gewahlt.
Die Anzahl der Zyklen lag aufgrund der Erkenntnisse der Pilot PCR bei 20 Zyklen.

Die Probe wurde auf ein 6 %iges Polyacrylamid-Gel (SequaGel, National Diagnostics, Atlanta, USA)
aufgetragen und nach der Auftrennung entsprechende Banden ausgeschnitten.

13.2.6. Aufreinigung der klonierten small RNA

Die klonierte sRNA musste noch aus den ausgeschnittenen Banden des Polyacrylamid-Gels
aufgereinigt werden. Hierzu wurde in den Boden eines 0,5 ml Eppendorfcups mittels einer diinnen
Nadel (z.B. Neolus 21 G, 0,8 mm) ein Loch gebohrt. Die ausgeschnittene Gelbande wurde in das
praparierte Cup gegeben und beides in ein 1,5 ml Eppendorfcup gesteckt. Der anschliefende
Zentrifugationsschritt (13000 rpm, 3 Minuten) beider Eppendorfgefilie fiihrte zu einem Schreddern
der Gelstiicke. Nachdem das kleine Cup entfernt wurde, erfolgte die Zugabe von 150 ul Elution Buffer
(300 mM NaCl, 2 mM EDTA). Um die klonierte small RNA aus den Gelstlicken gewinnen zu kdnnen,
wurde dieser Ansatz Uber Nacht bei 25 °C schittelnd (800-1000 rpm) inkubiert. Am nachsten Tag
konnte das Eluat von den Gelstiicken getrennt und Uber eine Corning®Costar®Spin-X®Plastic
Centrifuge Saule (Sigma Aldrich GmbH, Taufkirchen) aufgereinigt werden. Die Aufreinigung erfolgte
laut den Herstellerangaben. Nach der Aufreinigung wurde eine Ethanolfallung (ll. 5.3.) durchgefihrt.
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Die Proben wurden in das KFB Regensburg (Biopark) geschickt und mit einem lllumina Sequenzierer
sequenziert. Im KFB wurden vor dem Sequenziervorgang mittels Bioanalyzer Laufen und gqPCRs
Qualitatsanalysen der einzelnen Proben durchgefiihrt.

Bei der Sequenzierung wurde eine Leseldnge von 50 Nukleotiden gewahlt.

14. Bioinformatische Analysen

Im Rahmen dieser Arbeit wurden verschiedene Datenbanken und Algorithmen zur Auswertung von
Protein- und Nukleinsdauresequenzen verwendet. Die dabei benutzten Programme sind in folgender
Tabelle zusammengefasst:

Datenbank/Anwendung Referenz
NCBI http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
UCSC Archaeal Genome Browser http://www.archaea.ucsc.edu/

CLUSTALW Multiple Sequence Alignment http://www.genome.jp/tools/clustalw/
Galaxy https://usegalaxy.org
Multiple Sequence Alignment Clustalw?2 http://www.simgene.com/ClustalW

15. MALDI-TOF MS/MS

Im Vorfeld der MALDI-TOF MS/MS (Matrix Assisted Laser Desorption lonization)wurden die zu
analysierenden Proteine mittels Trypsin im Gel verdaut. Hierzu wurden die entsprechenden
Proteinproben elektrophoretisch aufgetrennt, dass SDS-Gel mit Coomassie gefarbt, in H;Owmiiipore
gewaschen (Uber Nacht) und die passenden Proteinbanden durch Ausschneiden isoliert. Die
Volumina der ausgeschnittenen Gelfragmente wurde durch Wiegen bestimmt und diese in kleine
Wiirfel (Kantenldange ca. 1 — 1,5 mm) geschnitten. Dadurch konnte die Reaktionsoberflache fiir
weitere Behandlungen vergréBert werden. Die Gelwiirfel wurden in 2 ml Eppendorfcups gegeben
und unter leichtem Schiitteln fiir jeweils 30 Minuten in 700 pl der folgenden Losungen gewaschen:

1) 50 mM NH4HCO;

2) 50 mM NH4HCO;, 25 % (v/v) Acetonitril (ACN)
3) 25% (v/v) ACN

4) 50% (v/v) ACN

Die Gelwirfel wurden anschlieRend in ein 0,5 ml Eppendorf-Cup lberfiihrt und fiir mindestens 1 h
bis zur Trockene lyophilisiert (Lyophille: Typ Alpha 1-4; Christ, Osterode). Die lyophilisierten
Gelwiirfel wurden fir den proteolytischen Verdau mit Trypsin-LOsung versetzt. Das Trypsin wurde
nach Herstellerangaben in 1 mM HCI gel6st und auf eine Konzentration von 25 pg / 100 pl eingestellt.
Die Gelwirfel wurden fiir 5 min in der noch inaktiven, sauren Trypsin-Lésung inkubiert (2 pug Trypsin /
100 pl Gelvolumen). AnschlieRend wurde der pH-Wert der Losung mittels 100 mM NH4HCO; auf pH 8
— 8,5 eingestellt, was eine Aktivierung des Trypsins zur Folge hatte. Die Proteine wurden unter
leichtem Schiitteln fiir 2 h bis 18 h bei 37 °C verdaut.



Material und Methoden 51

Nach dem Verdau erfolgte die Extraktion der gewonnenen Peptide aus den Gelwirfeln. Der
Uberstand des Trypsinverdaus wurde abgenommen und die Gelwiirfel fiir jeweils 1 — 2 h zweimal mit
je 30 ul 100 mM NH;HCO; sowie einmal mit einem Gemisch aus 100 mM NH4HCO; und 25 % ACN bei
37 °C inkubiert. Die erhaltenen Extrakte wurden mit dem vorher abgenommenen Uberstand des
Trypsinverdaus  vereinigt und bis zur Trockene Ilyophilisiert. Die anschlieBende
massenspektroskopische Analyse der gewonnenen Peptide und deren ldentifikation wurde von
Eduard Hochmuth am Institut fiir Biochemie der Universitdt Regensburg am Labor von Prof. Dr.
Deutzmann an einem 4700 Proteomics MALDI-TOF MS/MS-Analyzer (Applied Biosystems, Foster City,
USA) durchgefihrt.

16. Northern-Blot

Denhardt’s Solution (50 x) SSC (20 x), pH 7,0
Albumin Fraction V 1% NaCl 3M
PolyvinylpyrrolidonK30 1% Natriumcitrat 0,3M
Ficoll 400 1%

Waschpuffer | Waschpuffer |
SSC (20 x) 25 % (v/v) SSC (20 x) 5% (v/v)
SDS (10 %) 10 % (v/v) SDS (10 %) 10 % (v/v)
Hybridisierungslosung EDC Crosslinking Lésung (pro Membran)

SSC (20 x) 12,5 ml Methylimidazol 61,25 pl
SDS (10 %) 35ml HCl (1 M) 75l
Denhardt’s Solution(50 x) 1ml EDC 0,18825¢
Na,HPO, (1 M) 1ml H,Owmillipore ad 6 ml

RNA sample loading buffer

Formamid 99,95 % (v/v)
Xylencyanid 0,025 % (w/v)
Bromphenolblau 0,025 % (w/v)

Die unter 4.2. aufgezihlten Sonden fiir Northern-Blot wurden mit dem Isotop [y->*P]-ATP wie unter II.
5.10. bereits erwdhnt radioaktiv markiert. Als Nukleinsdure wurde jeweils 1 ul einer 10 mM
konzentrierten Sonde eingesetzt. Nach der Markierung wurde die PNK durch Zugabe von 30 ul EDTA
(30 mM) inaktiviert. AnschlieBend erfolgte PNK eine Aufreinigung mittels Bio-Rad Micro-spin 6
Chromatographie Column. Die Sonden waren fur Northern-Blot-Analysen bereit.

Fiir Northern-Blot-Analysen wurden zwischen 10 du 30 pug an Gesamt-RNA eingesetzt.
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Die Proben wurden auf ein PAA-Gel aufgetragen (in RNA sample loading buffer gelost). Zur
Herstellung des PAA-Gels wurde das SequaGel UreaGel System (National Diagnostics, Atlanta, USA)
benutzt und laut Herstellerangaben verwendet. Die Proben wurden auf 7 — 8 cm (300 V, ca. 1 h)
getrennt und mit EtBr gefarbt. Anschlieend konnte das Gel in der Geldokumentationsanlage
kontrolliert werden.

Das Gel wurde auf drei mit H,Opminipore angefeuchteten und zurechtgeschnittenen Whatman Papier
Stticken in die Northern-Blot-Kammer gelegt. Als Blot-Kammer wurde die Semi-Dry-Apparatur (Trans
Blot SD Trans Blot, Bio-Rad, Miinchen) verwendet. Die positiv geladene Membran (Nylon Membranes
positively charged, Roche, Karlsruhe) wird durch kurzes Schwenken in MeOH aktiviert, auf das Gel
gelegt und mit drei angefeuchteten Whatman Papieren bedeckt. Die Ubertragung der RNA auf die
Membran erfolgte fiir 30 Minuten bei 20 V. Wahrend des Blotting-Vorgangs wurde das EDC-Gemisch
zum Crosslinking der RNA vorbereitet. Nach dem Blotting-Vorgang wurde die Membran zusammen
mit dem EDC-Gemsich 1 Stunde bei 50 °C erhitzt. Die Membran wurde nach zweimaligem Waschen
und anschlieBendem Trocknen mit 20 ml Hybridisierungslésung fir 1 h bei 50 °C inkubiert. Die
radioaktiv markierte Sonde wurde 15 Minuten spater zugegeben und tGber Nacht bei 50 °C inkubiert.
Nach Beendigung der Inkubation wurde die Membran zweimal mit Waschpuffer | und einmal mit
Waschpuffer Il fir jeweils 15 Minuten gewaschen und zur Belichtung eines Phosphoimager Screens
(Fujifilm, Dusseldorf) in eine Belichtungshiille fiir mehrere Stunden aufbewahrt.

Nach der Belichtungszeit wurde der Screen am Phosphorimager Fuji LAS- 3000 (Fujifilm, Disseldorf)
gescannt.

Um die geblottete Membran zusatzlich fir andere Sonden verwenden zu kénnen, wurde diese in 0,1
%iger SDS-Losung kurz aufgekocht und fiir 30 Minuten geschiittelt. Die Sonde wurde somit entfernt
und die Membran konnte fiir weitere Northern-Blot-Experimente eingesetzt werden.

17. Protein/Nukleinsdure-EMSA und Protein/Nukleinsdure-Verdau

17.1. Analyse der Nukleinsdure-Protein-Bindungsaktivitit mit Hilfe von
EMSA-Versuchen

Die Bindungsaktivitat des Argonaute Proteins aus P. furiosus wurde durch Electrophoretic mobility
shift assays (EMSA) Uberprift. Dieser Assay stellt eine Affinitatselektrophorese dar und dient dazu,
mogliche Interaktionen zwischen Protein und Nukleinsdure im nativen Gel darzustellen. Bildet sich
ein Protein-Nukleinsdure-Komplex tritt dadurch eine Laufweitenverschiebung ein und der Komplex
wandert langsamer ins Gel als die ungebundene Nukleinsaure.

Gel-Shift Bindepuffer (5x)

Tris pH 8,0 50 mM
KCl 250 mM
DTT 15 mM

EDTA 2,5mM
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Es wurde ein Reaktionsansatz von 20 ul angesetzt, welcher neben dem Gel-Shift Bindepuffer, dem
Argonaute Protein (50-100 ng), radioaktiv markierter Nukleinsdure ( ~0,5 ng, Markierung siehe II.
5.10) auch noch nichtspezifische Kompetitor-DNA (~500 ng) enthielt. Hierbei handelte es sich um
poly dI-dC oder Salmon Sperm DNA. Diese Kompetitor-DNA verhindert Signale auf dem nativen Gel,
welche durch unspezifische Bindung zwischen Protein und markierter Nukleinsdure entstehen
kénnen. Der Ansatz wurde 30 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert, gegebenenfalls fiir eine
Minute auf 50° C erhitzt und anschlieBend auf einem nativen Gel analysiert (ll. 9.3.2.). Nach dem Lauf
wurde das Gel getrocknet und ein Phosphoimager Screen (Fujifilm, Dlsseldorf) aufgelegt, welcher
am Tag darauf ausgelesen werden konnte.

17.2. Untersuchung der Nukleinsaure-Protein-Schneideaktivitit mittels
EMSA-Methode

Ebenso wie unter Il. 17.1. beschrieben, kann auch die Schneide- bzw. Nukleaseaktivitdt des
Argonaute Proteins mit Hilfe eines EMSA untersucht werden. Der 20 pl Reaktionsansatz enthielt
neben dem Gel-Shift Bindepuffer (ohne EDTA), dem Argonaute Protein und der radioaktiv markierten
Nukleinsaure zusatzlich noch 5mM MgCl,. Der Reaktionsansatz wurde 15 Minuten bei 50°C inkubiert.
AnschlieBRend wurde die Reaktion durch Zugabe von 20 ul Stopplésung (1 M Tris (ph 7,2), 8 M
Harnstoff) gestoppt. Die Probe wurde auf einem nativen Gel analysiert. Nach der Trocknung des
fertigen Gels und der anschlieRenden Auflegung des Screens konnte dieser am Phosphoimager
ausgelesen werden.

18. Argonaute Knock-out Untersuchungen

18.1. Herstellung von pUC19-APF0537::Tk-SimR zum Knock-out des
Genabschnitts PF0537

Um zu analysieren, welche Auswirkung ein Knock-out des Argonaute Proteins in Archaeen nach sich
zieht, musste der Stamm P. furiosus APFO57 erzeugt werden. Dazu sollte das Gen PF0537, welches
fir das Pf-Argonaute codiert, durch die Simvastatin-Resistenzkassette ersetzt und somit deletiert
werden. Diese Resistenzkassette bestand aus Tk gdh Promotor, Tk HMG-CoA Reduktase und Tk gdh
Terminator aus T. kodakarensis.

SimR_Prom1_F Tk gdh Terminator
" }
! —
Tk gdh Promotor SimR_Term2_R

Abbildung 7 Resistenzkassette zur Deletion des Genabschnitts PF0537 und die zur Amplifikation verwendeten Primer
SimR_Prom1_F sowie SimR_Term2_R. Samtliche Bestandteile wurden aus T. kodakarensis amplifiziert. Die
Resistenzkassette hatte eine Gesamtlange von ca. 1,6 kbp.
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Um eine nachfolgende Selektion der Transformanten zu ermdglichen, sollte das Gen PF0537 durch
die Resistenzkassette ersetzt werden (Abb. 7). Durch den Einbau dieser Kassette in die gDNA von P.
furiosus erreichte man eine Uberexpression der HMG-CoA-Reduktase, welche wiederum zu einer
Resistenz gegen das Antibiotika Simvastatin flihrt. Flr diesen gezielten Austausch wurden
flankierende Regionen des Gens PF0537 sowohl von upstream wie auch downstream aus der gDNA
von P. furiosus amplifiziert und mit der Resistenzkassette fusioniert. Der Ablauf der Fusion mittels
Fusion-PCR wurde unter Il. 5.1.2. detailliert beschrieben.

Zur Amplifikation der flankierenden Bereiche aus der gDNA von P. furiosus wurden folgende Primer
verwendet. Die Extension-Zeit wurde laut Herstellerangaben gewahilt.

Sequenzen Primer-Paar Annealing-Temperatur
PFO537 up rightPFO536EcoRV
(~700 bp) leftPFO536

- 60 °C
PF0537_do rightPF0538
(~600 bp) leftPFO538EcoRV

Zur Amplifikation der Resistenzkassette Tk-SimR wurden folgende Primer verwendet. Die
Resistenzkassette bestand aus Tk gdh Promotor, Tk HMG-CoA Reduktase und Tk gdh Terminator. Als
Template diente das Plasmid pMUR41. Das Plasmid wurde ohne vorherige Linearisierung in die PCR
eingesetzt. Die Extension-Zeit wurde laut Herstellerangaben gewahlt.

Sequenzen Primer-Paar Annealing-Temperatur
Tk SimR SimR-Prom1-F
60 °C
(~1600 bp) SimR-Term2-R

Zur Aufreinigung wurden jeweils 25 pl der entsprechenden PCR-Ansdtze Uber ein horizontales
Agarosegel elektrophoretisch aufgetrennt. Die entsprechenden Banden wurden ausgeschnitten und
anschlielend einer Gelextraktion unterzogen. Dazu wurde das Qiagen Gel Extraction Kit (Qiagen,
Hilden) verwendet. Die Nukleinsdurekonzentration wurde anschlieend photometrisch bestimmt.

Zur Fusion der einzelnen DNA-Fragmente wurden jeweils dquimolare Mengen der entsprechenden
Fragmente eingesetzt. Grundlage hierflr bietet das kirzere Fragment, wovon jeweils 10 ng
eingesetzt wurden.

Fusioniertes Fragment Primer-Paar Annealing-Temperatur
PF0537_do (~600 bp) leftPFO538EcoRV
59 °C
Tk-SimR (~1600 bp) SimR-Term2-R

Nach der ersten Fusions-PCR und erfolgter Aufreinigung liber ein praparatives Agarosegel erfolgte
eine weitere Fusions-PCR. Dadurch wurde das erste Fusionsprodukt mit Fragment PF0537 up
verbunden.
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Fusioniertes Fragment Primer-Paar Annealing-Temperatur
Fusionsprodukt 1 (~2200 bp) leftPFO538EcoRV
60 °C
PFO537_up (~700 bp) rightPFO536EcoRV

Durch die Fusion des Fusionsprodukt 1 mit PFO537 up entstand das Endprodukt mit einer
Gesamtlange von ~2900 bp. Dieses Produkt wurde Uber ein praparatives Agarosegel aufgereinigt und
dessen Konzentration anschlieRend photometrisch ermittelt.

Zur identischen Vervielfaltigung des Konstrukts erfolgte eine Klonierung in E. coli. Hierzu wurde der
Plasmidvektor pUC19 zu Hilfe genommen. Der Vektor wurde mit dem Restriktionsenzym Smal
hydrolysiert. Dieses Enzym verursacht blunt-ends. Da an den beiden Enden des des fusionierten
Gesamtfragments EcoRV-Schnittstellen eingebaut wurden, welche ebenfalls blunt ends erzeugen,
war dies fir die Ligation des Vektors mit dem Insert vorteilhaft. Smal schneidet den Vektor an genau
einer Stelle. Um eine Religation zu verhindern, musste der linearisierte Vektor nach der Hydrolyse an
den Enden dephosporyliert werden. Verwendet wurde dazu die calf intestine alkaline phosphatase
(CIP). Die Dephosphorylierung erfolgte fiir 1 h bei 37 °C. Der geschnittene Vektor wurde anschlieBend
Uber ein pradparatives Agarosegel aufgereinigt. Das konstruierte Insert wurde mit EcoRV laut
Herstellerangaben hydrolysiert und tber praparative Agarosegel-Elektrophorese aufgereinigt.

Die beiden geschnittenen DNA-Fragmente wurden im Anschluss 2 h bei Raumtemperatur ligiert (Il.
5.9.). Die Transformation erfolgte in kompetente E. coli DH5a-Zellen. Um die Selektion der positiven
Ligationsprodukte zu erleichtern, wurde eine Blau-WeiR-Selektion (Il. 3.4.) angewandt. Nach der
Inkubation der transformierten DH5a-Zellen auf LBay,-Platten (+IPTG/+X-Gal) tiber Nacht bei 37 °C
konnten entsprechende weiRe Kolonien gepickt werden. Die Verifizierung der Ligation und
Plasmidaufnahme erfolgte (iber Kolonie PCR (II. 5.1.3.). Positiv getestete Klone wurden in 5 ml LBpyp-
Flussigmedium angeimpft und Uber Nacht schittelnd bei 37 °C inkubiert. Ausgehend von diesen
Kulturen erfolgte tags drauf eine Plasmidprdparation mit dem QlAprep Spin Miniprep Kit (Qiagen,
Hilden). Die Konzentration des extrahierten Plasmids wurde photometrisch bestimmt und
abschlieRend durch eine Sequenzanalyse verifiziert.
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18.2. Transformation des Knock-out Konstruktes in P. furiosus

SimR_Term2_R SimR_Prom1_F
—’ 4—

leftPF0538EcoRV rightPF0536EcoRV

+— /—>

rightPF0538 leftPF0536

Abbildung 8 Plasmid pUC19-APF0537::Tk-SimR. Gezeigt werden die zur Amplifikation benutzten Primer sowie die zur
Fusion eingesetzten Fragmente. Die dazu benutzten Fusionsprimer sind durch einen Uberhange gekennzeichnet.

Bevor die Transformation in P. furiosus stattfinden konnte, erfolgte zur Uberpriifung eine
Restriktionshydrolyse des Plasmids pUC19-APF0537::Tk-SimR (Abb. 8) mit den Restriktionsenzymen
Sall und Pvull. Es wurden diese Restriktionsenzyme gewahlt, da diese bei erfolgreicher Hydrolyse des
Vektors ein eindeutiges Bandenmuster auf dem Agarosegel ergaben. Nach dieser Uberpriifung wurde
der Vektor mit EcoRV sowie Apall geschnitten.  EcoRV schnitt an den Enden des zu
transformierenden DNA-Fragments wohingegen Apall mehrere Schnittstellen im Vektor vorweisen
konnte, wodurch der Vektor in viele kleine DNA-Abschnitte zerlegt wurde.

Im Anschluss wurden parallel mehrere Transformationsansdtze mit dem geschnittenen Vektors
angesetzt. Die Transformation erfolgte in %2 SME-Vollmedium und wie unter II. 3.8. beschrieben.
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lll. Ergebnisse

1. LSm-Protein aus P. furiosus (PF1542)

1.1. Analytische Gelfiltration des LSm-Proteins durch die Superdex 75 10/300
GL - Saule

Das von mir (wédhrend der Diplomarbeit) in E. coli exprimierte LSm-Protein aus P. furiosus wurde zur
Bestimmung der oligomeren Zusammensetzung (Uber Superdex 75 10/300 GL-Saule
chromatographisch analyisert. Hierzu wurden Proteine, deren Molekulargewicht bekannt war, auf
die Superdex-Saule aufgetragen. Anhand der verschiedenen Elutionsprofile konnte eine Eichgerade
erstellt werden, welche spater zur moglichst genauen Bestimmung des Molekulargewichts des LSm-
Proteinkomplexes genutzt wurde.

Wie in Il. 8.3. beschrieben, wurden die Elutionsprofile der Proteine Alkoholdehydrogenase (150 kDa),
BSA (66 kDa), Carboanhydrase (23 kDa) und Cytochrom C (12,4 kDa) an der Superdex 75 10/300GL
Saule erstellt.

A) B)

Q) D) N

Abbildung 9 Elutionsprofil der verschiedenen Eichproteine sowie die daraus resultierende Eichgerade. Elutionsprofil der
Proteine Alkoholdehydrogenase (A), BSA (B), Carboanhydrase (C) und Cytochrom C (D) auf der Superdex 75 10/300 GL
Sdule. Die y-Achse beschrieb jeweils den UV-Wert in mAU, die x-Achse zeigt die durchgelaufene mi-Menge. De
senkrechte, schwarze Strich symbolisierten das Elutionsvolumina zum jeweiligen Gipfelmaximum an. Die dadurch
erhaltene Eichgerade (E) beschrieb in der x-Achse das Elutionsvolumina in ml, in der y-Achse das Molekulargewicht in
kDa.

Die Gipfel der jeweiligen Elutionsprofile wurden in Abbildung 9 A-D dargestellt. Die
Alkoholdehydrogenase eluierte am Schnellsten (8,1 ml), da dieses Protein mit 150 kDa das grofSte
Peptid darstellte. Es folgte das 66 kDa schwere BSA (9,6 ml) und die Carboanhydrase mit 23 kDa (11,4
ml). Am Langsten bendtigte das 12,4 kDa groRRe Cytochrom C um die Saule zu durchqueren (12,9 ml).
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Mit Hilfe der Elutionsvolumina und dem Molekulargewicht der Proteine, welches vorher
logarithmiert wurde, konnte eine Eichgerade (Abb. 9 E) gebildet werden.

Um dem oligomeren Komplex des LSm-Proteins ein Molekulargewicht zuordnen zu kénnen, musste
auch dieses Protein an der Superdex 75 10/300 GL Siule analysiert werden.

oo 50 100 150 ml o
s 85 9 95

9,5 ml 2 g

Abbildung 10 Auswertung der Ergebnisse der LSm-Protein Gelfiltration. A) UV-Elutionsprofil des LSm-Proteins an der
Superdex 75 10/300 GL Siule. Der Gipfel zeigte bei einem Elutionsvolumen von 9,5 ml sein Maxiumum. X-Achse
Elutionsvolumina in ml, y-Achse UV-Wert in mAU. B) Das erhaltene Elutionsvolumen entsprach auf der Eichgerade einem
Molekulargewicht von 74 kDa. X-Achse Elutionsvolumina in ml, y-Achse Molekulargewicht in kDa (logarithmiert).

Das Elutionsprofil des LSm-Proteins aus P. furiosus (Abbildung 10 A) zeigte das Verhalten des LSm-
Komplexes an der Gelfiltrationssaule. Der Komplex eluierte bzw. zeigte bei 9,5 ml seinen Gipfel. Des
Weiteren waren keine zusatzlich relevanten Gipfel in dem UV-Elutionsprofil zu erkennen. Ubertrug
man dieses Ergebnis auf die vorher erstellte Eichgerade (Abbildung 9 E), so erhielt man fiir diesen
Wert ein geschatztes Molekulargewicht von 74 kDa (Abbildung 10 B). Das LSm-Protein-Monomer
verfligte nach der Aufreinigung Uber ein Molekulargewicht von etwa 10,7 kDa (Protein plus N-
terminaler His-Tag). Dies wiirde bezogen auf das geschatzte Molekulargewicht bedeuten, dass das
LSm-Protein einen heptameren Komplex aus sieben LSm-Monomeren bildet und somit als
Homoheptamer auftrat.

2. Argonaute-Protein (PF0537)

2.1. Klonierung von PF0537 in pYS3 fiir Expression in P. furiosus

Neben dem LSm-Proteinkomplex war fiir diese Arbeit das Argonaute-Protein aus P. furiosus ein
interessantes Forschungsobjekt. Fir die Entschlisselung moglicher Interaktionspartner des
Argonaute-Proteins sowie fir Interaktions- und Schneideversuche benétigte ich eine aufgereinigte
Version des Proteins. Als Organismus fir die Expression wurde P. furiosus gewdahlt, da der
Genabschnitt seinen Ursprung dort hat und das exprimierte Protein somit Gber alle Modifikationen
verflgt.

Zur rekombinanten Expression des Argonaute-Proteins (PF0537) in P. furiosus wurde der Vektor pYS3
(Waege et al., 2010) benutzt. Dieser Vektor war 6740 bp lang und verfligte neben der Simvastatin-
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Resistenzkassette Uber eine Ampicillin-Resistenz. Als Vektorinsert erstellte ich ein DNA-Konstrukt,
welches aus Fr-1,6-Bisphosphatase-Promotor und PF0537-Genabschnitt mit Terminator bestand. Die
Wahl dieses Promotors hatte den Vorteil einer starken Expression auf einem Medium mit Pyruvat als
Kohlenstoffquelle.

Die beiden Bestandteile des DNA-Konstrukts wurden mittels PCR (Il. 5.1.1.) hergestellt. Die Primer
wurden wie unter Il. 6. beschrieben eingesetzt und das PCR-Produkt anschlieffend auf einem
Agarosegel analysiert. In Abbildung 11 A war das PCR-Produkt Pf-Ago+Term zu erkennen (Spur 2).
Dieses Produkt hat eine Lange von (~2500 bp) und war auch an dieser Position im Agarosegel zu
finden. Neben diesem Teil des Inserts konnte der fbp-Promotor in Spur 3 ausfindig gemacht werden.
Dieser DNA-Abschnitt hat nach erfolgreicher PCR eine Ldnge von ~250 bp. Die PCR hatte also in
beiden Fallen funktioniert. Beide Banden wurden anschlielend ausgeschnitten und mittels QlAquick
Gel Extraction Kit (Qiagen, Hilden) aufgereinigt. AnschlieRend wurde die Nukleinsduremenge
photometrisch bestimmt.

Die beiden PCR-Produkte, Pf-Ago+Term und fbp-Promotor, mussten nun mit Hilfe einer Fusions-PCR
wie unter Il. 6. Beschrieben verbunden werden. AnschlieRend wurde das Produkt der Fusions-PCR
auf einem Agarosegel analysiert. Nach der Fusions-PCR der beiden DNA-Molekiile konnte man auf
dem Agarosegel das Fusionsprodukt auf einer Hohe von ~2750 bp finden (Abb. 11 B, Spur 2). Neben
dem Fusionsprodukt war noch eine Bande bei ~250 bp zu erkennen. Hierbei handelte es sich um den
fbp-Promotor, einem Nebenprodukt der PCR. Die obere Bande wurde ausgeschnitten, mit Hilfe des
QlAquick Gel Extraction Kit (Qiagen, Hilden) aufgereinigt und die Nukleinsduremenge photometrisch
bestimmt.

Das Fusionsprodukt wurde anschlieBend in den Vektor pYS3 kloniert. Hierzu wurden beide Teile mit
dem Restriktionsenzym Pstl hydrolysiert. Der Vektor erhielt zudem eine Dephosphorylierung mittels
CIP wodurch eine Religation verhindert werden sollte. Nach dem Restriktionsverdau wurden die
geschnittenen DNA-Molekiile auf dem Agarosegel analysiert, ausgeschnitten, aufgereinigt und die
DNA-Menge photometrische bestimmt. Die DNA-Fragmente wurden ligiert und in kompetente E. coli
DH5a-Zellen transformiert. Nach dem Ausplattieren der Ligationsansatze auf LBay,-Platten fiihrte
man zur Kontrolle mit den Klonen eine Kolonie-PCR durch (Abb. 11 C). Positiv getestete Klone
wurden in LBamy-Flissigmedium Gberfiihrt und nach Inkubation {ber Nacht erfolgte die
Plasmidpraparation. In diesem Fall wurde Klon 1 ausgewahlt, da dieser nach der Kolonie PCR ein
passendes Signal (Abb. 11 C, Spur 2, Bande auf Héhe von ~2750 bp) auf dem Agarosegel aufwies. Die
anschlieRende Sequenzanalyse des Vektors zeigte, dass das Insert im Vektor fehlerfrei war und die
richtige Orientierung hatte.

Der Klon war somit flir eine Expression des Argonaute-Proteins in P. furiosus bereit. Eine
Sicherungskultur dieses Klons und der Plasmidpraparation ist unter dem Namen pMUR272 bei —80°C
hinterlegt.
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Abbildung 11 A) Herstellung der Komponenten fiir die Konstruktion des pYS3-Vektorinserts. In Spur 2 befand sich das Pf-
Ago+Term-Produkt ( ~2500 bp), in Spur 3 der fbp-Promotorbereich ( ~250 bp). In Spur 1 war der 1 kb DNA Ladder
ersichtlich. B) Das Produkt der Fusions-PCR aus den beiden zu fusionierenden DNA-Molekiilen Pf-Ago+Term und fbp-
Promotor. Die beiden zu verbindenden Bausteine ergaben zusammen ein Fusionsprodukt von ~2750 bp, welches in Spur 2
des Agarosegels zu sehen war. Bei dem Signal auf H6he von-250 bp handelt es sich um Nebenprodukte (fbp-Promotor),
welche bei der Fusions-PCR entstanden. Spur 1 Standard 1 kb DNA ladder. C) Agarosegel mit den Produkten der Kolonie-
PCR. Klon 1 in Spur 2 zeigte ein passendes PCR-Produkt von (~2750 bp), wohingegen Spur 3 mit Klon 2 kein positives
Ergebnis lieferte. Spur 1 Standard 1 kb DNA ladder.
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2.2. Expression und Aufreinigung von Pf-Ago in P. furiosus

Der zur Expression des Argonaute-Proteins in P. furiosus konstruierte Vektor wurde in P. furiosus
Zellen transformiert und das Protein dort exprimiert (Il. 7.3.). Nach dem Zellaufschluss mit Hilfe einer
Ultraschallbehandlung sowie der Benutzung der FastPrep®-24 Zellmihle (ll. 7.4.) wurde der
Zellextrakt einer Ni-NTA-
Affinitatschromatographie (ll. 8.1.)
unterzogen. Das Protein konnte
durch den eingebauten His-Tag
aufgereinigt werden.

1 2 1 2

Abbildung 12 SDS-Gradientengele (8 — 20 %) zur Analyse der Elutionsfraktion nach der Ni-NTA S&dule sowie nach der
Gelfiltration. A) Gradientengel nach der Aufreinigung mittels Ni-NTA-Sdule. Spur 1 beinhaltete den PageRuler Unstained
Protein Ladder (10 — 200 kDa) SM0661, Spur 2 die Elutionsfraktion nach der Ni-NTA Affinitdts-chromatographie. Das
Argonaute-Protein wurde im schwarz markierten Bereich vermutet. B) Gradientengel zur Analyse der Proteinfraktion
nach der Gelfiltration. Spur 1 zeigte den PageRuler Unstained Protein Ladder (10 — 200 kDa) SM0661, Spur 2 die Fraktion
mit dem Argonaute-Protein (schwarze umrandeter Bereich) nach der Chromatographie an der HiLoad 16/60 Superdex
200 pg Saule.

Nach der Aufreinigung des Proteins musste die Elutionsfraktion auf einem SDS-Gradientengel (8 —
20%) analysiert werden. Diese Fraktion zeigte mehrere Banden, wobei am Starksten das Signal auf
Hohe von 85 — 100 kDa herausstach (Abb. 12 A, Spur 2). Hierbei handelte es sich vermutlich um das
Argonaute-Protein mit dem eingebauten N-terminalen His-Tag (schwarz umrandeter Bereich). Neben
diesem Signal waren auBerdem im Bereich von ~45 kDa sowie ~30 kDa klare Banden zu erkennen. Da
die Elutionsfraktion neben dem Ago-Protein noch sehr viel weitere Proteine enthielt, wurde im
Anschluss an die Ni-NTA-Affinitatschromatographie noch eine weitere Methode zur Aufreinigung des
Proteins durchgefiihrt. Hierbei handelte es sich um eine Gelfiltrations-Chromatographie (ll. 8.2.)
mittels HiLoad 16/60 Superdex 200 pg Saule. Nach dieser Auftrennung der Molekiile nach GréRe
musste zur Analyse der Proben eine SDS-Gelektrophorese durchgefiihrt werden.

In der Fraktion nach der Gelfiltration wurde eine deutliche Bande auf Hohe von 85 — 100 kDa
gefunden (Abb. 12 B, Spur 2). Hierbei handelte es sich um das Argonaute-Protein aus P. furiosus
(schwarz umrandeter Bereich). Wie schon in Abbildung 12 A ersichtlich, war auch in dieser Fraktion
zwei schwache Signale auf Hohe von ~45 kDa sowie ~30 kDa zu sehen. Diese beiden Banden waren
jedoch in Bezug auf die Bandenintensitat deutlich schwacher als in der Fraktion nach der Ni-NTA-
Affinitatschromatographie. Die restlichen Signale, welche im vorherigen Reinigungsschritt noch auf
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dem SDS-Gel zu sehen waren, konnten nun nicht mehr gefunden werden (Abb. 12 B, Spur 2). Dies
zeigte, dass die Gelfiltrations-Chromatographie fiir die Aufreinigung und Aufkonzentrierung des
Argonaute-Proteins aus P. furiosus einen wichtigen Schritt darstellte. Das Protein lag nun in einer
Form vor, welche weiterflhrende Experimente wie Dichtegradientenzentrifugation sowie
Interaktionsexperimente mit Nukleinsduren im nativen Gel erlaubte.

2.3. Interaktionspartner von PF0537

2.3.1. Saccharose-Dichtegradient zur Entschliisselung moglicher Interaktionspartner

Nach der Aufreinigung des Argonaute-Proteins aus Pyrococcus furiosus konnte man auf den SDS-
Gelen neben dem Signal fir das Ago-Protein noch weitere Banden erkennen. Um herauszufinden, ob
es sich bei diesen zusatzlichen Proteinen um Interaktionspartner des Argonaute-Proteins handelte,
wurde ein Saccharose-Dichtegradient (II. 8.4.) durchgefiihrt. Als Probe diente das Argonaute-Protein
nach der Aufreinigung tUber die Superdex 200 16/60 Saule.

Das Rohrchen mit der zentrifugierten Probe wurde nach der Saccharose-Dichtegradienten-
Zentrifugation aus der UZ genommen und in den Kiihlraum gebracht. Dort wurden vorsichtig jeweils
500 pl Fraktionen abgenommen und diese anschlieRend gelelektrophoretisch auf einem SDS-PAGE

analysiert. Um die einzelnen Banden
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Abbildung 13 SDS-Page mit den Fraktionen des
30 Saccharose-Dichtegradienten. Die obere Bande
entsprach dem Argonaute-Protein, die kleinere
25 Bande auf Hohe von ca. 45 kDA entspricht einem
moglichen Interaktionspartner. Standard Protein
Ladder Unstained (SM0661).

Wie in Abbildung 13 zu sehen, befand sich das Argonaute-Protein in den Fraktionen 6 bis 10, obere
Bande. Neben diesem Signal war aulerdem noch in den Fraktionen 6, 7 und 8 ein Signal auf Hohe
von ca. 45 kDa zu erkennen. Es deutete vieles darauf hin, dass es sich bei diesem Protein um einen
Interaktionspartner des Argonaute-Proteins handelte. Die Intensitdt der Proteinsignale sprach
ebenfalls fiir einen Proteinkomplex. Die Stdrke des Signals bzw. die Proteinmenge des Argonaute-
Proteins war in den Fraktionen 6, 7 und 8 am Hochsten. Gleiches galt fiir das Signal auf Hohe von
etwa 45 kDa. Dies war nur in den genannten Fraktionen zu erkennen.
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Die Bande auf Hohe von ca. 45 kDa wurde einer massenspektroskopischen Untersuchung
unterzogen. Damit konnte ein moglicher Interaktionspartner des Ago-Proteins aus P. furiosus
entschllsselt werden.

2.3.2. Massenspektroskopische Identifizierung moglicher Interaktionspartner

Um herauszufinden, welches Protein sich neben Ago in den Proteinfraktionen nach dem Saccharose-
Dichtegradienten befand, wurde eine MALDI-TOF MS/MS Analyse durchgefiihrt. Die einzelnen
Schritte zur Vorbereitung der Probe wurden, wie unter Il. 15. im Material und Methodenteil
beschrieben, realisiert. Die anschlieRende massenspektroskopische Identifizierung des Peptids im
Labor von Prof. Deutzmann ergab, dass es sich bei dem Interaktionspartner um PF1848 handelte.
Dieser Genbereich kodiert in Pyrococcus furiosus fiir die 3-Hydroxy-3-Methylglutaryl-Coenzym-A-
Reduktase. Um herauszufinden, welche Aufgabe dieser Interaktionspartner des Ago-Proteins
Ubernimmt, mussten weiterfliihrende Experimente durchgefiihrt werden. Dazu waren Antikorper
gegen das Argonaute-Protein notwendig. Diese wurden mit Hilfe des aufgereinigten Argonaute-
Proteins generiert. Um deren Effektivitat zu untersuchen, musste der Antikdrper in einem Western-
Blot-Experiment liberprift werden.

2.4. Test der aufgereinigten Ago-Antikérper mittels Western-Blot

Da der gereinigte Argonaute-Antikdrper in Immunprazipitations-Experimenten eingesetzt werden

& sollte, wurde dieser durch Western-Blot-Analysen (ll.
‘s? 10.3.) auf mogliche Crossreaktionen mit anderen
[

$$ é‘@ Proteinen Uberpriift (Abbildung 14).
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Abbildung 14 Crossreaktionsexperimente mit dem aufgereinigten
Argonaute Antikérper im P.f. Rohextrakt (Spur 2) und in einer
Fraktion des aufgereinigten Argonaute-Proteins aus P.furiosus (Spur
3). Standard Protein Ladder Stained (SM0671) in Spur 1.

Der Argonaute-spezifische Antikoérper zeigte in der Spur mit dem Rohextrakt aus P. furiosus ein klares
Signal (Abb. 14, Spur 2). Ebenso wurde in der Spur mit dem aufgereinigten Protein aus P. furiosus ein
einzelnes, klares Signal erhalten (Abb. 14, Spur 3). Kreuzreaktionen mit anderen Proteinen waren in
beiden Spuren nicht erkennbar. Die Intensitdt des Signals in der Spur des Rohextraktes ist im
Vergleich zum Signal des aufgereinigten Proteins leicht schwacher. Bei genauerem Hinsehen jedoch
erkannte man, dass in der Spur des aufgereinigten Proteins eine sogenannte ,ghost band" vorlag.
Dieses Phdnomen tritt ein, wenn die Konzentration des Antikérpers oder/und die Konzentration des
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eingesetzten Proteins zu hoch angesetzt werden. Da es sich bei dieser Spur um das aufgereinigte
Protein aus P. furiosus handelt, lag der Verdacht einer zu hohen Proteinkonzentration nahe.

Die Western-Blot-Experimente haben gezeigt, dass der durch Aufreinigung der IgG-Fraktionen
erhaltene Argonaute-Antikdrper flr Immunprazipitations-Experimente sehr gut geeignet war. Er
zeigte keine Kreuzreaktionen zu anderen Proteinen und fiihrte im Rohextrakt zu einem einzigen
spezifischen Signal.

2.5. Uberpriifung der Immunprizipitation durch Western-Blot-Analysen

Nachdem die Uberpriifung der Argonaute-Antikdrper positiv verlief, konnten weitere Experimente
durchgefiihrt werden. So wurde der Erfolg und die Spezifitit der Immunprazipitation auf
Proteinebene Uberprift. Das durch die IP erhaltene Prazipitat setzte ich nach mehreren
Waschschritten in  Western-Blot-Analysen ein (ll. 10.3.). Es wurden zwei verschiedene
Versuchsansatze auf das SDS-Gel aufgetragen. Einer der beiden Versuchsansatze war wie in Il. 11.
beschrieben mit an Dynabeads gekoppelten Argonaute-Antikorpern durchgefiihrt worden (Abb. 15,
Spur 3). Das Argonaute-Protein konnte dadurch aus dem Zellextrakt ,gefischt” werden. Der zweite
Versuchsansatz wurde ebenso wie in Il. 11. beschrieben durchgefiihrt, jedoch verzichtete man hier
auf den Einsatz des Argonaute-Antikdrpers (Abbildung 15, Spur 2). Dadurch sollte herausgefunden
werden, ob Bestandteile des Zellextraktes unspezifisch an die Protein-G-Dynabeads banden.

" Fiir die Immunprazipitationsversuche wurden
'S . .
@& 3“-' bei dem durchgefiihrten Western-Blot folgende
qb N Ergebnisse erhalten.
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55 «— schwere Kette IgG Abbildung 15 Western-Blot-Analyse der

Immunprazipitation mit dem Argonaute-Antikorper. Spur
2 zeigte die prazipitierten Proteine ohne den Einsatz des
Argonaute-Proteins bei der Prazipition. Bei Spur 3 wurde
der Argonaute-Antikorper bei der Immunprazipitation
vorschriftsgemdB eingesetzt. Die Verdiinnung des
Argonaute spezifischen 1gG im Western-Blot betrug
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In Abbildung 15 war in Spur 3 deutlich die schwere Kette des Antikérpers zu erkennen ( ~50 kDa),
welcher sich nach der Elution von den Protein G Dynabeads gel6st hatte. Dieses Signal fehlte in Spur
2, da in diesem Versuchsansatz bei der IP kein AntikOrper eingesetzt wurde. AuRerdem war in Spur 3
auf Hohe von etwa 25 kDa ein leichtes Signal zu erkennen, wahrend diese in der mittleren Spur
komplett fehlte. Dabei kdnnte es sich um die leichte Kette des Antikorpers handeln, welche ein
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Molekulargewicht von etwa 25 kDa vorzuweisen hat. Spur 3 zeigt auf Hohe von ca. 100 kDa ein
starkes Signal, bei welchem es sich um das Argonaute-Protein handelte. AuRerdem waren hoher
molekulare Signale in dieser Spur erkennbar, welche schwer oder gar nicht in das Gel gelaufen
waren. Diese Signale konnten Proteinkomplexe darstellen, welche das Argonaute-Protein
beinhalteten. Dies war wahrscheinlich auf einen Fehler beim Vorbereiten der Proben fiir den Auftrag
auf das SDS-Gel zurlickzufihren. Die Probe hatte eventuell vor dem Auftrag langer bei 95 °C
aufgekocht werden missen. Ein Zerfall der Komplexe ware dadurch wahrscheinlicher geworden. In
Spur 2 fehlten diese hochmolekularen Bereiche sowie das Signal fiir das Argonaute Protein. Dies zeigt
einerseits, dass die Immunprazipitation mit dem Argonaute-Antikorper erfolgreich war und dass die
Protein G Dynabeads keine unspezifischen Interaktionen mit Bestandteilen des Rohextrakts
eingehen.

2.6. Analyse der mit dem Ago-Protein interagierenden Nukleinsdauren

Um herauszufinden, welche Art von Nukleinsdure, DNA oder RNA, mit dem Argonaute-Protein aus
Pyrococcus furiosus interagierte, wurden Co-Immunprazipitationen durchgefiihrt. Dieses Wissen war
notwendig, um fiir die weiteren Klonierungsschritte und Sequenzierungen der Nukleinsduren die
richtige Herangehensweise wahlen zu kénnen. Die Co-IP wurde, wie im Material- und Methodenteil
unter 11. beschrieben, durchgefiihrt. Die Nukleinsduren konnten nach einem Proteinase-Verdau (um
Antikorper und Antigen zu degenerieren) und einer Phenol-Chloroform-Extraktion mit
anschlieBender Ethanol-Fallung in HyOwiipore €10t Werden.

Sie wurden anschlieRend radioaktiv markiert (Il. 5.10.) und mittels
Micro-spin 6 Chromatographie Column (Bio-Rad, Hercules, USA)
von Uberschissiger Radioaktivitdit und Proteinen getrennt. Die
markierten Nukleinsduren wurden mit DNase | bzw. RNase H
behandelt und auf ein 20 %iges, denaturierendes Polyacrylamid-Gel
aufgetragen. Nach 300 V fir 2 h wurde das Gel aus der Apparatur

genommen und in der Geltrocknungsanlage (Bio-Rad Geltrockner
Model383, Bio-Rad, Hercules, USA) unter Vakuum getrocknet. Das
56 nt getrocknete Gel konnte anschlieRend auf einen Phosphoimager
Screen (Fujifilm, Disseldorf) aufgelegt werden. Das Auslesen dieses
Screens erfolgte am nachsten Tag durch den Phosphoimager Fuji

LAS-3000 (Fujifilm, Dusseldorf).

21 nt

Abbildung 16 Die mit dem Argonaute-Protein immunprazipitierte Nukleinsduren
radioaktiv markiert und analysiert auf einem denaturierenden Poly-acrylamid-Gel
(20%). Die Nukleinsduren wurden unbehandelt (Spur 1) mit DNasel (Spur 2) bzw.
1 2 3 RNase A (Spur 3) behandelt.
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Wie in Abbildung 16 zu erkennen war, wurden durch die Co-IP und die darauffolgenden
molekularbiologischen Methoden Nukleinsdauren erhalten, welche mit dem Argonaute-Protein aus
Pyrococcus furiosus interagierten. Die mittels [y->’P]-ATP markierten Nukleinsduren wurden auf
einem 20 %igen Polyacrylamid-Gel (Sequagel UreaGel System, National Diagnostics, Atlanta, USA)
sichtbar gemacht. Die erkennbaren Banden und Signale in Spur 1, bei welcher die Nukleinsduren
ohne Nuklease-Behandlung zu sehen waren, unterschieden sich nur sehr gering von den Signalen in
Spur 2. Diese Spur zeigte die Nukleinsdauren nach Behandlung mit DNase I. Spur 3 hingegen
dokumentierte die markierten Nukleinsduren nach Inkubation mit RNase A. Hier war zu erkennen,
dass die Signale in dieser Spur klar schwacher waren als in der unbehandelten Spur 1. Diese
Beobachtungen zeigten, dass es sich bei den mit dem Argonaute-Protein prazipitierten
Nukleinsauren um RNA handelte. Eine Prazipitation von DNA konnte nicht festgestellt werden.

2.7. sRNA-Klonierung der prazipitierten Nukleinsauren

2.7.1. Ligation der Adapter und Herstellung der entsprechenden cDNA

Um herauszufinden, um welche Art RNA es sich bei der prazipitierten Ribonukleinsdure handelt,
musste diese sequenziert werden. Dies erforderte die Klonierung der RNA und eine damit
verbundene Umwandlung in DNA, welche fiir die Sequenzierung notwendig war.

An die durch Co-IP-Experimente gewonnene sRNA wurde ein 3’-Adapter ligiert (II. 13.). Nachdem mit
Hilfe einer trunkierte RNA Ligase (New England Biolabs, Frankfurt) dies durchgefiihrt wurde, musste
an das 5°-Ende ein 5 -Adapter angehangt werden. Der somit entstandene RNA-Einzelstrang erfuhr
mittels SuperScriptlll Reverse Transcriptase Kit (Invitrogen, Darmstadt) eine Umschreibung in cDNA,

welche wiederum durch die Pilot-PCR vervielfaltigt wurde.

Nachdem die Pilot-PCR erfolgreich verlaufen war, konnte die
Scale-up-PCR mit 20 Zyklen durchgefiihrt werden. Das PCR-

300 bp | e— Produkt wurde auf ein 6%iges Polyacrylamid-Gel (SequaGel,
National Diagnostics, Atlanta, USA) aufgetragen.
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Abbildung 17 Klonierte sRNA nach der Scale-up PCR analysiert auf einem
denaturierenden Polyacrylamid-Gel. Die Probe wurde auf zwei Spuren gesplitet

40bp | (Spur 2 + 3). Die Bande im griinen Kasten ( ~120 bp) entsprach dem
Ligationsprodukt der Adaptoren ohne sRNA. Die Signale im blauen Bereich
entsprachen der klonierten sRNA. Sie wurden ausgeschnitten und aufgereinigt.

1 2 3 Spur 1: GeneRuler Ultra Low Range DNA Ladder.

Nach der Scale up PCR war auf dem Gel eine starke Bande zu erkennen (Abb. 17, Spur 2 + 3, griiner
Bereich). Hierbei handelte es sich um ein Klonierungsprodukt mit einer Lange von ~120 bp, welches
bei jeder Klonierung entstand. Dieses Produkt entsprach der Ligation des 3’- und 5°-Adapters ohne
Insert. Unter diesem Signal waren im Bereich von ca. 80 bp weitere Banden abgebildet. Sie
reprasentierten die PCR-Primer sowie Nebenprodukte der PCR. Die Banden groRer als 120 bp,
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abgebildet im blauen Bereich der Abbildung 17, entsprachen dem gesuchten Klonierungsprodukt. Die
dort vorgefundene DNA war langer als 120 bp, was dem Ligationsprodukt plus sRNA entsprach.
Besonders stark zu erkennen waren die Banden auf Hohe von ~140 bp bzw. ~150 bp. Abziglich der
Adaptoren und der DNA-Teilstlicke, welche bei der Klonierung verwendet wurden, deutet dies auf
eine urspringliche sRNA-Ldange von ca. 20-30 nt hin. Die klonierten Nukleinsduren im blauen Bereich
¢135 bp - ~160 bp) wurden ausgeschnitten und wie in Il. 13.2.6. beschrieben aufgereinigt. Die
Konzentrationsbestimmung mittels Nanodrop ergab eine Konzentration von 57,3 ng/ul. Die Probe
wurde anschlieRend an das KFB Regensburg (Biopark) weitergegeben, um die DNA dort via Illumina
Sequenzer zu sequenzieren.

2.7.2. Sequenzierung der klonierten sRNA

Das KFB fihrte vor der Sequenzierung eine Qualitatsuntersuchung der eingereichten Proben durch.
Hierzu wurde ein Agilent Bioanalyzer 2100 benutzt.
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Abbildung 18 Qualtidtsuntersuchung der klonierten Proben durch das KFB mittels Bioanalyzer. A) Auftrennung der
eingereichten Nukleinsduren nach GroRe. Tiirkise Bande bildete das Signal fiir den upper Marker, griine Bande fiir den
lower Marker des Standards. B) GroBenprofil der klonierten Nukleinsduren.

Abbildung 18 zeigte die Ergebnisse der Qualitatsuntersuchung. Obwohl auf dem Gel nach der Scale-
up-PCR zwei Banden zu sehen waren, erkannte man bei der Auftrennung der Proben auf dem
Bioanalyzer-DNA-Chip nur eine starke, jedoch etwas breiter aufgefacherte Bande bei ~140 bp
(Abbildung 18 A). Das Profil dieser Auftrennung zeigte, dass die Nukleinsduren ein deutliches Signal
ergaben mit einem relativ breiten ,Sockel” (Abbildung 18 B). Dieser ,Sockel” erstreckte sich von 135-
160 bp, was wiederrum in etwa dem ausgeschnittenen Gelbereich nach der Scale up PCR entsprach.
Die Qualitatsuntersuchung bestéatigte somit das Ergebnis der Scale up PCR. Die klonierten DNA-
Stlicke konnten sequenziert werden. Als Lange der Sequenzierung wurden 50 nt gewahilt.

2.8. Auswertung der Sequenzierergebnisse

Die mit dem Argonaute-Protein prazipitierten Nukleinsduren wurden kloniert und mit Hilfe eines
Illumina Sequenzers sequenziert. Durch die Sequenzierung wurden 1191441 Sequenzen erhalten,
welche anschlieRend mit Hilfe des online verfugbaren Galaxy-Server (https://usegalaxy.org)
ausgewertet werden konnten. Als Parameter wurde eine minimale Ldnge von 15 nt ausgewadhlt.
AulRerdem galt aufgrund der ausgewdhlten Adaptoren und Primer die Sequenz , TGGAATTC als
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Erkennungssequenz fiir DNA-Molekiile, welche erfolgreich kloniert wurden. Durch die ausgewahlten
Parameter erhielt man folgende Werte:

Tabelle 1 Verteilung der durch die Sequenzierung erhaltenen Sequenzen. Die reads erfuhren eine Selektion nach Linge.
Zudem wurden Sequenzen, welche nur aus ligierten Adaptoren bestanden, eliminiert.

reads
Anzahl der Sequenzen nach der Sequenzierung 1191441
Anzahl der Sequenzen, welche die gewahlten Anforderungen 960376
(Lange = 15 nt) erfillen
zu kurze Sequenzen (Lange < 15 nt) 180471
Sequenzen, welche nur aus dem Ligationsprodukt der Adapter 50594

bestanden (adapter-only-Sequenzen)

Wie in Tabelle 1 ersichtlich, wurden insgesamt 231065 Sequenzen aussortiert. 180471 von ihnen
waren unter der geforderten Liange von 15 nt. Bei den restlichen 50594 handelte es sich um
Sequenzen, welche aus dem Ligationsprodukt der eingesetzten Adaptoren bestanden. Diese wurden
vermutlich beim Ausschneiden aus dem Gel nach der scale-up PCR , mitgeschleppt”. Da die Bande
des gewiinschten Klonierungsproduktes sehr nahe an dem Ligationsprodukt der Adapter ohne RNA
lag, war dies nicht zu vermeiden. 960376 Sequenzen verfligten liber die passende Lange von
mindestens 15 nt und bestanden nicht aus Adaptoren. Mit ihnen konnte weitergearbeitet werden.

2.8.1. Aufschliisselung der Sequenzen nach Linge und Mapping gegen das P. furiosus-
Genom

Die erhaltenen, korrekten Sequenzen wurden nach ihrer Lange aufgeschlisselt und analysiert. Diese
Aufschlisselung zeigte, dass ein groRer Teil der Sequenzen eine Lange von 23 nt besald (Abb. 19 A).
Diese Lange lag mit einer Anzahl von knapp Uber 80000 klar vor den anderen Sequenzlangen.
AuBBerdem verfiigten die 20 nt sowie 25 nt Molekiile iber eine hohe Trefferzahl. Insgesamt gesehen
konnte man feststellen, dass sich der Grof3teil der erhaltenen Sequenzen (iber eine Lange von 15 nt
bis 27 nt erstreckt, was in etwa auch der Lange einer durchschnittlichen, kurzen, nicht-kodierenden
RNA entsprach. Des Weiteren wurden die Sequenzen gegen das Genom von P. furiosus gemappt.
Somit konnte festgestellt werden, welchen genomischen Ursprung die erhaltenen Sequenzen hatten
bzw. zu welchem Genabschnitt sie passten (Abb. 19 B). Uber % der Sequenzen fielen in den
Genbereich der fiir die ribosomalen RNA kodierenden DNA. 10,4% der Sequenzen passten zu
sRNA(snoRNA)-Bereichen, 9,1% zu CRISPR-Abschnitten, 8,2% waren in open reading frames zu finden
und lediglich 3% entfielen auf tRNA-Abschnitte und intergenic regions.
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Durch das Mapping gegen das Genom von P. furiosus konnten Bereiche mit einer besonders hohen
Zahl von Treffern gefunden werden. Diese hohen Trefferzahlen dauRerten sich in Gipfeln. Einer dieser
Abschnitte befand sich im Bereich 1288205-1288225 des P. furiosus Genoms (Abb. 20 A). Neben
diesem Gipfel befanden sich zwei bereits annotierte Genabschnitte. Der Bereich 1288110-1288166
codierte fiir die snoRNA PF_s027. Diese snoRNA wurde mit Hilfe der Rfam Datenbank gefunden.
Durch die Rfam Datenbank werden Familien von RNA-Sequenzen in Form von multiplen
Sequenzalignments beschrieben. Die Datensammlung dient dazu, in komplett sequenzierten
Genomen bisher nicht erkannte Mitglieder bekannter RNA-Familien zu identifizieren. Downstream
des ncRNA-Gipfels befand sich das Protein PF1373 (1288269-1289126), ein bereits bekannter
Kationentransporter im Genom von P. furiosus. Der deutlich erkennbare Gipfel in Abbildung 20 A
erstreckte sich von 1288205-1288225 und erhielt die dazu passende Sequenz bzw. RNA erhielt die
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Bezeichnung snoRNA PF_s027A. Diese, bei der Sequenzierung haufig aufgetretene RNA, hatte eine
Lange von 21 nt.

Wie in Abbildung 20 B ersichtlich, gab es im Bereich 136930 — 141735 des Genoms von P. furiosus
nach der Sequenzierung ebenfalls mehrere Treffer. Auffallig hierbei waren die klaren und deutlich
erhabenen Gipfel im Bereich der 16S rRNA (136930 — 138426). Im Vergleich hierzu waren fir den 23S
rRNA Abschnitt (138687 — 141735) nur kleine, schwachere Signale ersichtlich. Im Genombereich,
welcher fir die tRNA-Ala kodierte (138486 — 138563), waren keine Gipfel zu finden.

Im Folgenden wurde ein besonderes Augenmerk auf den 16S rRNA Bereich gelegt (Abbildung 20 C).
Dieser Abschnitt zeigte Gber nahezu die gesamte Lange kleinere und grofRere Gipfel. Besonders
auffallig waren jedoch die mit den Ziffern 1 bis 6 nummerierten Abschnitte. Diese wiesen nach der
Sequenzierung eine sehr hohe Trefferquote auf, welche sich in besonders groBen Gipfeln
widerspiegelte. Die zu den sechs Gipfeln passenden RNA-Sequenzen wurden passenderweise mit
SRNA 16S 1 — sRNA 16S 6 bezeichnet. Wahrend die Anzahl der Treffer und somit das
Gipfelmaximum bei den Gipfel 1 bis 5 jeweils nahezu dhnlich war, hatte der Abschnitt 6 im Vergleich
dazu eine etwas hohere Trefferanzahl. Dies wurde durch den roten Bereich in seinem Maximum
angedeutet (Abb. 20 C). Die Lange der erhaltenen Sequenzen der Gipfel variierte von 26 nt (Gipfel 1)
bis hin zu 19 nt (Gipfel 4 und 6) (Tabelle 2, SRNA 16S_1 — sRNA 16S_6). Die sechs Segmente mit hoher
Trefferzahl sind Gber den kompletten 16S rRNA Bereich verteilt, wobei sich die breiteren Gipfel 1 und
2 (sRNA 16S_1 und sRNA 16S_2) im upstream Bereich befanden, die schmaleren hingeben (5 und 6
bzw. sRNA 16S_5 und sRNA 16S_6) im downstrem Bereich des Genoms. Gipfel 3 und 4 (sRNA 16S_3
und sRNA 16S_4) lagen nahezu zentral und sehr eng beieinander.

Die neben snoRNA Pf027A und sRNA 16S_1 — sRNA 16S_6 (Tabelle 2) gefundenen Gipfelbereiche im
Genom von P. furiosus waren verhaltnismaRig klein und konnten daher fiir weitere Untersuchungen
vernachladssigt werden.
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Abbildung 20 Ausgewahite Genabschnitte aus P. furiosus, welche nach dem Mapping der durch die Sequenzierung
erhaltenen Sequenzen besonders interessant waren. A) Ergebnisse der Sequenzierung im Bereich 1288000 — 1289100
des Genoms von P. furiosus. Dargestellt ist der Bereich der snoRNA PF_s027 (1288110 — 1288166), der snoRNA PF_s027A
(1288205 — 1288225, rot eingefirbt) sowie der kodierende Genabschnitt fiir das Protein PF1373, einem Kationen-
transporter (1288269 — 1289126). B) Ergebnisse der Sequenzierung im Bereich 136930 - 141735 des Genoms von P.
furiosus. Abgebildet ist der Bereich der 16S rRNA (136930 — 138426), der tRNA-Ala (138486 — 138563) sowie der 23S
rRNA (138687 — 141735). C) Genbereich, welcher fiir die 16S rRNA in P. furiosus kodiert (136930 — 138426). Die
besonders deutlich erkennbaren Gipfel wurden mit den Ziffern 1 — 6 durchnummeriert, die dazu passenden Sequenzen
erhielten die Bezeichnung sRNA 16S_1 — sRNA 16S_6.
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Tabelle 2 Ubersicht iiber die nach dem Mapping der Sequenzierergebnisse gegen das Genom von P. furiosus erhaltenen
Gipfel.

Bezeichnung Linge  Stelleim Genom erhaltene RNA (5= 3°) kodierende DNA (5= 3°)
snoRNA PF_s027A 21nt 1288205-1288225 augaugagggagugacggacu agtccgtcactccctcatcat
sRNA 16S_1 26 nt 136958-136983 gcuauggggguccgacuaagecauge  geatggcttagtcggacccccatage
sRNA 16S_2 23 nt 137380-137402 aagggcugggcaaggecgguggce gccaccggcecttgeccagecectt
sRNA 16S_3 23 nt 137801-137823 2aaggaauuggcgggggageacu agtgctccececcgecaattecttt
sRNA 16S_4 19 nt 137830-137848 aagggguggagecgugegsgu accgcacgctccacccectt

sRNA 16S_5 20 nt 138129-138148 aaugggcgggacaaugggac gtcccattgtcccgeccatt

sRNA 16S_6 19 nt 138190-138208 aguucggaucgcgggeugce gcagcccgegatccgaact

2.8.2. Multiples Sequenzalignment (MSA) der Treffer im Bereich der 16S rRNA

Die sechs besonders hdufig im Bereich der 16S rRNA aufgetretenen Sequenzen sRNA 16S_1- sRNA
16S_6 (Tabelle 3) wurden mit Hilfe eines multiplen Sequenzalignments genauer untersucht. Dadurch
sollte festgestellt werden, ob zwischen den einzelnen Sequenzen Ahnlichkeiten bestanden. Diese
Similaritaten konnten Aufschluss geben Uber ein bevorzugtes Sequenzmuster bei der Bindung der
kurzen RNA an das Argonaute-Protein.

Tabelle 3 Ubersicht iiber die sechs Gipfel im 16S rRNA-Bereich, welche durch MSA weiter untersucht wurden

Gipfel Bezeichnung Lange RNA-Sequenz
1 sRNA 16S_1 26 nt gcuauggggguccgacuaagccaugce
2 sRNA 16S_2 23 nt aagggcugggcaaggecgguggc
3 SRNA 16S_3 23 nt Qaaggaauuggcgggggagcacu
4 sRNA 16S_4 19 nt aagggguggagegugeggu
5 sRNA 16S_5 20 nt aaugggcgggacaaugggac

6 SRNA 16S_6 19 nt aguucggaucgegggeuge
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Diese sechs Sequenzen wurden online auf http://simgene.com/ClustalW miteinander verglichen.
Dabei stellte man die Sequenzen mit dhnlicher Lange gegeniiber und suchte nach Gemeinsamkeiten
in der Nukleotidabfolge.

Das multiple Sequenz Alignment der Sequenzen sRNA 16S 1, sRNA 16S 2 und sRNA 16S 3
(Abbildung 21 A), welche alle iber eine Ldnge von > 23 nt verfligten, zeigte an fiinf Stellen eine
exakte Ubereinstimmung. Bei vier der fiinf Ubereinstimmungen handelte es sich um die Nukleinbase
Guanin (G). Neben dieser Identitat wurde auch fir das Nukleotid Cytosin (C) ein passender Abschnitt
gefunden, wohingegen keine Ubereinstimmungen fiir die Nukleotide Adenin (A) und Uracil (U) zu
erkennen waren. Auch fiir diese Sequenzen < 20 nt gab es, wie in Abbildung 21 B ersichtlich,
Ubereinstimmungen. An sechs Stellen gab es nach dem Alignment eine Similaritit wobei es sich bei
funf dieser deckungsgleichen Nukleinbasen um Guanin (G) handelte. Es folgte Adenin (A) mit einer
identischen Base, Cytosin (C) und Uracil (U) hatten keine identischen Bereiche.

Dieses Alignment verlief gut, jedoch war die Anzahl der Konformitdten in den Sequenzen nicht sehr
hoch. Das MSA wurde verfeinert, indem man Sequenzen mit exakt gleicher Lange gegeniiberstellte.
Ein Vergleich der Genbereiche sRNA 16S_4 und sRNA 16S_6, welche beide liber eine Lange von 19 nt
verfligten, verlief positiv (Abb. 21 C). Beide Sequenzen zeigten in 9 der 19 vorhandenen Nukleotiden
exakte Ubereinstimmung. Erneut gab es fir das Nukleotid Guanin (G) auRergewdhnlich viele
identische Bereiche. Jeweils eine Konformitat entstand bei den anderen Nukleotiden Adenin (A),
Cytocin (C) und Uracil (U). Neben dem MSA fiir die beiden 19 nt langen Sequenzen wurden auch die
zwei 16S rRNA-Bereiche mit einer Lange von 23 nt, sSRNA 16S_2 und sRNA 16S_3, verglichen (Abb. 21
D). Der Vergleich dieser Sequenzen erzeugte an 11 Stellen eine exakte Ubereinstimmung. Der
GrofRteil der Konformitat wurde erneut in den Bereichen der Nukleinsdure Guanin (G) erreicht. Es
folgten Adenin (A) mit zwei sowie Uracil (U) und Cytosin (C) mit jeweils einer Ubereinstimmung.

Bei dem Vergleich der 19 nt sowie 23 nt-Sequenzen untereinander viel eine besonders hohe
Ahnlichkeit zueinander auf. AuRerdem wurden sehr hiufig fir das Nukleotid Guanin
Ubereinstimmungen gefunden. Fiir die Nukleotide Adenin, Cytosin und Uracil wurden wenige
identische Abschnitte ermittelt. Auffillig war zudem die Tatsache, dass die erste Base am 5°-Ende der
RNA in flinf von sechs Fallen einem Adenin entsprach. Moglicherweise spielt sie bei der Interaktion
des Argonaute-Proteins mit der kurzen RNA eine entscheidende Rolle.
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Abbildung 21 Multiples Sequenzalignment der sechs Gipfel im Bereich der 16S rRNA. A) MSA der Sequenzen 1, 2 und 3.
Identische Bereiche wurden rot (Guanin) und griin (Cytosin) unterlegt und umrahmt. Die Zahlen am rechten Rand
beschrieben die jeweilige Linge der Sequenzen in nt. B) Multiples Sequenzalignment der Sequenzen 4, 5 und 6.
Identische Bereiche waren rot (Guanin) und blau (Adenin) dargestellt. Die Sequenzen waren 19 bzw. 20 nt lang. C)
Sequenzalignment der 23 nt Sequenzen 2 und 3. Identische Bereiche wurden blau (Adenin), rot (Guanin), violett (Uracil)
und griin (Cytosin) gekennzeichnet. D) MSA der 19 nt langen Sequenzen 4 und 6. Identische Bereiche waren rot
(Guanin), blau (Adenin), griin (Cytosin) und violett (Uracil) unterlegt und umrahmt.
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2.9. Northern-Blot zur Validierung der Sequenzierergebnisse

Um die Ergebnisse der Sequenzierung bestatigen und verifizieren zu kénnen, mussten diese mittels
eines Northern-Blots Gberprift werden (ll. 16.). Die zu liberpriifende RNA-Probe wurde durch Co-IP-
Experimente (ll. 11.), Proteinase K-Verdau (ll. 5.6.), Phenol/Chloroform Isolation und anschlieRender
EtOH-Fallung (II. 5.3.) erhalten. Neben dieser Probe wurde als Kontrolle auch die gesamt RNA aus P.
furiosus mit aufgetragen.

Es wurden bei den Northern-Blot-Experimenten verschiedene DNA-Sonden eingesetzt (Abb. 22 E).
Den Anfang machte die Sonde gegen die snoRNA PF027A (Abb. 22 A). Dieser RNA-Abschnitt wurde
ausgewahlt, die er bei der Sequenzierung sehr haufig auftrat. In Spur 1 der Abbildung 22 A, in
welcher die gesamt RNA aufgetragen wurde, waren deutliche Signale bei der Sonde fiir die snoRNA
PFO27A zu erkennen. So war auf Hohe von 21 nt ein starkes Signal zu sehen. Hierbei handelte es sich
vermutlich um die fertig prozessierte snoRNA PF027. Uber dieser starken Bande sind weitere Signale
zu erkennen, welcher der noch nicht vollstandig prozessierten snoRNA zugeordnet werden kdnnten.
In Spur 3 war die nach Co-IP erhaltene RNA Probe aufgetragen worden. Auch dort war auf Héhe von
21 nt ein Signal zu erkennen. Dies durfte der prozessierten snoRNA PF027A entsprechen. Vorstufen
der ncRNA waren in dieser Probe nicht zu erkennen. Die diinne Bande im oberen Bereich der IP
entsprach der Tasche des Gels. Teile der ncRNA waren moglicherweise nicht ins Gel eingelaufen oder
in der Tasche prazipitiert. Zudem wurde eine Probe nach Immunprazipitation ohne Ago-Antikorper
analysiert (Abb. 22 A, Spur 2). Sie sollte zeigen, ob RNA-Molekiile unspezifische an die Matrix der
Dynabeads binden und somit das Ergebnis verfalschen. Es waren jedoch keine Signale zu erkennen.
Eine unspezifische Bindung der analysierten snoRNA PF027A konnte somit ausgeschlossen werden.

Neben dieser snoRNA waren aufgrund der Ergebnisse der Sequenzierung die Bereiche der 16S rRNA
von besonderem Interesse. Im Sequenzabschnitt der 16S rRNA aus P. furiosus wurden fir sechs RNA-
Bereiche hohe Trefferzahlen gefunden (Tabelle 3), wobei sSRNA 16S_6 einen besonders groRen Gipfel
vorwies. Die Sonde fir diesen bei der Sequenzierung stark betroffenen 16S rRNA-Bereich zeigte beim
Northern -Blot einige deutliche Banden in der Spur fiir die gesamt RNA (Abb. 22 B, Spur 1). Bei diesen
Signalen handelte es sich wahrscheinlich um die fertig prozessierte 16S rRNA. Es waren vor allem im
oberen Bereich des Gels starke Banden zu erkennen. Hierbei handelte es sich um lange 16S rRNA-
Abschnitte. Die nach Co-IP mit Ago-Antikorper erhaltene RNA Probe wurde ebenso mit dieser Sonde
Uberprift. Sie zeigte mehrere Banden (Abb. 22 B, Spur 2). Besonders auffdllig war das Signal auf
Hohe von ~21 nt. Wie in Spur 1 waren auch in dieser Spur Banden im hoheren Molekularbereich zu
sehen, jedoch war die Intensitat der Signale im Vergleich zur gesamt RNA schwacher. Auch fehlten
hier die Banden im ganz oberen Bereich. Zuséatzlich zu diesen Ergebnissen gab es in Spur 2 der
Abbildung 24 B noch Banden unterhalb bzw. kleiner als 21 nt. Hierbei handelte es sich wohl um
Abbauprodukte der 16S rRNA. Die Spur 3 der Abbildung 22 B diente als Negativkontrolle, da dort die
Immunpréazipitation ohne Antikorper durchgefiihrt wurde. Sie sollte zeigen, ob 16S rRNA mit den
Dynabeads interagierte und somit bei der IP prazipitierte. Dies war nicht der Fall. Auch die
Uberpriifung der anderen fiinf Gipfelbereiche der 16S rRNA, welche nach der Sequenzierung
besonders hohe Trefferzahlen aufwiesen, brachten ein dhnliches Ergebnis wie in Abbildung 22 B
ersichtlich (Daten nicht gezeigt).

Um herauszufinden, ob durch die Co-IP ganze Ribosomenkomplexe erhalten werden oder ob es sich
bei der prazipitierten RNA um reine 16S rRNA handelte, wurden weitere Northern-Blot-Experimente
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mit Sonden gegen 23S rRNA und 5S rRNA durchgefiihrt. In Abbildung 22 C erkannte man Signale,
welche fir eine 23S rRNA Sonde bei der gesamten RNA entstanden (Spur 1). Es war ein deutliches
Signal im oberen Bereich der Membran erkennbar. Hierbei handelte es sich um die Tasche des Gels.
Da die 23S rRNA mit einer Lange von ~2900 nt sehr lang war, konnte sie nicht bzw. nur schwer ins Gel
wandern. Der Grof3teil der 23S rRNA befand sich also vor dem Blotten auf die Membran noch in der
Tasche des Gels. Neben diesem starken Signal war im Gel keine definierte Bande ersichtlich. Es lag
jedoch ein sog. ,Schmier” vor, welcher beim Abbau der RNA entstand. AuRerdem wurde die RNA
Uberprift, welche durch die Co-IP mit Ago-Antikdrpern erhalten wurde (Abb. 22 C, Spur 2). Fir die
23S rRNA gab es fiir diese Sonde kein Signal, was darauf hindeutete, dass keine 23S rRNA durch Co-IP
prazipitierte.

Die Northern-Blot-Experimente mussten neben den DNA-Sonden fir 16S und 23S rRNA auch noch
mit einer Sonde gegen den 5S rRNA-Bereich durchgefiihrt werden. Hier zeigte sich in der Spur mit der
gesamten RNA aus P. furiosus ein klares Signal auf Héhe von ~110 nt (Abb. 22 D, Spur 1). Die 5S rRNA
wanderte im Vergleich zur deutlich groBeren 23S rRNA in Abbildung 22 C ins Gel und konnte daher
mit der entsprechenden Sonde nachgewiesen werden (Abb. 22 D, Spur 1). Spur 2 enthielt erneut die
durch Co-IP erhaltene RNA. Dort waren, wie schon fiir die DNA-Sonde gegen die 23 S rRNA, keine
Signale zu erkennen.

Die Abbildungen 22 C und 22 D zeigten somit, dass durch die Co-IP weder 23S rRNA noch 5S rRNA
prazipitieren. Nur die 16S rRNA konnte mit den entsprechenden Sonden klar nachgewiesen werden
und somit wurden die Ergebnisse der Sequenzierung durch Northern-Blot-Experimente bestatigt. Das
dazugehorige Bandenmuster zeigte zudem, dass im Vergleich zur gesamt RNA ein Abbau der 16S
rRNA stattgefunden hatte. Neben diesen Ergebnissen in Bezug auf die 16S rRNA-Sonden konnten
auch beim Einsatz der DNA-Sonde gegen snoRNA PF027A positive Resultate beobachtet werden. Die
Erkenntnisse der Sequenzierung wurden somit auch im Falle von snoRNA PF027A durch Northern-
Blot-Experimente verifiziert.
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CGGTCGLGGGGGATCGGAA

D) VAAGCCCCCCAGCGAUCCCGGUUGY

ACAACCGGGATCGCTGGGGGGCTTA

Abbildung 22 Northern-Blots mit der
Sonden gegen snoRNA PF_s027A (A), sRNA
16S_6 (B), einen Abschnitt der 23S rRNA (C)
sowie einen Bereich der 5S rRNA (D);
jeweils 20%iges PAA-Gel. A) DNA-Sonde
gegen snoRNA PF_s027A. In Spur 1 wurden
10 pg gesamt RNA aus P. furiosus
aufgetragen. Spur 2 beinhaltete die durch
Co-IP  Experimente mit  Argonaute-
Antikorper erhaltene RNA, Spur 2 zeigte das
Ergebnis der Co-IP ohne Argonaute-
Antikorper. B) DNA-Sonde gegen sRNA
16S_6. In Spur 1 wurden erneut 10 pg
gesamt RNA aus P. furiosus aufgetragen.
Spur 2 zeigte die durch Immunprazipitation
mit Ago-Antikdrpern erhaltene RNA. Spur 3
beinhaltete die RNA, welche bei einer Co-IP
ohne Ago-Antikérper erhalten wurde. C)
DNA-Sonde gegen einen Bereich der 23S
rRNA. Spur 1 zeigte 10 pg gesamt RNA aus
P. furiosus. In Spur zwei war die erhaltene
RNA nach einer IP mit Ago-Antikorper
dargestellt. D) DNA-Sonde gegen einen 5S
rRNA-Abschnitt. In Spur 1 wurden 10 pg
gesamt RNA aus P. furiosus aufgetragen,
Spur 2 enthielt die durch IP-Versuche mit
Ago-Antikorpern gewonnene RNA. E)
Ubersicht iiber die in den Northern-Blots A-
D iberpriften RNAs sowie die dazu
benutzten DNA-Sonden.
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2.10. Interaktionsanalysen des Argonaute-Proteins mit verschiedenen
Nukleinsduren sowie anschlieBende Spaltexperimente

Nachdem die Ergebnisse der Sequenzierung mittels Northern-Blot validiert wurden, stellte sich die
Frage, welche Aufgabe das Argonaute-Protein im Zusammenspiel mit der 16S rRNA aus P. furiosus
Ubernimmt. Um dies herauszufinden mussten die Bindungseigenschaften des Proteins mit
unterschiedlichen Nukleinsduren geklart werden. Hierzu wurden verschiedene RNA-Strange sowie
DNA-Molekile verwendet. Zur Gewinnung der Ribonukleinsduren fir Interaktionsexperimente wurde
wie in Il. 3.10. beschrieben die RNA aus P. furiosus extrahiert, auf
ein mit Formaldehyd fixiertes Agarosegel aufgetragen (Abb. 23) und
entsprechende Banden ausgeschnitten. Nach der Aufreinigung der
Nukleinsduren aus den Gelblécken wurden diese radioaktiv

23S rRNA markiert (Il. 5.10.).

165 rRNA

55 rRNA, tRNA, sRNA,...

Abbildung 23 Formaldehyd fixiertes Agarosegel (1%ig) mit der aus P. furiosus
extrahierten RNA.

So wurde die 16S rRNA gewonnen und anschlieRend auf einem 6%igen, nativem Gel aufgetragen und
analysiert. AuBerdem wurde in einem weiteren Ansatz das Laufverhalten der 16S rRNA in
Anwesenheit des Argonaute-Proteins aus P. furiosus untersucht. Nach dem Gellauf wurde das Gel
getrocknet und zur Belichtung eines Phosphoimager-Screens (Fujifilm, Disseldorf) in eine
Belichtungshille fir mehrere Stunden aufbewahrt. Dieser Screen konnte am nachsten Tag mit Hilfe
eines Phosphoimagers ausgelesen werden.

Die mit [y->*P]-ATP radioaktiv markierte 165 rRNA zeigte im nativen Gel keine definierte Bande (Abb.
24 A, Spur 1). Zu sehen war lediglich ein sogenannter ,Schmier” in der unteren Halfte des Gels. Fligte
man zu diesem aus Bindepuffer und 16S rRNA bestehendem Ansatz das Argonaute-Protein aus P.
furiosus bei, erhielt man ein Bandenmuster wie in Abb. 24 A, Spur 2, ersichtlich. Im oberen Bereich
des Gels konnte man eine starke Bande erkennen. Hierbei kdnnte es sich um das Argonaute-Protein
mit gebundener 16S rRNA handeln (Abb. 24 A, Spur 2, Pfeil). Neben diesem deutlichen Signal waren
weitere schwache Signale (iber die gesamte Spur sichtbar (Abb. 24 A, Spur 2, gepunktete Pfeile). Es
konnte sich hierbei erneut um Ago- 16S rRNA-Komplexe handeln. In Spur 2 konnte, ebenso wie in der
Lane fir die 16S rRNA, ein Protein-,Schmier” am unteren Ende des Gels beobachtet werden. Jedoch
war dessen Intensitdt deutlich schwacher.

Dieses Experiment wurde wiederholt, jedoch mit verdnderter Zusammensetzung des Puffers (Il
17.2.). Der Bindepuffer, welcher in Abb. 24 A verwendet wurde, enthielt 2,5 mM EDTA. Dieser
Bestandteil wurde weggelassen und der Puffer wahlweise mit oder ohne 10mM MgCl, eingesetzt.
Nach einer 5 minitigen Inkubation bei 50° C wurde Stopplosung zugegeben und die Proben auf
einem Gel analysiert. Abbildung 24 B zeigte die 16S rRNA mit dem Argonaute-Protein auf einem
6%igen, nativem Gel. Als Puffer wurde in Spur 1 der Bindepuffer ohne MgCl, eingesetzt. Hier konnte
man schon wie in der vorherigen Abbildung eine starke Bande im oberen Bereich des Gels erkennen.
AulRerdem waren auch hier erneut die schwacheren Signale zu sehen, welche sich liber das gesamte
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Gel hinweg erstreckten. In Spur 2 hingegen wurde dem Bindepuffer 10 mM MgCl, zugesetzt. Hier
konnte, ebenso wie in Spur 1, eine Bande im oberen Gelbereich festgestellt werden. Dieses Signal
war jedoch deutlich schwacher als in der Spur ohne MgCl,. AuRerdem waren im unteren Bereich des
Gels keine klaren Banden zu erkennen.

Diese Beobachtungen fiihrten zu der Annahme, dass in dem Versuchsansatz mit MgCl, ein 16S rRNA-
Abbau stattgefunden haben kdénnte. Das Bandenmuster deutete darauf hin. AuRerdem war bekannt,
dass die Argonaute-Nukleaseaktivitit in anderen Organsimen von der Anwesenheit der Mg*-
Molekilen abhangt. Um niedermolekulare Komplexe, erkennbar als ,Schmier” in Spur 2 der
Abbildung 24 B, genauer analysieren zu kdnnen, wurde ein 12 %iges PAA-Gel gewahlt. Durch dieses
hoher konzentrierte Gel konnte der vorher ersichtliche , Schmier” besser sichtbar gemacht werden
(Abb. 24 C). In den drei Spuren war jeweils die radioaktiv markierte 16S rRNA mit dem Argonaute-
Protein in Gegenwart von Bindepuffer und MgCl, zu sehen. Die Proben wurden bei 50° C inkubiert.
Die Inkubationszeit variierte von einer Minute (Spur 1), liber 5 Minuten(Spur 2) bis hin zu 10 Minuten
(Spur 3). In Spur 1, welche die kiirzeste Inkubationszeit aufwies, wurden vor allem im oberen Bereich
des Gels deutliche Banden sichtbar. Dabei kdnnte es sich um Komplexe handeln, welche sich
zwischen Ago-Protein und 16S rRNA gebildet hatten. In Spur 2 waren diese Banden im oberen
Gelabschnitt ebenso zu erkennen, jedoch in einer deutlich schwacheren Intensitat. Die deutlichsten
und starksten Signale waren hier im mittleren Bereich des Gels zu erkennen. Die Probe mit der
langsten Inkubationszeit von 10 Minuten wurde in Spur 3 dargestellt. Hier waren die Signale im
oberen Bereich des Gels komplett verschwunden. Die starksten Protein-RNA-Komplexe fand man im
unteren Bereich des Gels.

Um herauszufinden, ob es sich bei den gefundenen Ergebnissen tatsachlich um einen spezifischen
RNA-Abbau durch das Argonaute-Protein handelte, oder ob die Probe modglicherweise mit
Ribonukleasen kontaminiert war, wurden weitere Untersuchungen vorgenommen. Hierzu wurde mit
Hilfe der T7 RNA Polymerase eine ~1,4 Kilobasen (kb) lange ssRNA hergestellt. Sie entsprach in etwa
der Lange der 16S rRNA. Mit dieser synthetisch hergestellten Ribonukleinsdure konnte die Spezifitat
des Ago-Proteins in Bezug auf Bindung und Abbau untersucht werden. Der Interaktionsversuch der
1,4 kb langen ssRNA in Spur 1 der Abbildung 24 D zeigte, dass das Ago-Protein aus P. furiosus in der
Lage war, einen Komplex mit der Ribonukleinsdure zu bilden. So konnte man in Spur 1 im oberen
Bereich, wie schon in Abbildung 24 A, eine klare Bande erkennen. Die klar definierten Signale im
mittleren und unteren Bereich fehlten jedoch in Abbildung 26 D. In Spur 2 und 3 waren die Proben
nach Zugabe von MgCl, dargestellt, wobei Spur 2 eine Minute, Spur 3 10 Minuten bei 50° C inkubiert
wurden. Eine Abnahme der Signalintensitat im oberen Gelbereich konnte in beiden Proben im
Vergleich zu Spur 1 jedoch nicht verzeichnet werden. Auch gab es keine signifikanten Unterschiede
zwischen Spur 2 und Spur 3, trotz deutlich langerer Inkubationszeit. Dieses Ergebnis lief darauf
schliellen, dass die Probe keine Verunreinigung in Form einer RNase enthielt. Der Abbau der 16S
rRNA in Abbildung 26 B war somit nicht auf eine unspezifische Ribonuklease zurtickzufiihren sondern
fand spezifisch statt.

Wie in Abbildung 26 C bereits gezeigt, wurde auch fiir die ~1,4 kb lange ssRNA der ,Schmier” zur
Kontrolle auf einem 12%igen Nativgel untersucht. Das 12%ige Gel (Abb. 24 E) ermdglichte es, die in
Abbildung 24 D erhaltenen Signale deutlicher darzustellen. Ein méglicher RNA-Abbau kdnnte auf
diesem hoher verdichteten Gel klarer veranschaulicht werden. Spur 1, welche die ssRNA (1,4 kb), das
Argonaute-Protein sowie den Bindepuffer mit MgCl, zeigte, offenbarte vor allem im oberen Bereich
des Gels starke Signale, wobei klare Banden nur schwer zu erkennen waren. Im unteren Gelbereich
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waren kaum deutliche Banden zu erkennen. Spur 1 zeigte das Ergebnis nach einer Inkubationszeit
von einer Minute bei einer Temperatur von 50° C. In Spur zwei wurde dieselbe Probe aufgetragen,
jedoch stieg die Inkubationszeit hier auf 20 Minuten bei 50° C. Trotz dieser Veranderung konnte man
im Vergleich beider Proben keine klaren Unterschiede erkennen. Auch in Spur 2 waren vor allem im
oberen Bereich starke Signale zu erkennen, wahrend im unteren Gelbereich kaum Signale
wahrzunehmen waren. Im Gegensatz zum beobachteten 16S rRNA-Abbau (Abbildung 24 C) lagen
keine Anzeichen vor, dass die ssRNA vom Argonaute-Protein abgebaut wurde. Auch zeigten diese
Ergebnisse, dass keine Ribonukleasen in der Probe enthalten waren, denn dies hatte einen
deutlichen Abbau der radioaktiv markierten RNA zur Folge gehabt.

Neben der ~1400 Nukleotide langen RNA wurde auch eine gleichlange DNA den Interaktions- und
Schneideexperimenten unterzogen. Die DNA wurde durch den Verdau eines Vektors erhalten. Der
verdaute Vektor wurde anschlieRend auf einem Agarosegel analysiert und die passende Bande
ausgeschnitten. Nach der Aufreinigung der ~1,4 kbp langen DNA aus dem Gelblock konnte diese
radioaktiv markiert und den Interaktions- und Schneideexperimenten zugefiihrt werden. Zwischen
der radioaktiv markierten DNA und dem Ago-Protein aus Pyrococcus furiosus fand keine Interaktion
statt (Abb. 24 F). Spur 1 zeigte die Nukleinsdure ohne das Argonaute-Protein. Die DNA wanderte ins
Gel und zeigte im oberen Bereich des Gels eine klare Bande. Spur zwei enthielt neben dem DNA-
Molekiil zusatzlich das Argonaute-Protein. Es war in dieser Spur kein Shift zu erkennen, so dass sich
die Bande auf dhnlicher Hohe wie in Spur 1 befand. Die DNA hatte somit nicht mit dem Ago-Protein
interagiert. In den Spuren 3 und 4 wurde MgCl, beigefiigt, um eine mogliche Argonaute-Aktivitat zu
erhohen bzw. zu gewahrleisten. Beide Proben wurden bei 50° C inkubiert. Die Inkubationszeit betrug
fir die Probe in Spur 3 eine Minute, Spur 4 wurde fiir 10 Minuten inkubiert. In beiden Spuren war
keine Veranderung im Vergleich zu den Ergebnissen der Spuren 1 und 2 zu erkennen. Auch hier gab
es eine klare, definierte Bande im oberen Bereich des Gels. Die langere Inkubationszeit in Spur 4
hatte keinen Einfluss auf dieses Ergebnis.

Die Bindeversuche des Argonaute-Proteins aus P. furiosus mit verschiedenen Nukleinsduren zeigten,
dass das Ago-Protein sowohl 16S rRNA, als auch eine gleich lange ssRNA zu binden in der Lage war.
Ein dhnlich langes DNA-Molekiil konnte jedoch nicht mit dem Ago-Protein interagieren. Durch die
Zugabe von MgCl, wurde zudem die Nukleaseaktivitdt des Proteins aktiviert und ein Abbau der
radioaktiv markierten 16S rRNA fand statt. Dieser Abbau war im Falle der ssRNA sowie der DNA nicht
zu erkennen.
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Abbildung 24 Interaktionsanalysen des Argonaute-Proteins mit verschiedenen Nukleinsduren sowie Spaltexperimente.
Spannung 250 V, 1 h A) Radioaktiv markierte 16S rRNA ohne (Spur 1) und mit Argonaute-Protein (Spur 2) analysiert auf
einem 6%igen PAA-Gel. In Spur 1 war die freie, ungebundene 16S rRNA erkennbar. Spur 2 mit Ago-16S rRNA-Komplex
(durchgezogener Pfeil) sowie méglichen Ago-16S rRNA-Intermediaten (gepunktete Pfeile). B) Radioaktiv markierte 16S rRNA
mit Argonaute-Protein analysiert auf einem 6%igen, nativen PAA-Gel; Puffer ohne (Spur 1) bzw. mit (Spur 2) 10 mM MgCl,.
Ago-16S rRNA-Komplexe in den beiden Spuren im oberen Bereich des Gels erkennbar. Mogliche Abbauprodukte im unteren
Gelbereich der Spur 2 zu finden. C) Radioaktiv markierte 16S rRNA mit Argonaute-Protein, Bindepuffer und MgCl,.
Analysiert auf einem 12%igen, nativen Gel. Inkubationszeit der Proben bei 50° C variierte von einer Minute (Spur 1) bis zu 10
Minuten (Spur 3). D) Radioaktiv markierte, 1,4 kb lange ssRNA mit Argonaute-Protein analysiert auf einem 6%igen nativen
Gel. Spur 1 enthielt den Bindepuffer ohne MgCl,, die Spuren 2 und 3 waren mit MgCl, versetzt. Inkubationszeit bei 50° C
variiert von einer Minute (Spur 2) bis zu 10 Minuten (Spur 3). E) Radioaktiv markierte ssRNA (~1,4 kb) mit Argonaute-
Protein, Bindepuffer und MgCl,. Analysiert auf einem 12%igen, nativen Gel. Inkubationszeit der Proben bei 50° C variierte
von einer Minute (Spur 1) bis 20 Minuten (Spur 2). F) Radioaktiv markierte DNA (~1,4 kbp), Argonaute-Protein, Bindepuffer
ohne und mit MgCl,. Analysiert auf einem 6%igen, nativen Gel. Inkubationszeit der Proben bei 50° C variierte von einer
Minute (Spur 3) bis 10 Minuten (Spur 4). Freie DNA wurde mit Pfeil gekennzeichnet.

2.11. Suche nach moglichen guide RNAs fiir die abgebaute target RNA (16S
rRNA) in den Sequenzierungsergebnissen

Da die 16S rRNA in den Schneideversuchen als target RNA fungierte, war die Frage der guide RNA
unbeantwortet. Ein Blick auf die Sequenzierungsergebnisse bzw. die mit dem Ago-Protein
prazipitierten kurzen RNAs sollte dieses Ratsel 16sen. Dabei wurden die sechs Sequenzen innerhalb
der 16S rRNA, welche bei der Sequenzierung besonders hohe Trefferzahlen generierten (Tabelle 3)
einer genaueren Analyse unterzogen. Durch die Ergebnisse auf dem Forschungsgebiet der miRNA
und deren seed sequence konnten die sechs Gipfelsequenzen innerhalb der 16S rRNA auf ihre guide-
Fahigkeit Uberprift werden. Die Nukleotide 2 — 8 am 5’-Ende dieser Sequenzen waren in diesem
Zusammenhang von besonderer Bedeutung. Sie reprdsentierten die seed sequence und spielten bei
der Interaktion mit der target RNA (in diesem Falle der 16S rRNA) eine entscheidende Rolle.

A) B)
seed sequence seed sequence
f ) i
CUAAUCGGGGUCAAAGG 165 rRNA (3'->57) NUIGGGCCCAUAGAUUAG 165 rRNA (3°->5)
uau
g - qquccqacuaaqccauqc sRNA 165_1 (5'->3) ggcaaggccgguggce SRNA 165_2 (5'->3")
o) D)
seed sequence seed sequence
l'_l—1
C C@CGGGGGA}-\CUGAGCG 16S rRNA (3'->5") mﬂUMGCGGCGC 165 rRNA (3'->5")
aaJggal
a - uggcgggggagcacu sRNA 165_3 (5'->3") a gagcgugeggu SRNA 165_4 (5'->3")
E) F)
seed sequence seed sequence
r_J_ L
CCACACACGUUCC 165 rRNA (3'->5") UMCGAGCGGGCUG 165 rRNA (3'->5")
Ajugggcg C o
""L' qqacaaugqqac sRNA 165_5 (5'->3") a cgcgggcugc sRNA 165_6 (5->3')

Abbildung 25 Ubereinstimmende Bereiche der seed sequence der sechs 165 rRNA-Sequenzierungsgipfel sRNA 16S_1 —
SRNA 16S_6 (A -F) mit der 16S rRNA aus P. furiosus. Die Sequenzen wurden in 5°->3"-Richtung, die passende 16S rRNA in
3’->5'-Richtung dargestelit. Rote Bereiche zeigten im Bereich der seed sequence perfekte Komplementaritat, blaue GU-
wobble und griine keine Ubereinstimmung.



Ergebnisse 83

Die sechs Sequenzen, welche nach der Sequenzierung im Bereich der 16S rRNA eindeutige Gipfel
ergaben, zeigten beim Vergleich ihrer seed sequence mit der Sequenz der 16S rRNA klare Treffer
(Abb. 25 A-F). Dabei offenbarte die Sequenz sRNA 16S_1 eine perfekte Komplementaritdt zwischen
seed sequence (Nukleotide 2 — 8 am 5°-Ende) und einem Abschnitt innerhalb der 16S rRNA (Abb. 25
A). Die restlichen fiinf Sequenzen ergaben ebenso passende Bereiche inmitten der 16S rRNA, jedoch
waren dort vereinzelt GU-wobble (Abb. 25 B—F, blaue Bereiche)oder aber keine Ubereinstimmungen
vorzufinden (Abb. 25 C, griiner Bereich). Trotzdem zeigten diese Analysen, dass zwischen der seed
sequence der bei der Sequenzierung gefundenen sechs sRNAs (sRNA 16S_1 — sRNA 16S_6) und der
16S rRNA aus P. furiosus deutliche Ubereinstimmungen bestanden. Diese Ergebnisse schlugen eine
Briicke zwischen den Sequenzierungsergebnissen und den Resultaten der Spaltexperimente mit 16S
rRNA.

2.12. Bindungsstellen der seed sequence an der 16S rRNA

Um weitere Erkenntnisse in Bezug auf die seed sequence und ihre Interaktion mit der 16S rRNA zu
gewinnen, wurden die Bindestellen der guide RNA an die 16S rRNA analysiert. Die in Abbildung 25
gefundenen Sequenzabschnitte innerhalb der 16S rRNA (Tabelle 4) wurden anschlieRend auf ihre
Position innerhalb der Sekundarstruktur untersucht.

Die ca. 1400 Nukleotide lange 16S ribosomale RNA zeigte eine ausgepragte Sekundarstruktur (Abb.
26). Neben langen Doppelstrangen durch Watson-Crick-Basenpaarungen waren auch verschiedene
Schleifen, sog. loops, zu erkennen. Die sechs Interaktionsstellen der seed sequence (Tabelle 4) an der
16S rRNA wurden vergroBert dargestellt. Alle sechs Bindungsstellen zeigten eine Gemeinsamkeit. Sie
lagen nicht im Bereich langer Doppelstrangabschnitte, sondern hauptsachlich in Gebieten mit /oops
(Abb. 28, rote Abschnitte). Diese loops zeichnen sich durch ihre leichte Zugdnglichkeit fur
Interaktionen mit anderen Proteinen, Nukleinsduren etc. aus. Eine Interaktion mit dem Ago-Protein
ware an diesen Stellen somit sehr wahrscheinlich.

Tabelle 4 Zuordnung der seed sequence der einzelnen Sequenzen sRNA 16S_1 — sRNA 16S_6 zu den jeweils passenden
Abschnitten im 16S rRNA Bereich.

Bereich innerhalb der 16S rRNA, an welchem die

Sequenz seed sequence bindet
sRNA 16S_1 137000 - 137006
SRNA 16S_2 137685 -137691
sRNA 16S_3 136997 — 137003
sRNA 16S_4 138269 — 138275
sRNA 16S_5 138291 — 138297

SRNA 165_6 137727 - 137733
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Abbildung 26 Sekundarstruktur der 16S rRNA. Rot unterlegte Sequenzabschnitte in den vergroBerten Bereichen

entsprachen den moglichen Interaktionsstellen der seed sequences mit der 16S rRNA. (www.rna.icmb.utexas.edu, leicht
abgedndert).

2.13. Konstruktion der P. furiosus Argonaute-Deletionsmutante APF0537::Tk-
SimR

Durch Experimente des Ago-Proteins mit 16S rRNA konnte die Nukleaseaktivitdt des Proteins
nachgewiesen werden (Abb. 24). Diese Tatsache ldsst auf eine essentielle Funktion des Proteins
schlieBen. Um diesen Ansatz zu untermauern wurde das Argonaute-Protein in P. furiosus
ausgeknockt und die Auswirkungen dieser MaBnahme auf den Organismus analysiert. Flr die
Erzeugung des Stammes P. furiosus APF0537 wurde das Ziel-Gen PF0537, welches fiir das Argonaute-
Protein kodiert, durch den Simvastatin Selektionsmarker (TK0149) ersetzt (Abb. 27). Die durch diesen

Austausch erlangte Resistenz gegen das Antibiotikum Simvastatin erlaubt eine anschlieRende
Selektion.
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pUC19-APF0537::Tk-SimR

EcoRV EcoRV

gDNA— //—gDNA

aDNA—/—— (0eee> [Tk SR> BEOSSHI»—//—goNA

Abbildung 27 Schematische Darstellung der erfolgten Rekombination in den gDNA-Abschnitt am Genlocus PF0537.
Gezeigt wurde der gDNA-Bereich des P. furiosus Wildtypstamms, sowie der Argonaute-Deletionsstamm nach
erfolgreicher Rekombination

2.13.1. Herstellung der APF0537::Tk-SimR - Kassette

Um die homologe Rekombination des DNA-Konstrukts mit der gDNA in P. furiosus zu ermdglichen,
musste die Simvastatin-Resistenzkassette Tk-SimR mit flankierenden Regionen des Pf-Argonaute-
Proteins (PF0537) fusioniert werden (Abb. 27). Die verwendeten Regionen waren ca. 600 (PFO537 do)
bzw. ca. 700 bp (PFO537 up) lang.

Die drei zu fusionierenden Fragmente wurden wie unter Il. 18.1. beschrieben mittels PCR hergestellt.
In Abbildung 28 A war zu erkennen, dass sowohl das DNA-Fragment PFO537_do (~600 bp, Spur 2) als
auch das Konstrukt PFO537_up (~700 bp, Spur 3) mittels PCR hergestellt werden konnten. Beide DNA-
Sequenzen hatten die erwartete Lange. Selbiges galt fiir die Tk SimR-Kassette, welche mit ~1600 bp
im Agarosegel ein zufriedenstellendes Ergebnis lieferte (Abb. 28 B, Spur 2). Die Banden wurden
ausgeschnitten und mit Hilfe des QlAquick Gel Extraction Kit (Quiagen, Hilden) aufgereinigt. Durch
Fusions-PCR konnten die einzelnen Fragmente zusammengefligt und anschliefend auf einem
Agarosegel analysiert werden. Den Anfang machte die Fusion der Resistenzkassette Tk SimR mit
PF0537_do zum Fusionsprodukt 1 mit einer Ldnge von ~2200 bp (Abb. 28 C, Spur 2). Die obere, dicke
Bande entsprach hierbei dem Fusionsprodukt 1, wahrend die anderen Signale auf Nebenprodukte
der PCR zuriickzufiihren waren.

AnschlieBend erfolgte die Fusion des Fusionsprodukt 1 mit PFO537_up zur APF0537::Tk-SimR —
Kassette. In Abbildung 28 D war in Spur 2 auf H6he von ~2900 bp dieses Produkt zu erkennen. Auch
in diesem Ansatz waren erneut Nebenprodukte zu sehen, welche jedoch keinen Einfluss auf die
weitere Vorgehensweise hatten. Die APF0537::Tk-SimR — Kassette war somit komplett und konnte
zur Vervielfaltigung in einen Vektor kloniert werden. Vorher musste sie jedoch aus dem Gel
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ausgeschnitten und mittels QlAquick Gel Extraction Kit (Quiagen, Hilden) aufgereinigt werden.
AnschlieBend erfolgte eine photometrische Bestimmung der Nukleinsdurekonzentration.

A) B)

2000 bp|
1000 bp
1500 bp|

700 bp 1200 bp|
600 bp 1000 bp
500 bp

Q) D)

3000 bp) 3000 bp

2000 bp

1500 bp|

1200 bp|
1000 bp|

2000 bp

1000 bp

500 bp

Abbildung 28 Agarosegel-Elektrophorese der DNA-Fragmente, welche durch PCR bzw. Fusions-PCR hergestellt wurden;
1%iges Agarosegel, 100 bp DNA ladder jeweils ins Spur 1. A) PF0537_do (~600 bp, Spur 2) und PF0537_up (~700 bp, Spur
3) nach PCR. B) Fragment TK_SimR nach PCR (~1600 bp, Spur 2). C) Fusionsprodukt 1 (~2200 bp, Spur 2) nach Fusions-
PCR der Fragmente Tk SimR mit PF0537_do. D) APF0537::Tk-SimR — Kassette nach Fusion von Fusionsprodukt 1 mit
PF0537_up (~2900 bp, Spur 2).
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2.13.2. Herstellung von pUC19-APF0537::Tk-SimR

Flr eine erfolgreiche Transformation war die Menge an APF0537::Tk-SimR — Kassette jedoch noch zu
wenig. Daher musste das klonierte DNA-Stlick vervielfaltigt werden. Als Vektor fiir die identische
Vervielfaltigung der APFO537::Tk-SimR — Kassette diente pUC19. Nach der Hydrolyse des Vektors und
der konstruierten Kassette sowie deren Ligation (ll. 18.1.) konnte das gesamte Konstrukt in DH5a-
Zellen transformiert werden. Nach der Transformation und Blau-Wei3-Selektion wurden 5 weiRe
Kolonien durch Kolonie-PCR auf Aufnahme des Plasmids pUC19-APF0537::Tk-SimR liberprift (Abb. 29
A). Klon 3 (Spur 4) und Klon 4 (Spur 5) zeigten das erwartete PCR-Signal auf Hohe von ~2900 bp,
wohingegen Klon 1, 2 und 5 kein positives Ergebnis lieferten.

Nach der Kolonie-PCR wurden die Kolonien der positiven Klone 3 und 4 in 5 ml LBany,-Flissigmedium
angeimpft. Nach 15 h Inkubation bei 37 °C erfolgte eine Plasmidpraparation. Das Plasmid pUC19-
APF0537::Tk-SimR wurde anschlieend einer Restriktionshydrolyse unterzogen. Dadurch konnte
festgestellt werden, ob die Fusions-PCR sowie die Ligation und Transformation gut funktioniert
hatten. Als Restriktionsenzym wurde Sall und Pvull gewahlt. Sall schnitt das konstruierte Plasmid an
einer Stelle, wodurch dies linearisierte (~5600 bp). Pvull hingegen schnitt das Plasmid doppelt und
ergab dadurch bei positiv verlaufener Ligation zwei unterschiedlich groBe DNA-Fragmente (~3200 bp
und ~2400 bp).

Der Restriktionsverdau verlief positiv (Abb. 29 B). Beide Klone lieferten sowohl den passenden,
linearisierten Vektor (Spur 2 bzw. 4) als auch die zu erwarteten Teilstlicke nach Hydrolyse mit Pvull
(Spur 3 bzw. 5). Zur weiteren Uberpriifung wurden die Sequenzen der beiden isolierten Plasmide
analysiert. Diese Uberpriifung bestitigte den korrekten Einbau des Inserts. Eine Sicherungskultur
dieses Klons und der Plasmidpraparation ist unter dem Namen pMUR315 — 80°C hinterlegt.
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Abbildung 29 Agarosegele mit den Produkten der Kolonie PCR sowie eines Restriktionsverdaus. A) Die Klone 3 (Spur 4)
und 4 (Spur 5) zeigten ein passendes PCR-Produkt (~2900 bp), wohingegen die Klone 1 (Spur 2), 2 (Spur 3) und 5 (Spur 6)
kein positives Ergebnis aufwiesen. Standard 100 bp ladder plus in Spur 1 B). Restriktionsverdau der Klone 3 (Spur 2 + 3)
und 4 (Spur 4 + 5) mit den Enzymen Sall bzw. Pvull. Als Standards wurden 100bp DNA ladder plus (Spur 1) sowie 1 kb
DNA ladder benutzt (Spur 6).



88 Ergebnisse

2.13.3. Transformation und Selektion in P. furiosus

Vor der Transformation in Pyrococcus furiosus wurde das Plasmid pUC19-APF0537::Tk-SimR der
Klone 3 und 4 einer Restriktionsanalyse mit dem Restriktionsenzym EcoRV unterzogen. Dadurch
erhielt man das lineare DNA-Konstrukt, welches fiir die homologe Rekombination essentiell war. Um
sicher zu gehen, dass die Hydrolyse vollstandig war, wurde ein Teil des Restriktionsansatzes auf
einem horizontalen Agarosegel analysiert. Da eine Spaltung mit EcoRV alleine zwei dhnlich grol3e
DNA-Fragmente (DNA-Konstrukt und Rest vom Vektor) lieferte, wurde zuséatzlich noch mit Apall
hydrolysiert. Apall schnitt den Vektor an drei Stellen, wodurch kleine DNA-Fragmente mit ~1250
bp, ~750 bp, ~500 bp sowie ~250 bp entstanden. Das DNA-Konstrukt war somit leicht von den Resten
des Vektors zu unterscheiden. Wie in Abbildung 30 A zu erkennen, hatte die Hydrolyse bei Klon 3
sowie Klon 4 funktioniert. Neben der starken Bande auf Hohe von ~2,9 kbp (DNA-Konstrukt) wurden
weitere Banden gefunden, welche dem hydrolysierten pUC19 Vektor entsprachen (Spur 2 + 3).

Die Transformation wurde wie unter Il. 3.8. beschrieben, durchgefiihrt. Als Positivkontrolle diente
der Vektor pMUR93. Dieser wurde von Robert Reichelt zur Verfligung gestellt. Die Negativkontrolle
stellten P. furiosus Wildtypzellen dar, welche bei der Transformation im Trafoansatz keine DNA und
somit auch keine Simvastatin-Resistenzkassette erhielten. Nach 48 h Inkubation in den
Serumflaschchen waren nur in der Positivkontrolle mit dem Vektor pMUR93 Zellen zu finden. Die
Zelldichte betrug 1 x 10® Zellen/ml. In den Serumflaschchen mit den Trafoansitzen Klon 3 und Klon 4
zum Knock-out des Argonaute-Proteins waren unter dem Mikroskop keine Zellen zu erkennen.
Selbiges galt fiir die Negativkontrolle mit den P. furiosus Wildtypzellen.

Es wurde jeweils 2 ml Flissigkultur abgenommen, abzentrifugiert und in 100 pl %4 SME Medium (mit
Starke, Pepton und Hefeextrakt) aufgenommen. Die Ansatze Klon 3, Klon 4 sowie die
Negativkontrolle wurden unverdiinnt auf Gelrite-Platten ausplattiert, welche vorher eine Behandlung
mit Simvastatin erfuhren. Die Positivkontrolle musste aufgrund der starken Zelldichte 1:10000
verdlinnt und anschlieRend ausplattiert werden. Nach 48 h Inkubation bei 85 °C im Anaerobentopf
(Eigenbau der Werkstatt) konnten nur auf den Platten mit dem pMUR93-Vektor Kolonien gefunden
werden ( ~100 Stiick). Auf den anderen Gelrite-Platten waren keine Kolonien gewachsen.

Um zu Gberprifen, ob die Knock-out-Mutation der Positivkontrolle funktioniert hatte, wurden zwei
Kolonien von den Gelrite-Platten in 25 ml Flussigkultur (+Simvastatin) angeimpft und iber Nacht bei
85 °C inkubiert. Die DNA wurde mittels Schnelltest (ll. 3.9.3.) isoliert und eine anschlieRende PCR mit
den Primern TFENups-93F sowie TFENDownR durchgefiihrt (erhalten von Robert Reichelt).
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Abbildung 30 Restriktionshydrolyse des Vektors pUC19-APF0537::Tk-SimR sowie Uberpriifung des PCR-Produktes nach
der Trafo. A) Restriktionshydrolyse des Vektors pUC19-APF0537::Tk-SimR mit den Restriktionsenzymen EcoRV und
Apall. Vektor aus Klon 3 (Spur 2) sowie aus Klon 4 (Spur 3)wurden hydrolysiert. Standard 100 bp DNA ladder plus in
Spur 1. B) Agarosegel des PCR-Produkts nach der Isolierung der DNA aus den Knock-out Kolonien 1 (Spur 2) und 2 (Spur
3). Signal auf Hohe von ~3500 bp erwartet. In Spur 1 befand sich der 1 kb DNA Ladder Standard.

Das Ergebnis der PCR wurde auf einem Agarosegel analysiert (Abb. 30 B). In den Spuren der beiden
von den Gelrite Platten isolierten Kolonien war auf Hohe von ~3500 bp ein Signal zu erkennen (Spur 2
und 3). Hierbei handelte es sich um das PCR-Produkt, welches nach erfolgreicher Transformation und
homologer Rekombination des Inserts aus pMUR93 in den P. furiosus-Zellen nachzuweisen war. Das
Ergebnis zeigte also, dass der Knock-out der Positivkontrolle funktioniert hatte und die Simvastatin-
Resistenzkassette erfolgreich in das Genom integriert wurde.

Zur Verifizierung dieses Ergebnisses musste erneut eine Transformation durchgefiihrt werden. Hierzu
wurden leichte Verdnderungen im Versuchsablauf vorgenommen. Der Transformationsansatz,
welcher bisher in 25 ml Flussigkultur im Serumflaschchen inkubiert wurde, kam nach dem
Hitzeschock und dem zehnminitigen Inkubationsschritt bei 4 °C unverdiinnt auf die mit Simvastatin
vorbehandelten Gelrite-Platten. Die Inkubation im Flissigmedium wurde Ubersprungen. Erneut
wurden nur auf der Platte mit dem Insert des pMUR93-Vektors Kolonien ( ~50 Stiick) gefunden.
Dieses Ergebnis zeigte, dass das Versuchsprotokoll keine Fehler aufwies. Die Gelrite-Platten mit dem
Argonaute-Knock-out-Ansatz konnten jedoch keine Kolonien vorweisen. Es bestatigte sich das
Ergebnis der ersten Transformation. Der Knock-out des Ago-Proteins in P. furiosus war letal fir den
Organismus. Diese Erkenntnis unterstrich die wichtige Funktion des archaeellen Argonaute-Proteins.
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IV.Diskussion

Kleine, nicht kodierende RNAs sind in allen drei Domé&nen es Lebens zu finden (Eddy, 2001; Mattick,
2001; Huttenhofer et al., 2002), jedoch ist im Reich der Archaea (ber diese besondere Art von RNA
noch relativ wenig bekannt. Die ersten Versuche, small RNAs in Archaeen zu entdecken, fanden
durch computergestiitzte Vorhersagen statt. Dazu wurde das Genom von M. jannaschii sowie P.
furiosus bioinformatisch untersucht (Klein et al., 2002; Schattner 2002). In den folgenden Jahren
wurden durch computergestiitzte Untersuchungen zusatzlich zu diesen beiden Organismen auch in
anderen Archaeen sRNAs gefunden (Schattner, 2002; Babski et al, 2011). Neben diesen
bioinformatischen Ansdtzen konnten zuséatzlich dazu mit Hilfe von Co-Immunprazipitationen und
dem Anlegen von cDNA-Librarys (inkl. deren Sequenzierung) viele neue small RNAs entdeckt werden
(Zago et al., 2005; Fischer et al., 2010; Heyer et al., 2012). Aufgrund der Ergebnisse von Knock-out-
Untersuchungen fiir einige gefundene sRNAs wird vermutet, dass diese fiir die Regulation des
Stoffwechsels in Archaeen verantwortlich sein konnten (Straub et al.,, 2009; Jager et al., 2012).
AulRerdem wurden in ~90 % aller Archaeen Abschnitte im Genom gefunden, welche fir clustered
regularly interspaced short palindromic repeats, kurz CRISPR, kodieren (Jansen et al., 2002; Grissa et
al., 2007). In der Domane der bacteria sind diese kurzen RNAs fiir die Resistenz gegen das Eindringen
von fremdem Erbgut durch Viren oder Plasmide verantwortlich. Die Aufgabe in Archaeen ist jedoch
unbekannt.

1. Charakterisierung des oligomeren LSm-Proteinkomplexes

Zu Beginn dieser Arbeit war Uber die oligomere Struktur des LSm-Proteins in Archaeen wenig
bekannt. Lediglich Kristallstrukturuntersuchungen des Proteins aus Pyrobaculum aerophilum lagen
vor und gaben Hinweise darauf, dass sich das archaeelle LSm-Protein zu heptameren Komplexen
zusammenflgt (Achsel et al.,, 2001; Mura et al., 2001; Toro et al., 2001). Ein weiterer Vertreter aus
der Domane der Archaeen, Archaeoglobus fulgidus, ist in der Lage einen hexameren (Tor6 et al.,
2002) oder heptameren (Achsel et al., 2001) Komplex zu formen. Zudem wurde gezeigt, dass das
LSm3-Protein der Crenarchaeota in Lage ist, Komplexe aus 14 monomeren Proteinen zu bilden (Mura
et al, 2003 b). Um die Zusammensetzung des oligomeren Komplexes in Archaeen weiter zu
entschlisseln, wurden Untersuchungen am LSm-Protein aus P. furiosus durchgefihrt. Dazu wurde
das Protein, welches bereits wahrend der Diplomarbeit in einen Expressionsvektor kloniert wurde, in
E. coli-Zellen transformiert und exprimiert. Das Protein erfuhr aufgrund des kiinstlich eingefligten
His-Tags eine Aufreinigung mittels Ni-NTA-Sdule sowie eine anschlieBende chromatographische
Auftrennung an der HiLoad 16/60 Superdex 200 pg Siule. Die Superdex Sdulen kénnen neben der
Aufreinigung von Proteinproben auch zu analytischen Gelfiltrationen eingesetzt werden. Diese ergab
fir den oligomeren Komplex ein Molekulargewicht von 74 kDa, was sieben LSm-Proteinmonomeren
(10,7 kDa) entsprach. Das LSm-Protein aus P. furiosus bildet somit einen homoheptameren
Proteinkomplex. Bestatigt werden konnte dies durch kirzlich verdffentlichte Ergebnisse. Im
halophilen Archaeum Haloferax volcanii wurde durch spezielle massenspektrometrische Methoden
(LILBID = Laser-induced Luquid Bead lon Desorption-MS) ebenfalls ein heptamerer Komplex
nachgewiesen (Fischer et al., 2010). In Haloferax volcanii liegt ebenso wie in Pyrococcus furiosus nur
ein LSm-Protein vor. Archaeen mit einem Vertreter der LSm-Proteinfamilie zeigten somit
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hauptsachlich Komplexe aus 7 Monomeren. Einige wenige konnen auch Komplexe aus 14
monomeren Proteinen bilden (Mura et al., 2003 a). Dies konnte im Fall von P. furiosus jedoch nicht
nachgewiesen werden. Hier lag das LSm-Protein nur als Homoheptamer vor.

2. Klonierung und Expression des Argonaute-Proteins in P. furiosus

Neben dem LSm-Protein konnte man in P. furiosus noch weitere interessante Proteine finden, welche
zur Interaktion mit Nukleinsduren in der Lage waren. Eines dieser Proteine war das Argonaute-
Protein, dessen Funktion in Archaeen noch nicht geklart werden konnte. Den ersten Schritt zur
Entschllisselung seiner Funktion stellte die Aufreinigung des Proteins dar. Aufgrund des kirzlich
publizierten genetischen Systems fir P. furiosus (Waege et al., 2010) konnte mit Hilfe des
Shuttlevektors pYS3 das Ago-Protein in P. furiosus exprimiert werden. Der ~2500 bp lange, fiir das
Ago-Protein kodierende Genabschnitt (mit Terminator) wurde zur Erhéhung der Proteinausbeute mit
einem starken Promotor versehen. Dazu wahlte ich den Fruktose-1,6-Bisphosphatase-Promotor,
welcher durch die Zugabe von Pyruvat im Medium sehr stark abgelesen wurde. Die beiden
Sequenzabschnitte wurden mittels Fusion-PCR zusammengefiigt, in den Vektor pYS3 kloniert und in
E. coli-Zellen transformiert um die Menge an Vektor zu erhohen. Positive Klone wurden einer
Plasmidprdparation mit dem QlAprep Spin Miniprep Kit unterzogen und die erhaltenen Vektoren
mittels Sequenzanalyse Uberprift. Da diese Analyse die passenden Ergebnisse lieferte, konnte der
Vektor in P. furiosus-Zellen transformiert und in einem 100 Liter Fermenter mit Pyruvat geziichtet
werden. Die erhaltenen Zellen wurden geerntet, aufgeschlossen und nach einer Aufreinigung mittels
Ni-NTA-Saule auf einem SDS-Gel Uberprift. Die Fraktion enthielt mehrere Banden, wobei eine Bande
auf Hohe von ~95 kDa aufgrund ihrer Intensitdt deutlich herausstach. Dies passte zu der fir
Argonaute-Proteine vorhergesagten Grofle von ~100 kDa (Cerutti et al., 2000). Da neben diesem
Signal noch weitere Banden zu erkennen waren, wurde ein weiterer Aufreinigungsschritt
durchgefiihrt. Dazu gehérte eine Gelfiltration durch eine HiLoad 16/60 Superdex 200 pg Saule sowie
die anschlieRende Kontrolle auf einem SDS-Gel. Dabei zeigte die aufgereinigte Fraktion nach der
Auftrennung der Molekiile nach GréRRe erneut ein sehr starkes Signal im Bereich von etwa 100 kDa.
Es handelte sich wohl hierbei wohl um das Ago-Protein. Zudem waren auf Hohe von ~45 kDa
sowie ~30 kDa noch leichte Proteinsignale zu erkennen. Verglich man die Intensitat dieser beiden
Signale mit denen nach der Ni-NTA-Saule, so erkannte man, dass die weitere Aufreinigung des Ago-
Proteins durch die Gelfiltration sehr gut funktioniert hatte. Das Protein lag somit in einer Form vor,
welche weiterfilhrende Experimente erlaubten. Eines dieser Experimente war die Entschlisselung
von Proteinen, welche mit dem Argonaute-Protein aus P. furiosus interagierten.
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3. Entschliisselung moglicher Interaktionspartner durch Saccharose-
Dichtegradienten

Das in P. furiosus exprimierte und Gber Ni-NTA sowie Gelfiltration aufgereinigte Ago-Protein wurde
auf mogliche Interaktionspartner untersucht. Im Hinblick auf Interaktionen mit Argonaute wurde die
GW182-Proteinfamilie bisher am besten analysiert. Sie ist in Verbindung mit Ago bei der
posttranskriptionellen Genexpressionsregulation von zentraler Bedeutung und besitzt am N-
Terminus mehrere Glycin-Tryptophan-(GW/WG-)Sequenzwiederholungen, den sogenannten Ago-
hook (engl. fir Ago-Haken). Dieser ermdglicht ihnen die Interaktion mit der PIWI-Domane des
Argonaute-Proteins (Till et al., 2007; Eulalio et al., 2009 b). Die Suche nach méglichen archaeellen
Interaktionspartnern des Ago Proteins erfolgte (iber einen Saccharose-Dichtegradient. Das zuvor in P.
furiosus exprimierte aufgereinigte Ago-Protein wurde durch einen linearen 15-55% Saccharose-
gradienten analysiert. Nach der Ultrazentrifugation wurden die einzelnen Fraktionen gesammelt und
auf einem SDS-Gel analysiert, welches zusatzlich noch eine Silberfarbung erfuhr. Man konnte in den
Fraktionen 6 — 10 erneut die bereits bekannte Bande auf Hohe von ~95 kDa erkennen, welche das
Argonaute-Protein reprasentierte (lll. Abb. 13). AuRerdem war in den Fraktionen 6 — 9 ein Signal bei
etwa 45kDa ersichtlich. Auffallig war zudem, dass das Intensitatsmaximum beider Banden jeweils in
den Fraktionen 7 und 8 lag und die Starke der Banden in friiheren bzw. spateren Fraktionen abnahm.
Dies sprach eindeutig fiir eine Interaktion beider Proteine. Die in den Saccharose-Dichtegradienten
eingesetzte Probe zeigte neben dem starken Signal des Ago-Proteins auf Hohe von ~45 kDa sowie ~30
kDa noch leichte Proteinsignale (lll. Abb. 12). Nach dem Dichtegradienten war das Signal bei ~30 kDa
verschwunden und spielte als Interaktionspartner daher wohl keine Rolle. Die Proteinbande bei ~45
kDa wurde daraufhin ausgeschnitten und einer massenspektroskopischen Untersuchung unterzogen.
Diese ergab, dass es sich bei dem Protein um PF1848, die 3-Hydroxy-3-Methylglutaryl-Coenzym-A-
Reduktase (HMG-CoA Reduktase) aus P. furiosus handelte. Eine Analyse der Aminosduresequenz der
HMG-CoA-Reduktase zeigte, dass kein Ago-hook bzw. keine GW/WG-Sequenzen im N-terminalen
Bereich des Proteins vorlagen. Es gibt somit im Falle des archaeellen Ago-Proteins keine Hinweise auf
eine Interaktion zwischen Ago-hook und der PIWI-Domane. AulRerdem konnten im Genom von P.
furiosus keine fiir die GW182-Proteinfamilie kodierenden Bereiche gefunden werden. Die Interaktion
kénnte somit Gber andere Domanen stattfinden. In den letzten Jahren konnte gezeigt werden, dass
die HMG-CoA-Reduktase Einfluss auf miRNAs und somit auf die Aktivitdt des RISC hat (Gibbings et al.,
2009; Brodersen et al, 2012; Shi und Ruvkun, 2012). Die HMG-CoA Reduktase spielt als
regulatorisches Enzym in der Isoprenoid-Biosynthese eine entscheidende Rolle. Knockt man dieses
Enzym in Arabidopsis thaliana aus, ist die Interaktion von Argonaute-Protein und Membran gestort
bzw. findet nicht mehr statt (Brodersen et al., 2009). AuBerdem wurde in Caenorhabditis elegans
gezeigt, dass die Produkte der Isoprenoid-Biosynthese fiir die Aktivitat der miRNAs und somit der
Argonaute-Proteine entscheidend sind (Shi und Ruvkun, 2012). Eine direkte Interaktion der HMG-
CoA Reduktase mit dem Ago-Protein wurde bisher jedoch noch nicht gezeigt. Moglicherweise spielt
die HMG-CoA Reduktase bei der Erkennung der target RNA und guide RNA eine entscheidende Rolle.
Da in P. furiosus kein Vertreter der GW182-Proteinfamilie gefunden werden konnte, ware der HMG-
CoA-Reduktase auch eine wichtige Funktion nach der Interaktion des Ago-Proteins mit guide und
target RNA zuzutrauen. So lUbernimmt die GW182-Proteinfamilie in Eukaryoten nach dem Kontakt
mit dem Ago-Protein die weiteren Folgeschritte, welche fiir das Gen-Silencing notwendig sind.
AulRerdem ist GW182 fiir das Entlassen der target RNA nach dem Gen-Silencing zustandig (Fabian et
al., 2009; Zekri et al., 2009). Eventuell kdnnte die prokaryotische HMG-CoA-Reduktase diese
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Aufgaben lGbernehmen und bei einem Abbau der ribosomalen RNA eine wichtige Rolle spielen oder
aber fir die Freigabe der rRNA verantwortlich sein.

4. Test der aufgereinigten der IgG-Fraktionen (Ago) durch Western-
Blot-Experimente

Flr weiterfiihrende Experimente war ein aufgereinigter und funktionsfahiger Antikorper nétig. Nur
so konnte die am Ago-Protein gebundene Nukleinsdure gewonnen und analysiert werden. Wichtig
war in diesem Zusammenhang die Interaktion mit dem Antigen. Um diese Interaktion prifen zu
kénnen, wurde der Antikorper im Western-Blot getestet. Untersucht wurde die Spezifitat der IgG-
Fraktion sowohl am P. furiosus Rohextrakt als auch am bereits aufgereinigten Ago-Protein aus P.
furiosus. Man konnte in beiden Proben eine klare Bande auf Hohe von etwa 100 kDa erkennen (lIl.
Abb. 14). Hierbei handelte es sich um das Argonaute-Protein, welches auch schon in den anderen
Gelen auf dieser Hohe zu finden war (lll. Abb. 12). In der Fraktion des aufgereinigten Argonaute-
Proteins war Uiber der diinnen Bande ein deutliches, weilles Signal zu sehen. Hierbei handelte es sich
um eine sogenannte ,ghost band”. Diese Banden entstehen bei zu viel eingesetzten primaren oder
sekundaren Antikdrpern. AuRerdem kann eine zu hohe Konzentration des Antigens auf der Membran
ebenfalls zu diesem Phdanomen fiihren. Da es nur in der Spur mit dem aufgereinigten und somit
konzentrierten Protein eintrat, lieferte Letzteres die Erklarung fir die , ghost band”. Neben dieser
Bande waren in beiden Proben keine weiteren Signale zu erkennen. Dies verdeutlicht die Spezifitat
und Funktionsfahigkeit des Antikorpers, welcher fiir weiterfiihrende Experimente geeignet war.

5. Uberpriifung der Immunprizipitation durch Western-Blot-
Analysen

Um den Erfolg und die Spezifitat der Immunprazipitation auf Proteinebene zu Uberprifen, wurden
nach der Prazipitation und mehreren Waschschritten die erhaltenen Prazipitate in Western-Blot-
Analysen eingesetzt. Mit dieser Versuchsreihe sollte nachgewiesen werden, ob mit den
aufgereinigten Antikorpern das Argonaute-Protein erfolgreich prazipitiert werden konnte. Wie in Ill.
Abb. 15 ersichtlich gelang dies. Zuséatzlich waren noch hochmolekulare Signale erkennbar, bei
welchen es sich um Komplexe handelte, die das Ago-Protein beinhalteten. Durch langere
Aufkochzeiten vor dem Auftrag aufs Gel hatte dies wohl verhindert werden kénnen. In den letzten
Jahren wurde via Dichtegradientenzentrifugation drei Ago-Komplexe aus Totallysat menschlicher
Zellen erhalten (Hock et al., 2007). Diese variierten in ihrer GréRe zwischen 300 und mehr als 900
kDa, wobei zwei der drei Komplexe mit ribosomalen Proteinen sedimentierten. Auch wenn ein
Vergleich zwischen Archaeen und humanen Zellen schwer fillt, so kdnnte es sich auch bei den
hochmolekularen Komplexen in lll. Abb. 15 um ribosomale Proteine handeln, welche aufgrund ihrer
Interaktion mit RNA und Argonaute nicht ins Gel gewandert waren.

Im Zusammenhang mit dem Antikdrper stellte sich zudem die Frage, welche Nukleinsdure mit dem
Argonaute-Protein co-immunprazipitiert. Diese Frage konnte fiir das prokaryotische Protein noch
nicht eindeutig geklart werden. Daher war die Identifikation der an das Ago-Protein gebundenen
Nukleinsdure der nachste Schritt.
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6. Identifizierung der an Ago gebundenen Nukleinsduren

Um die Funktion des Argonaute-Proteins in Archaeen zu entschliisseln war es wichtig
herauszufinden, mit welcher Art Nukleinsdaure Ago interagierte. Hierzu wurden Co-
Immunprazipitationen mit dem Ago-Antikérper durchgefiihrt. Durch die Behandlung der
prazipitierten und radioaktiv markierten Nukleinsauren mit DNasen und RNasen konnte festgestellt
werden, dass es sich um RNA handelte (lll. Abb. 16). Es wurde lange vermutet, dass das
prokaryotische Ago-Protein aufgrund der Struktur seiner PIWI Domédne DNA als guide Nukleinsdure
bevorzugt (Jinek und Doudna, 2009). AuRerdem konnte gezeigt werden, dass diese Domane in der
Lage war, die RNA in einem DNA-RNA-Hybrid zu spalten (Jinek und Doudna, 2009). Fur
prokaryotische Ago-Proteine wurde jedoch kiirzlich herausgefunden, dass sie sowohl DNA als auch
RNA als guide Nukleinsdure benutzen kénnen (Olovnikov et al., 2013). Auch wurde gezeigt, dass das
prokaryotische Argonaute-Protein kurze DNA-Molekiile zur Abwehr von Fremd-DNA binden kann
(Swarts et al., 2014). Meine Ergebnisse flr das archaeelle Ago deuteten darauf hin, dass als primarer
Interaktionspartner RNA bevorzugt wird. RNA als guide sowie target RNA wiirde eine funktionelle
Ahnlichkeit zu dem RNA-induced silencing complex bedeuten, welcher eine entscheidende Rolle bei
der Regulation der Genexpression spielt. Jedoch fehlen im Vergleich zu dieser Form der RNA-
Interferenz in P. furiosus die dazu bendtigten Proteine wie Dicer, GW182 und PABP. Eine target RNA
in Form von mRNA scheint daher unwahrscheinlich. Moglicherweise bilden andere RNA-Arten den
Interaktionspartner der guide RNA. Um die guide RNA zu identifizieren und weitere Hinweise auf die
Natur der target RNA zu finden wurden die prazipitierten Nukleinsauren einer High-Throughput
Sequenzierung unterzogen.

7. Klonierung der prazipitierten Ribonukleinsdure und qualitative
Analyse durch das KFB

Aufgrund der vorherigen Ergebnisse und der damit verbundenen Tatsache, dass es sich bei der
prazipitierten Nukleinsdure um RNA handelte, wurde diese fiir eine Sequenzierung vorbereitet. Nur
so konnte man die Herkunft RNA feststellen. Fir die Sequenzierung wurden die prazipitierten
Nukleinsduren mit speziellen 3’- und 5’- Adaptoren versehen, mittels einer reversen Transkriptase in
cDNA umgeschrieben und durch eine Scale-up PCR vervielfaltigt. Die erhaltenen DNA-Molekiile
wurden auf einem 6%igen PAA Gel analysiert (lll. Abb. 17). Das auffélligste Signal lieferte eine Bande
auf Hohe von ~120 kDa. Hierbei handelte es sich um das Ligationsprodukt der Adaptoren ohne RNA.
Die restlichen Signale unterhalb dieser MolekiilgroSe wurden bei jeder Klonierung vorgefunden und
reprasentierten die PCR-Primer sowie Nebenprodukte der PCR. Die Banden groRer als 120 bp
entsprachen dem gesuchten Klonierungsprodukt. Die dort gezeigte DNA war langer als 120 bp und
entsprach den Adaptoren plus sRNA. Deutlich erkennbar waren die beiden Signal auf Héhe von ~140
bp bzw. ~150 bp. Sie reprasentierten klonierten sRNAs mit einer Lange zwischen ca. 20 und 30 nt und
entsprachen in ihrer Lange den siRNAs und miRNAs, welche mit Argonaute-Proteinen interagierten
(Carthew und Sontheimer, 2009). Der Gelbereich zwischen 130 bp und 160 bp wurde ausgeschnitten
und aufgereinigt.
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Die fur die High-Throughput Sequenzierung (HTS) vorgesehenen PCR-Produkte wurde an das
Kompetenzzentrum fir Fluoreszente Bioanalytik im Biopark Regensburg weitergegeben. Dort fand
vor der Sequenzierung eine Qualitatsuntersuchung statt. Diese wurde mit Hilfe eines Agilent
Bioanalyzers durchgefiihrt. Die Untersuchung ergab, dass der GrofSteil der DNA-Strange Uber eine
Lange von ca. 140 nt verfligte. Die restlichen Desoxyribonukleinsduren bildeten zu diesem Gipfel

IM

einen relativ breiten ,Sockel” welcher sich zwischen 135 bis 160 bp erstreckte. Diese Ergebnisse
passten zu den aus dem Gel ausgeschnittenen Banden. Die Probe konnte nach dieser positiv
verlaufenen Qualitatsuntersuchung zusammen mit anderen Proben einer High-Throughput

Sequenzierung unterzogen werden.

8. Auswertung der Sequenzierergebnisse

Nach der HTS mussten die erhaltenen Sequenzen aufbereitet werden. Hierzu benutzte man den
online verflugbaren Galaxy-Server (https://usegalaxy.org). Die Adaptersequenzen wurden
abgeschnitten und es fand eine Sortierung nach Lange statt. Sequenzen mit einer Lange kleiner als 15
nt wurden entfernt. Von anfanglichen 1191441 Sequenzen erhielt man nach Festlegung der
Auswahlkriterien 960376 Sequenzen, 180471 waren zu kurz (kleiner als 15 nt), 50594 enthielten
lediglich die Adapter ohne Inserts (adapter only-Sequenzen). Die Anzahl der erhaltenen Sequenzen
erschien auf den ersten Blick wenig, war jedoch auf Probleme wahrend des Sequenziervorgangs
zurickzufihren. Wahrend dem Zeitpunkt der Sequenzierung hatte das Kompetenzzentrum fir
Fluoreszente Bioanalytik Probleme bei der Einstellung und Bedienung des Illumina Sequenzers. Die
Anzahl von knapp einer Million Sequenzen sollte trotzdem fiir weitergehende Analysen ausreichen.
Die 50594 Sequenzen, welche die ligierten Adapter ohne RNA Insert enthielten, gelten als
Verunreinigungen, die nach dem Ausschneiden der DNA aus dem Scale up PCR-Gel ,mitgeschleppt”
wurden.

Eine Aufschlisselung der Sequenzen zeigte, dass der Grofdteil der Sequenzen (iber eine Liange
zwischen 15 und 25 nt verfiigte, wobei die Anzahl der 23 nt-Molekiile am GréRten war (lll. Abb. 19
A). Diese Werte passen zu den Langen von miRNAs und siRNAs, welche als Interaktionspartner von
Ago-Proteinen in Frage kommen (Carthew und Sontheimer, 2009). AulRerdem wurde fir das
bakterielle Argonaute-Protein aus Rhodobacter sphaeroides gezeigt, dass es Nukleinsduren mit einer
Lange von 15 — 19 nt bzw. 21 — 25 nt binden kann (Olovnikov et al., 2013). Die Ergebnisse der Scale
up PCR sowie der Sequenzierung bestatigen diese Erkenntnisse.

Die knapp eine Million Sequenzen wurden gegen das Genom von P. furiosus gemappt. Dadurch
konnte man feststellen, welche Bereiche durch die Sequenzen abgedeckt wurden. Der Grof3teil der
Treffer wurde im Genbereich der ribosomalen RNA gefunden (69,3 %). AuRerdem wurden im
Abschnitt der sRNAs/snoRNAs-dhnliche (10,4 %), der CRISPR RNAs (9,1 %), in open reading frames
(ORF) (8,2 %) sowie tRNAs und intergenic regions (3,0 %) Treffer gefunden (lll. Abb. 19 B). Vor
langerer Zeit konnten bereits sSRNA-Stiicke mit einer Ldnge von weniger als 50 nt aus dem gesamten
RNA-Pool von P. furiosus ausgeschnitten und analysiert werden. Dabei fand man ribosomale RNA
(42,2 %), CRISPR RNAs(17,3 %), RNA aus ORFs (23,9%), sRNAs/snoRNAs-dhnliche (12,4 %) sowie
tRNAs, Transposons, Hhc RNAS und intergenic regions(4,2 %) (Klein et al., 2002; Hale et al., 2008).
Verglich man die Ergebnisse mit den aktuellen Daten der Sequenzierung, konnte man erkennen, dass
an das Argonaute-Protein eine eindeutig hohere Anzahl an ribosomaler RNA gebunden hatte. Ebenso
waren in beiden Experimenten CRISPR-RNAs gefunden worden, jedoch waren diese in den
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Sequenzierungsdaten fir das Ago-Protein in geringerer Anzahl vorhanden. Der prozentuale Anteil an
sRNAs und snoRNA-dhnlichen Sequenzen lag in etwa gleich hoch, doch gab es bei den RNAs aus open
reading frames Unterschiede. Die Menge lag bei den Daten fir das Ago-Protein unter den
veroffentlichten Werten.

Durch das Mapping der Sequenzen gegen das Genom von P. furiosus konnten Bereiche mit
besonders hoher Trefferanzahl gefunden werden. Eine dieser Regionen war im Genombereich
1288205-1288225 zu finden und wurde snoRNA PF_s027A genannt. In der Umgebung war
downstream PF1373 zu finden, ein Genomabschnitt, welcher fiir einen Kationentransporter kodiert.
Upstream befand sich PF_s027, ein mittels bioinformatischen Vorhersagen gefundener snoRNA-
Bereich (lll. Abb. 20 A). Neben diesem Gipfel gab es noch weitere Bereiche mit hoher Trefferzahl.
69,3 % der Sequenzen entfielen auf den fir ribosomale RNA zustandigen Abschnitt. Besonders das
Gebiet der 16S rRNA zeigte 6 sehr grofRe Gipfel (SRNA 16S_1 — sRNA 16S_6), wohingegen bei 23S
rRNA sowie 55 rRNA wenige Treffer zu verzeichnen waren (lll. Abb. 20 B). Die Sequenzen von diesen
sechs Gipfeln lieBen sich nach ihrer Lange in zwei Gipfel mit 23 nt, zwei Gipfel mit 19 nt sowie jeweils
einen Gipfel mit 26 bzw. 20 nt unterteilen (Il Tabelle 3). Verglich man die drei Nukleotidabfolgen der
Jlangen” Sequenzen (26 nt + 23 nt) miteinander, so konnte man Ubereinstimmungen finden (llI. Abb.
21). Gleiches galt fir die Vergleiche der ,kurzen” Sequenzen (20 nt +19 nt). Noch deutlichere
Ubereinstimmungen in der Sequenzabfolge erhielt man bei dem Vergleich der beiden 23 nt bzw. 19
nt Sequenzen untereinander. RNA-Sequenzierungsstudien des humanen Gewebes haben gezeigt,
dass miRNAs Uberwiegend Uracil (U) oder Adenin (A) als erste 5'-Base aufwiesen (Hu et al., 2009).
Dies traf fur finf der sechs Sequenzen aus dem kodierenden Bereich der 16S rRNA, sowie snoRNA
PF_s027A jeweils zu. All diese Sequenzen hatten ein Adenin am 5°-Ende. AulRerdem konnte man
erkennen, dass sehr oft Ubereinstimmungen bei den Basen Guanin (G) und Cytosin(C) bestand.
Besonders hyperthermophile Organismen und deren non-coding RNAs besitzen einen hohen GC-
Gehalt, was wiederum zusatzlich fir diese Ergebnisse sprach (Heyer et al, 2012). Grundsatzlich
erfolgt die Identifizierung der kleinen RNAs durch Ago unabhédngig von der RNA-Sequenz (Wang et
al., 2008 b). Trotzdem war die Ubereinstimmung der jeweiligen Sequenzen untereinander sehr groR.
Ob diese Ubereinstimmungen fiir die Interaktion der sSRNA mit dem Argonaute-Protein oder spater
fiir die Erkennung der target RNA wichtig waren, konnte nicht geklart werden.

9. Northern-Blot zur Validierung der Sequenzierergebnisse

Die bei der Sequenzierung erhaltenen Ergebnisse waren noch nicht aussagekraftig genug und
mussten daher durch Northern-Blot-Experimente bestatigt werden. Dazu wurden DNA-Molekiile als
Sonden verwendet, welche perfekt zu den erhaltenen RNA-Sequenzen der Sequenzierung passten.
Durch Co-IP-Experimente erhielt man die mit dem Ago-Protein interagierten RNAs, welche nach
einem Gellauf auf eine Membran (ibertragen wurden. Die komplementdaren DNA-Sonden wurden
radioaktiv markiert, damit sie spater auf einem Phosphoimager Screen sichtbar waren. SnoRNA
PF_s027A, eine 21 nt lange non-coding RNA, erfuhr eine erste Uberpriifung. Als Positivkontrolle
wurde die gesamte RNA aus P. furiosus aufgetragen. Der Phosphoimager Screen zeigte nach dem
Northern-Blot mehrere Signale in der Spur der gesamt RNA (Ill. Abb. 22 A). Hierbei handelte es sich
um die non-coding RNA sowie ihre verschiedenen Prozessierungsstufen. Keine positiven Signale gab
es fur die IP-Probe ohne Antikérper, was jedoch nicht verwunderte, da es sich hierbei um die
Negativkontrolle handelte. Dies zeigte zudem, dass keine gesuchte RNA mit den fiir die IP benutzten
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Dynabeads interagierte. Die IP mit Antikorper wies jedoch Signale auf. So konnte erneut, wie bereits
bei der Sequenzierung, die 21 nt lange snoRNA PF_s027A nachgewiesen werden. Welche Funktion
das Ago-Protein in Verbindung mit der snoRNA PF _s027A ausfiihrt bleibt jedoch ungewiss. Eine
Regulation der Genexpression scheint unwahrscheinlich da wichtige Komponenten des RISC in P.
furiosus fehlen. Moglicherweise spielt snoRNA PF_s027A, wie viele andere bekannte snoRNAs, bei
der Prozessierung und Modifikation ribosomaler RNA eine wichtige Rolle.

Die Sequenzierung lieferte fiir den Genbereich der 16S rRNA ebenso interessante Bereiche, welche
via Northern Blot Uberprift werden mussten. Zu den sechs erhaltenen Gipfeln im Bereich der 16S
rRNA (sRNA 16S_1 — sRNA 16S_6) wurden sechs passende DNA-Sonden eingesetzt. So zeigte die
Sonde fir Gipfel sSRNA 16S_6, der groRte Gipfel nach dem Mapping, in der Spur mit der gesamten
RNA mehrere Banden (lll. Abb. 22 B). Hierbei handelte es sich um die fertig prozessierte 16S rRNA. In
der Spur der mit dem Argonaute-Protein prazipitierten Ribonukleinsduren gab es ebenso Signale zu
beobachten. Die 16S rRNA Sonde zeigte dort ein positives Ergebnis, jedoch befanden sich die Signale
dort im Vergleich zur Probe der gesamt RNA weiter unten im Gel. Moglicherweise hatte in dieser
Spur bereits ein Abbau der 16S rRNA stattgefunden. Das gleiche Ergebnis war auch bei den anderen 5
Sonden fir die 16S rRNA Gipfel ersichtlich (Daten nicht gezeigt). Northern-Blot-Experimente mit
Sonden fir 23S (lll. Abb. 22 C) bzw. 55 rRNA (lIl. Abb. 22 D) zeigten kein positives Ergebnis. Durch die
Co-IP-Experimente wurde keine 23S sowie 5S rRNA gewonnen. Es wurde kirzlich in Eukaryoten
gezeigt, dass die Proteine des RISC Einfluss auf die Prozessierung der pra-ribosomalen RNA hatten
(Liang und Crooke, 2011). So fuhrte ein Knock-out der Enzyme zu Verzdgerungen oder gar
Beendigungen der Prozessierungsereignisse der ribosomalen RNA. AuBerdem wurde gezeigt, dass
Co-IP-Experimente mit den RISC Proteinen eukaryotische 5,85 rRNA prazipitieren lassen. Die
Ergebnisse des Northern-Blots zeigten in Falle des archaeellen Argonaute-Proteins, dass 16S rRNA co-
prazipitiert, nicht jedoch wie in Eukaryoten gezeigt, 5S rRNA. AulRerdem deutete das Bandenmuster
in den Blots darauf hin, dass es sich bei der prazipitierten 16S rRNA um fertig prozessierte RNA
handelte. Es konnte, wie im Falle der Eukaryoten, gezeigt werden, dass das Ago-Protein in Bezug auf
die ribosomale RNA eine Aufgabe erfiillte.

Wie das Argonaute-Protein bei Zugabe von verschiedenen Nukleinsduren reagiert, sollten
anschlielende Interaktionsversuche zeigen.

10. Interaktionsanalysen des Argonaute-Proteins mit verschie-
denen Nukleinsdauren sowie anschlieBende Spaltexperimente

Um ein mogliches Bindungsverhalten des Argonaute-Proteins an verschiedene Nukleinsduren zu
testen, wurden die zu untersuchenden DNA- und RNA-Molekile radioaktiv markiert. Die
Interaktionsversuche fanden mit Hilfe eines 6%igen, nativen Gels statt. Aufgrund der Ergebnisse der
Northern-Blot-Experimente wurde die 16S ribosomale RNA aus P. furiosus fir
Interaktionsuntersuchungen gewahlt. Diese war im unteren Bereich des nativen Gels als ,Schmier” zu
erkennen (lll. Abb. 24 A). Nach Zugabe des Ago-Proteins aus P. furiosus bildete sich eine klare, starke
Bande. Weiterhin waren mehrere schwachere Signale zu erkennen. Kontrollversuche, welche mit Ago
und dem Isotop [(y*°P) ATP] durchgefiihrt wurden, zeigten keine Bandenmuster und verliefen negativ
(Daten nicht gezeigt). Wie bereits erwahnt, wurden Interaktionen zwischen ribosomaler RNA und
Proteinen aus dem RISC bereits fir die 5,85 rRNA durch Co-Immunprazipitationsuntersuchungen
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nachgewiesen (Liang und Crooke, 2011). Eine direkte Bindung des Argonaute-Proteins an die 16S
rRNA wurde bisher noch nicht dokumentiert. Im Anschluss wurden diese Bindungsversuche leicht
modifiziert, indem man dem Bindepuffer Magnesium-lonen zufiihrte. So zeigten die Proben mit
Mg**-lonen im Vergleich zu den Proben ohne Magnesium ein abweichendes Bandenmuster (I1I. Abb.
24 B). Die starke Bande im oberen Bereich des Gels, welche vermutlich dem Ago-Protein mit
gebundener 16S rRNA entsprach, wurde bei Zugabe von Magnesium deutlich schwacher. AuRerdem
entstand im unteren Bereich des Gels ein starkes Signal, welches durch den Abbau der 16S rRNA
entstanden sein konnte. Es war bereits bekannt, dass es sich bei Ago-Proteinen um
magnesiumabhangige Endonukleasen handelte (Schwarz et al., 2004). Die Zugabe der Mg*-lonen
koénnte sich somit positiv auf die Nukleaseaktivitdt des Ago-Proteins auswirken und dadurch den
Abbau der 16S rRNA fordern. Es wurde zudem vor kurzem gezeigt, dass das Argonaute-Protein
funktionelle, strukturelle und biochemische Ahnlichkeit zu Ribotoxinen aufwies (Pichinuk und
Wreschner, 2010). Ribotoxine kénnen 23S ribosomale RNA spalten. Die Annahme, dass das
Argonaute-Protein ribosomale RNA spalten kann, sollte durch ein weiteres Experiment erhartet
werden. Dazu wurde die Inkubationszeit variiert und die Probe auf ein dichteres, natives Gel
aufgetragen. Somit konnten auch kleinere Komplexe und Molekiile gut aufgetrennt und dargestellt
werden. Die Probe mit der geringsten Inkubationszeit zeigte viele Signale im oberen Bereich des Gels
bzw. groRe Molekilkomplexe (Ill. Abb. 24 C). Dehnte man diese Inkubationszeit aus, so
verschwanden diese Banden und reicherten sich im unteren Bereich des Polyacrylamid-Gels an. Ob
dies an der Nukleaseaktivitdt des Argonaute-Proteins lag und ob dieser Abbau speziell an die 16S
rRNA gekoppelt war, sollten weiterflihrende Experimente zeigen. Hierzu wurde eine der 16S rRNA in
ihrer Lange entsprechende ssRNA hergestellt. Interaktionsuntersuchungen zeigten, dass diese
einzelstrangige RNA ebenso wie die 16S rRNA vom Argonaute-Protein gebunden wurde (lll. Abb. 24
D). Eine Nukleaseaktivitit konnte jedoch trotz Zugabe von Mg*-lonen nicht beobachtet werden (III.
Abb. 24 E), was darauf schlieRen lasst, dass die Bindung eher unspezifisch stattfindet. Auch konnte
der Verdacht der Verunreinigung durch eine RNase entkraftet werden, da keine Abbauprodukte der
ssRNA detektiert wurden. Neben den Ribonukleinsauren wurden die Interaktions- und
Schneideexperiment auch mit Desoxyribonukleinsduren durchgefiihrt. Die DNA war doppelstrangig
und entsprach in ihrer Lange in etwa der 16S rRNA bzw. ssRNA. Interaktionsanalysen mit radioaktiv
markierter DNA verliefen negativ (lll. Abb. 24 F). Ebenso wurden trotz Zugabe von Magnesium-lonen
keine Abbauprodukte gefunden. Diese Ergebnisse zeigten, dass das Argonaute-Protein aus P. furiosus
in der Lage war, 165 rRNA zu binden. AuRerdem wies das Enzym nach Zugabe von Mg*-lonen
Nukleaseaktivitit auf. Diese Tatsache geht einher mit der strukturellen Ahnlichkeit des Argonaute-
Proteins zu Ribotoxinen. Eine vergleichbare ssRNA zeigte in Gegenwart von Ago und Mg**-lonen
keine Abbauprodukte. Experimente mit doppelstrangiger DNA verliefen ebenso negativ. Dies zeigte
die hohe Spezifitat des Proteins fiir die 16S rRNA als Interaktionspartner und target RNA. Aktuelle
Forschungsergebnisse, welche zeigten, dass das bakterielle Ago-Protein zum Abbau von DNA in der
Lage sei, konnten somit nicht bestatigt werden (Swarts et al., 2014). Die Desoxyribonukleinsduren
wurden vom Argonaute-Protein aus P. furiosus weder gebunden, noch gespalten. Zusatzlich erwahnt
werden muss die Tatsache, dass durch Northern Blot-Experimente neben den Bereichen innerhalb
der 16S rRNA auch eine snoRNA (snoRNA PFs027A) nachgewiesen werden konnte. SnoRNAs sind in
Verbindung mit dem Ago-Protein haufig bei der Prozessierung und Modifikation ribosomaler RNA
wichtig. Moglicherweise besteht hier eine weitere Verbindung zwischen ribosomaler RNA und
Argonaute-Protein. Ago kdnnte somit nicht nur beim Abbau der 16S rRNA eine entscheidende Rolle
spielen, sondern auch die Prozessierung und Modifikation der rRNA vorantreiben.
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11. Suche nach moglichen guide RNAs fiir die abgebaute target
RNA (16S rRNA) in den Sequenzierungsergebnissen

Es blieb jedoch im Falle eines 16S rRNA-Abbaus durch das Ago-Protein weiterhin die Frage nach der
guide RNA. Fir die Interaktion der guide RNA mit der target RNA war vor allem die seed sequence,
also die Nukleotide 2-8 am 5°-Ende der RNA, wichtig (Doench und Sharp, 2004; Brennecke et al.,
2005, Bartel, 2009). Daher wurde diese spezielle Nukleotidabfolge bei den Sequenzen sRNA 16S_1 —
sRNA 16S_6, welche bei den Gipfeln im 16S rRNA-Abschnitt besonders hervorstachen und beim
Northern-Blot ein positives Ergebnis lieferten, untersucht. So fand ich innerhalb der 16S rRNA
Bereiche, welche sehr gut zu den seed sequences passten (lll. Abb. 25). Die Sequenzen sRNA 16S_2 —
SRNA 16S_6 zeigten sehr groRe Ubereinstimmungen, wohingegen Sequenz sRNA 16S_1 sogar
perfekte Komplementaritat aufwies. Bei den Unterschieden im Falle der Sequenzen sRNA 16S 2 —
sRNA 16S_6 handelte es sich hauptsachlich um GU-wobble. Diese sind aus thermodynamischer Sicht
dhnlich stabil wie Watson-Crick-Basenpaare (Varani und McClain, 2000). Neueste Erkenntnisse haben
gezeigt, dass GU-wobble und fehlerhafte Basenpaarungen innerhalb der Interaktion zwischen seed
sequence und target RNA durchaus (blich sind (Helwak et al,, 2013). Die kurzen RNA-Abschnitte,
welche nach der Sequenzierung erhalten wurden und der 16S rRNA zugewiesen werden konnten,
kénnten damit als guide RNA wirken. Im Zusammenhang mit den Ergebnissen der Interaktion- und
Schneideuntersuchungen ergibt sich folgendes Bild: Das Ago-Protein bindet kurze RNA-Abschnitte,
welche ihren Ursprung in der 16S rRNA haben. Dieser Komplex ist anschlieRend in der Lage, die 16S
rRNA selbst als target RNA zu binden. Hilfreich hierbei ist die seed sequence der sechs
Gipfelsequenzen, welche aufgrund groRer Sequenzahnlichkeit zur 16S rRNA als guide RNAs dient. Das
Argonaute-Protein ist im Anschluss in der Lage, als Nuklease zu fungieren. Somit wirde das Ago-
Protein die 16S rRNA abbauen und aus den Abbauprodukten neue guide RNAs generieren.

Da die einzelstrangige 16S rRNA Uber eine ausgepragte Sekundarstruktur verfigt, war der Blick auf
die moglichen Bindestellen der guide RNA von weiterem Interesse.

12. Bindungsstellen der seed sequence an der 16S rRNA

Liegen Nukleinsduremolekiile als Einzelstrang vor, konnen sie Sekundarstrukturen bilden. Diese
Strukturen werden durch Interaktionen zwischen komplementdren Nukleotidpaaren festgelegt,
welche nah oder aber weit voneinander entfernt liegen. Dadurch wird die Nukleinsaure gefaltet und
bildet lange Doppelstrange oder loops aus. Die so entstandene Sekundarstruktur ist ausschlaggebend
fir die Funktion der Nukleinsdure. Die 16S ribosomale RNA spielt durch ihre Sedundarstruktur unter
anderem bei der Bindung der ribosomalen Untereinheit aber auch bei der Interaktion mit der mRNA
eine wichtige Rolle. Die sechs gefundenen Bindungsstellen der guide RNA an der 16S rRNA (lll.
Tabelle 4) wurden mit Hilfe der Sekundarstruktur der rRNA weiter untersucht (lll. Abb. 26). Es fiel auf,
dass die mogliche Bindestelle der guide RNA jeweils in einem Bereich mit einem loop lag. In
Abschnitten mit reinen Doppelstrangen innerhalb der 16S rRNA wurden hingegen keine
Interaktionsstellen gefunden. Loops zeigten im Gegensatz zu Doppelstrangen die strukturelle
Besonderheit, dass sie aufgrund ihrer Struktur fiir Interaktionen mit anderen Nukleinsdauren und
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Proteinen leichter zuganglich waren. Die Ergebnisse der Interaktions- und Schneideexperimente
zeigten zudem, dass eine Bindung der Nukleinsdure an das Argonaute-Protein nur bei
einzelstrangiger RNA, nicht jedoch bei doppelstriangiger DNA stattfand. Ribotoxine, welche eine
strukturelle Ahnlichkeit zu Argonaute-Proteinen aufwiesen, kénnen 23S rRNA am sogenannten
sarcin-ricin-loop spalten (Pichinuk und Wreschner, 2010). Die sechs gefundenen Interaktionsstellen
innerhalb der 16S rRNA, welche alle strukturell durch loops gekennzeichnet waren, kdnnten somit fir
das Ago-Protein aus P. furiosus als Bindestelle dienen. Eine Nukleaseaktivitiat des Argonaute-Proteins
hatte dort eine Spaltung der 16S rRNA und somit den Abbau der ribosomalen RNA zur Folge.

13. Knock-out des Argonaute-Proteins in P. furiosus

Die eben gezeigte Nukleaseaktivitdt des Ago-Proteins gegen 16S rRNA ldsst auf eine essentielle
Funktion des Proteins schlieRen. Dies konnte durch eine Ago-Knock-out-Mutante unterstrichen
werden. Die Anzahl an Argonaute-Proteinen kann je nach Organismus variieren. So besitzt der
Fadenwurm C. elegans 27 verschiedene Ago-ahnliche Gensequenzen, die Spalthefe Schizosaccharo-
myces pombe im Vergleich dazu nur eine (Hutvagner und Simard, 2008). Argonaute-Proteine
kommen in allen drei Domadnen des Lebens vor und ihre Funktion ist im Bereich der Eukaryoten
grofStenteils entschliisselt. Dort spielen sei bei der RNA-Interferenz eine entscheidende Rolle, einem
Mechanismus, welcher zur Verteidigung des Organismus gegen das Eindringen fremden Erbgutes
dient (Jansen et al., 2002; Bolotin et al., 2005; Barrango et al., 2007). Uber das prokaryotische Ago-
Protein war bis vor kurzem wenig bekannt. Neueste Untersuchungen haben jedoch gezeigt, dass das
bakterielle Ago-Protein aus Thermus thermophilus bei der Abwehr von fremder DNA eine
entscheidende Rolle spielt (Swarts et al., 2014). Das hyperthermophile Archaeum P. furiosus besitzt
ein Argonaute-Protein, welches eine Liange von 770 Aminosauren hat und die fir die
Nukleaseaktivitdt benctigte PAZ-Domédne verfiigt. Andere Organismen besitzen mehrere fir
Argonaute-Proteine kodierende Genabschnitte. So findet man in embryonalen Stammzellen vier
verschiedene Proteine der Argonaute-Subfamilie. Die Wichtigkeit dieser Proteine zeigte sich bei dem
Versuch, alle vier Vertreter auszuknocken. Dies endete in der Apoptose der Zellen, dem
programmierten Zelltod (Liu et al., 2004; Morita et al., 2007; Su et al., 2009). Daher stellte sich die
Frage, was der Knock-out des einzigen Ago-Proteins in P. furiosus zur Folge hatte. Um diese Frage zu
beantworten, wurde fiir den Ago-Knock-out die Methode der homologen Rekombination gewahlt.
Der Genabschnitt PFO0537, welcher fiir das Ago-Protein kodiert, wurde dazu durch eine Simvastatin-
Resistenzkassette aus Thermococcus kodakarensis (Tk-SimR) ersetzt. Dazu musste die Kassette mit
Genabschnitten flankiert werden, welche den Argonaute-Abschnitt flankieren. Dies garantierte einen
Einbau der Kassette in das Genom (lIl. Abb. 27). Mittels PCR wurden die drei Bestandteile des DNA-
Konstruktes hergestellt: PFO537 up (upstream-Bereich des Ago-Genabschnitt), PF0537 do
(downstream-Bereich des Ago-Genabschnitt) sowie die Resistenzkassette. AnschlieRend erfolgten
eine Verbindung der drei Abschnitte mit Hilfe zweier Fusion-PCRs sowie der Einbau des Konstruktes
in den pUC19-Vektor. Der somit entstandene pUC19-APF0537::Tk-SimR konnte in DH5a-Zellen
transformiert und vervielfaltigt werden. Positive Klone wurden durch Restriktionshydrolyse sowie
einer Sequenzierung Uberprift. Anschlieend erfolgte die Transformation in P. furiosus-Zellen. Als
Positivkontrolle wurde der bereits haufig erprobte Vektor pMUR93 eingesetzt, welcher ebenso eine
Simvastatin-Resistenzkassette besall. Nach der Transformation wurden nur auf den Gelrite-Platten
mit der Positivkontrolle Kolonien gefunden. Die anderen Platten enthielten keine Kolonien. Auch eine
erneute Transformation unter leicht abgedanderten Voraussetzungen hatte das gleiche Ergebnis zur
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Folge. Somit war bewiesen, dass der Knock-out des Ago-Proteins in P. furiosus letal war. Die
Ergebnisse des Knock-outs aller Ago-Proteine in embryonalen Stammzellen wurde dadurch bestétigt
(Liu et al., 2004; Morita et al., 2007; Su et al., 2009). Dieses Resultat deutet auf die essentielle
Aufgabe des Ago-Proteins in Archaeen hin. Der Abbau der 16S rRNA durch das Ago-Protein ware eine
wichtige Funktion, jedoch kann Uber einen moglichen Zusammenhang zwischen fehlendem 16S
rRNA-Abbau und Letalitdt der Organismen aufgrund des Knock-outs nur spekuliert werden.
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V.Zusammenfassung

Im Rahmen dieser Arbeit wurde versucht, den LSm-Proteinkomplex aus P.furiosus zu reinigen und die
oligomere Zusammensetzung des Komplexes zu bestimmen. Das Protein wurde in E.coli exprimiert,
Uber den angefligten His-Tag aufgereinigt und einer analytischen Gelfiltration zugefiihrt. Durch
Gelfiltration wurde ermittelt, dass der LSm-Komplex aus sieben Kopien des Proteins besteht.

Aullerdem stand das archaeelle Argonaute-Protein im Zentrum des Interesses. Das Ago-Protein
wurde in P. furiosus exprimiert und anschlieRend aufgereinigt. Ein anschlieRender Saccharose-
Dichtegradient entschliisselte PF1848, die 3-Hydroxy-3-Methylglutaryl-Coenzym-A-Reduktase, als
moglichen Interaktionspartner. Dieser kdnnte bei der Erkennung der guide bzw. target RNA wichtig
sein. Flr weitere Experimente wurden Argonaute-Antikorper generiert und gereinigt. Es konnte
mittels Western-Blot-Analysen gezeigt werden, dass durch die IP-Versuche Argonaute-Proteine sowie
hochmolekulare Komplexe préazipitieren. Eine Analyse der mit dem Ago-Protein Co-
immunprazipitierten Nukleinsduren sollte zeigen, welche Art Nukleinsaure an das Protein band.
Durch den Einsatz von RNasen und DNasen konnte somit gezeigt werden, dass es sich um RNA
handelte. Diese wurde mit entsprechenden Adaptern versehen, welche eine Sequenzierung
ermoglichten. Die Auswertung der Sequenzierungsergebnisse zeigte, dass es sich bei den
prazipitierten RNA hauptsachlich um Nukleinsduren mit einer Lange zwischen 15 und 27 nt handelte,
wobei die Molekiile mit 23 nt herausstachen. Die weitere Analyse zeigte, dass es sich bei der
sequenzierten RNA vorwiegend um ribosomale RNA handelte, wobei auch einige Treffer im Bereich
der sRNA/snoRNA gefunden wurden. Vor allem die durch das Mapping der Sequenzen gegen das P.
furiosus erhaltenen sechs Gipfel im 16S rRNA-Bereich fielen auf. Ein Vergleich der Sequenzen dieser
sechs Gipfel zeigte deutliche Ubereinstimmungen in der Nukleotidabfolge. Zur Validierung der
Sequenzierungsergebnisse wurden Northern-Blot-Experimente durchgefiihrt. Diese zeigten fiir eine
SRNA/snoRNA (snoRNA PFs027A)sowie fiir die sechs Gipfel im 16S rRNA Bereich (SRNA 16S_1 — sRNA
16S_6) positive Ergebnisse, wohingegen der Nachweis bei 23S sowie 55 rRNA negativ verlief. Die
daran anschlieBenden Interaktionsexperimente bestatigten die Ergebnisse der Northern-Blot-
Experimente. So konnte gezeigt werden, dass das Ago-Protein mit der 16S rRNA interagierte. Durch
Zugabe von Mg**-lonen wurde ein Abbau der 16S rRNA beobachtet. Ahnliche Versuche mit
einzelstrangiger RNA sowie doppelstrangiger DNA verliefen negativ. Die sechs bei der Sequenzierung
erhaltenen Sequenzgipfel im 16S rRNA Bereich erfuhren eine tiefergehende Untersuchung. So
zeigten die seed sequences perfekte bzw. groBe Ubereinstimmungen zu Abschnitten der 16S rRNA.
Diese gefundenen Abschnitte wiesen innerhalb der Sekundarstruktur der 16S rRNA alle einen
sogenannten loop auf. Diese loop-Struktur ermdoglichte es dem Argonaute-Protein mit der 16S rRNA
zu interagieren. Nach dem Knock-out des Ago-Proteins in P. furiosus waren die Organismen nicht
mehr lebensfahig. Dadurch konnte die wichtige funktionelle Rolle des Proteins unterstrichen werden.

Das Ago-Protein aus P. furiosus ist somit in der Lage, kurze RNA-Abschnitte, welche ihren Ursprung
innerhalb der 16S rRNA haben, zu binden. Dieser Komplex interagiert aufgrund der seed sequence
dieser RNA-Abschnitte mit der 16S rRNA. Hilfreich hierbei konnte die HMG-CoA-Reduktase sein,
welche als Interaktionspartner entschliisselt wurde. Nach der Interaktion des Argonaute-Proteins mit
guide und target RNA findet ein Schneideereignis statt, welches aufgrund der Ahnlichkeit des Ago-
Proteins zu den Ribotoxinen dulRerst wahrscheinlich ist. Das prokaryotische Ago-Protein ist somit fiir
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den spezifischen Abbau der 16S rRNA verantwortlich. Die Abbauprodukte benutzt Ago erneut als
guide RNA wodurch der Abbau der 16S rRNA sich dadurch selbst regulieren wiirde.
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VI.Summary

Within the scope of this thesis | cleaned up the LSm protein complex from P. furiosus to determine
the oligomeric composition of the complex. The protein was expressed in E. coli, purified by the
added (appended) His-tag and tested with an analytical gel filtration experiment. | discovered by gel
filtration that the LSm complex consists of seven copies of the protein.

In addition, the archaeal Argonaute protein was in the focus of this work. Ago was expressed in P.
furiosus and purified afterwards. A sucrose density gradient decrypted PF1848, 3-hydroxy-3-
methylglutaryl-coenzyme A reductase, as a potential interaction partner. This protein may be
important by the recognition of guide and target RNA. For further experiments Argonaute antibodies
were generated and purified. It was shown by Western blot analysis that during IP experiments
Argonaute proteins and high molecular weight complexes precipitate. An analysis of the co-
immunprecipitated nucleic acids should show the nature of the interacting nucleic acid. By the use of
RNases and DNases | was able to demonstrate that the interacting nucleic acids were RNAs. These
were flanked with adapters, which allowed a subsequent sequencing. Evaluating the sequencing
results showed that the precipitated RNA had principally a length of 15 to 27 nt. However the
molecules with 23 nt stood clearly out. Further analysis pointed out that the sequenced RNAs were
predominantly ribosomal RNAs, whereas some hits in the sRNA / snoRNA areas were found. By
mapping the sequences to the P. furiosus genome six peaks in the 16S rRNA were noticed. A
sequence comparison of these six peaks showed significant similarities in the nucleotide sequence.
For validation of the sequencing results Northern blot experiments were performed. The blot
showed positive results for SRNA / snoRNA (snoRNA PF027A) and for the six peaks in the 16S rRNA
region (sSRNA 16S_1 — sRNA 16S_6), whereas the 23S and 5S rRNA detection was negative. The
interaction experiments confirmed subsequently the results of the Northern blot experiments. It was
shown that the Argonaute protein interacts with the 16S rRNA. Degradation of the 16S rRNA was
observed by the addition of Mg**-ions. Similar experiments with a single-stranded RNA and double-
stranded DNA were negative. On-going investigations with the six 16S rRNA peaks found during
sequencing were done. It was revealed that the seed sequences showed perfect or great similarities
to parts of the 16S rRNA. All of these sections offered in the secondary structure of the 16S rRNA a
so-called loop. This loop structure enabled the Argonaute protein to interaction with the 16S rRNA.
After the knock-out of the Ago protein in P. furiosus the organisms were no longer viable. This result
underlined the important functional role of the protein.

The P. furiosus Ago protein is thus capable of binding short RNAs, which have their origins in the 16S
rRNA. This complex interacts due to the seed sequence of the short RNAs with the 16S rRNA. For this
binding event the HMG-CoA reductase could be important, because this reductase was decoded as
an interaction partner of the Ago protein. After the interaction of the Argonaute protein with guide
and target RNA a cutting event takes place, which is most likely due to the similarity of the Ago
protein to the Ribotoxinen. The prokaryotic Argonaute protein is therefore responsible for the
specific degradation of the 16S rRNA. The degradation products are used again as a guide RNA and
the 16S rRNA would thereby regulate itself.
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Vill. Anhang

1. Abkiirzungsverzeichnis

Chemische Elemente wurden gemaR der IUPAC-Richtlinien verwendet.

1° AK primarer Antikorper

2° AK sekundarer Antikorper

AA Acrylamid

AK Antikorper

APS Ammoniumpersulfat

ATP Adenosintriphosphat

AS Aminosaure

bp Basenpaar(e)

BSA bovines Serumalbumin

DDM n-Dodecyl-B-D-Maltopyranosid

DNA Desoxyribonukleinsdure

DNase Desoxyribonuklease

DTT D,L-Dithiotreitol

etal. et alii / et aliae, und andere

h Stunde

lgG Immunglobulin G

IP Immunprazipitation

kDa Kilodalton

KFB Kompetenzzentrum fur Fluoreszente
Bioanalytik

Lsg. Losung

M Molar

MS Massenspektrometrie

MS/MS Tandem-Massenspektrometrie

MSA Multiple Sequenz Alignment

MWCO Molecular Weight Cut Off

ncRNA short non-coding RNA

nt Nukleotide

p.A. zur Analyse

PAGE Polyacrylamid Gelelektrophorese

PBS Phosphat gepufferte Kochsalzlosung
(phosphate buffered saline)

pH Pondus hydrogenii (Wasserstoff-Exponent)

PMSF Phenylmethylsulfonylfluorid

PVDF Polyvinylidenfluorid

RNA Ribonukleinsdure

RNase Ribonuklease

rpm Umdrehungen pro Minute (rounds per
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minute)

rRNA ribosomale Ribonukleinsdure

RT Raumtemperatur

SDS Natriumdodecylsulfat

SME synthetisches Meerwasser

spec. Spezies

sRNA small Ribonukleinsdure

TBS Tris  gepufferte  Kochsalzlésung  (Tris
buffered saline)

TEMED N,N,N’,N’-Tetramethylendiamin

TOF Time of flight

Tris Tris(hydroxymethyl-Jaminomethan

uz Ultrazentrifugation

v/v Volumen pro Volumen (volume per volume)

v/w Gewicht pro Volumen (weight per volume)

YE

Hefeextrakt
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2. Sequenzdaten
Im Folgenden sind die DNA-Sequenzen der verwendeten Konstrukte dargestellt. Sequenzbereiche,

welche fiir die Konstruktion von Primern verwendet wurden, sind rot dargestellt. Die Farbgebung der
einzelstrangigen DNA-Sequenzen wird in den entsprechenden Abschnitten detailliert beschrieben.

2.1. pMUR315

Doppelstréngige Sequenz des Inserts

>FokI
>StsI
>AqulV <BsmBI >BtsCI
| 1leftPF0538+EcoRV |
atccccatctcatcaacagggaggaagagctaaatcttttgagagagacgattgaaaaaagaattgaggagtggggatga < 80
taggggtagagtagttgtccctccttctcgatttagaaaactctctctgctaacttttttcttaactecctcaccectact
10 20 30 40 50 60 70

<RleAI
I
ttagtgtgggaattagaggattttggggctttgaatcaaggttctcaccaaaaaacattactatggttgaagtttgaata < 160
aatcacacccttaatctcctaaaaccccgaaacttagttccaagagtggttttttgtaatgataccaacttcaaacttat
90 100 110 120 130 140 150

Bcll <TthlllII
| |
aagcagattaaaacttctctctggtgtcaagttattgatcaaagacctttatattttgcttgecccttacaagaaaagcat < 240
ttcgtctaattttgaagagagaccacagttcaataactagtttctggaaatataaaacgaacgggaatgttcttttcgta
170 180 190 200 210 220 230

tgataaagactgcaataaatccgaaaaggaaaagtaatagatatggtaatggacgagaagatagtcctatatacctccca < 320
actatttctgacgttatttaggcttttccttttcattatctataccattacctgctcttctatcaggatatatggagggt

250 260 270 280 290 300 310
NlaIlv
<AceIII AflII <BsbI BsaAI >BsrBI

| | | | | |
ggagatcgcagaagagctggatcttaagctgttatcagaaaagtgttgaaatacgtgggggccgctecectacctataatg < 400
cctctagcgtcttctcgacctagaattcgacaatagtcttttcacaactttatgcacccccggecgagggatggatattac
330 340 350 360 370 380 390

BsaWI
AgelI
|
ttatcttgccaatctcaccgcaaggtttaaaaattcttaataagcatagagtttcgagtatggaccggtagecctageccag < 480
aatagaacggttagagtggcgttccaaatttttaagaattattcgtatctcaaagctcatacctggccatcggatcggtce
410 420 430 440 450 460 470

RsrIl
|
gatagggcggcggcctcctaagccgcaggtccggggttcaaatccececgecggtecgeccaagttetttttagacttttttt < 560
ctatcccgccgccggaggattcggegtccaggeccccaagtttaggggecggeccaggecggttcaagaaaaatctgaaaaaaa
490 500 510 520 530 540 550

<CchIII
| TkSimRPromlF
gagattattttcttgggtacgatcaagaaacttatgatatttaggataagggcatttcatcatttttatgaactttgatg < 640
ctctaataaaagaacccatgctagttctttgaatactataaatcctattcccgtaaagtagtaaaaatacttgaaactac
570 580 590 600 610 620 630
rightPF0538
BsrGI
BsaBI
(.
aacgtaaaagtcctttggtgtataaaaattcctcgatgtacatcgctcecttttggcgaaatctccgagaattggectttg < 720
ttgcattttcaggaaaccacatatttttaaggagctacatgtagcgaggaaaaccgctttagaggctcttaaccggaaac
650 660 670 680 690 700 710



126 Anhang

ttcttttggaaatttcactatttaactttttgttcaaaacagactgttttccagectgtttatcgaaaggtttatatatg < 800
aagaaaacctttaaagtgataaattgaaaaacaagttttgtctgacaaaaggtcggacaaatagctttccaaatatatac
730 740 750 760 770 780 790

Hpal
|
caaacgcctaagttaacctcgcagattaccgaaatgaggtggtatgaATGAACTTTGAAGAGCTTGTTGAGAAGGTAGCA < 880
gtttgcggattcaattggagcgtctaatggectttactccaccatactTACTTGAAACTTCTCGAACAACTCTTCCATCGT
810 820 830 840 850 860 870

AGCGGTGAAATTAAGCTCCACCAGGTCGAGAAGTACACGAACGGCGATAAAAAGCTCGCGACTGAAATAAGAAGAAAAGC < 960
TCGCCACTTTAATTCGAGGTGGTCCAGCTCTTCATGTGCTTGCCGCTATTTTTCGAGCGCTGACTTTATTCTTCTTTTCG
890 900 910 920 930 940 950

Bspl286I
HindIII BaeGI
| |
CCTTGAGAAAAAGCTCGGAATAAAGCTTGAGAACATCGGGCACTACTCAATAGATCCCAACCAGGTCATAGGAAAGAACA < 1040
GGAACTCTTTTTCGAGCCTTATTTCGAACTCTTGTAGCCCGTGATGAGTTATCTAGGGTTGGTCCAGTATCCTTTCTTGT
970 980 990 1000 1010 1020 1030

BsaHI NcoI
| |
TTGAGAACATGATCGGCGTCGTCCAGATACCCATGGGCGTTGCTGGGCCGCTTAAAATCAACGGCGAGTACGCGAAAGGA < 1120
AACTCTTGTACTAGCCGCAGCAGGTCTATGGGTACCCGCAACGACCCGGCGAATTTTAGTTGCCGCTCATGCGCTTTCCT
1050 1060 1070 1080 1090 1100 1110

<RpaBI
<R1.BceSIV
Tsel
Sacll <BbvI
| I
GAGTTTTACATTCCTCTCGCCACAACTGAGGGCGCACTCGTTGCGAGCGTGAACCGCGGCTGTTCTGCCTTGACCGCTGC < 1200
CTCAAAATGTAAGGAGAGCGGTGTTGACTCCCGCGTGAGCAACGCTCGCACTTGGCGCCGACAAGACGGAACTGGCGACG
1130 1140 1150 1160 1170 1180 1190

MauBI
|
GGGAGGCGTTAAGACAACCCTAATAGACGACAAGATGACGCGCGCGCCACTCCTCAAGTGTCCCGACGCGAGGAGGGCTA < 1280
CCCTCCGCAATTCTGTTGGGATTATCTGCTGTTCTACTGCGCGCGCGGTGAGGAGTTCACAGGGCTGCGCTCCTCCCGAT
1210 1220 1230 1240 1250 1260 1270

Pfol BstEII <BbvCI
I I
GAGAAGTTGCTGAGTGGGTGAAGAACAACCTTGACTACCTCCAGGAGAAGGCGGTCTCAAAGGTCACCAGGCACGGGAAG < 1360
CTCTTCAACGACTCACCCACTTCTTGTTGGAACTGATGGAGGTCCTCTTCCGCCAGAGTTTCCAGTGGTCCGTGCCCTTC
1290 1300 1310 1320 1330 1340 1350

>Cjel
|
CTGAGGGGTGTTAGGCCATTCATCGTGGGCAACAACCTCTATTTACGCTTTGAGTTCGAGACCGGCGATGCAATGGGAAT < 1440
GACTCCCCACAATCCGGTAAGTAGCACCCGTTGTTGGAGATAAATGCGAAACTCAAGCTCTGGCCGCTACGTTACCCTTA
1370 1380 1390 1400 1410 1420 1430

EcoRI <BmgBI
I I
GAACATGGTCACGATAGCGAGCGAGGAGATAATGAAGGTCATCGAGGAGGAATTCCCCGACGTGAAGTATCTTGCACTCT < 1520
CTTGTACCAGTGCTATCGCTCGCTCCTCTATTACTTCCAGTAGCTCCTCCTTAAGGGGCTGCACTTCATAGAACGTGAGA
1450 1460 1470 1480 1490 1500 1510

>Maql
|
CCGGCAACCTCTGCGTTGACAAGAAGCCCAACGCGATGAACTTCATCAACGGGAGGGGCAAGACCGTCATTGCCGAGGCC < 1600
GGCCGTTGGAGACGCAACTGTTCTTCGGGTTGCGCTACTTGAAGTAGTTGCCCTCCCCGTTCTGGCAGTAACGGCTCCGG
1530 1540 1550 1560 1570 1580 1590

>DraRI
|
GTGATTCCTCGGAAGATCGTCGAGGAGAAGCTGAAGACAACGCCTGAACTCATAGCCGAGGTGAACTACCGCAAGAACCT < 1680
CACTAAGGAGCCTTCTAGCAGCTCCTCTTCGACTTCTGTTGCGGACTTGAGTATCGGCTCCACTTGATGGCGTTCTTGGA
1610 1620 1630 1640 1650 1660 1670
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NaelI
NgoMIV
Krol BsiWI
| |
CGTTGGTTCAGCGCAGGCCGGCTCGTACGGTTTCAACGCCCACTTCGGAAACATCGTCGGCGCGATATTCCTTGCTACCG
GCAACCAAGTCGCGTCCGGCCGAGCATGCCAAAGTTGCGGGTGAAGCCTTTGTAGCAGCCGCGCTATAAGGAACGATGGC
1690 1700 1710 1720 1730 1740 1750

GGCAGGACGAGGCCCAGATAACAGAAGGATCACACGGCATAACTCTCGCCGAAGTAACGCCAGAGGGCGACCTCTACATC
CCGTCCTGCTCCGGGTCTATTGTCTTCCTAGTGTGCCGTATTGAGAGCGGCTTCATTGCGGTCTCCCGCTGGAGATGTAG

1770 1780 1790 1800 1810 1820 1830
>M1lyI
>NlaCI <BspD61I
>ALfI <Bael >Plel

I I I
AGCATCACCATGCCGAGCCTTGAGATTGGGACAGTTGGCGGAGGTACAAGAGTCCCCACGCAGAGGGAGGCTCTCTCGAT
TCGTAGTGGTACGGCTCGGAACTCTAACCCTGTCAACCGCCTCCATGTTCTCAGGGGTGCGTCTCCCTCCGAGAGAGCTA

1850 1860 1870 1880 1890 1900 1910

<SimI
|
TATGGGCGTTGCCGGAGGTGGAGACCCACCGGGAACGAACGCCAAGAAGTTCGCGGAGATAGTCGCTGGAGCAGTTCTICG
ATACCCGCAACGGCCTCCACCTCTGGGTGGCCCTTGCTTGCGGTTCTTCAAGCGCCTCTATCAGCGACCTCGTCAAGAGC
1930 1940 1950 1960 1970 1980 1990

EcoNI XcemI
| |
CTGGCGAGCTTTCCCTGCTGGCGGCGATAGCGGCGAAGCACCTAGCAAAGGCCCATAAGGAGCTTGGACGTTAGt Lttt
GACCGCTCGAAAGGGACGACCGCCGCTATCGCCGCTTCGTGGATCGTTTCCGGGTATTCCTCGAACCTGCAATCaaagaa
2010 2020 2030 2040 2050 2060 2070

ctcccttttectcttgtecttacttttctgacgttctgatggttctctaaGattaaaaaaccaacttgeccgctattcaaaa
gagggaaaagagaacaggaatgaaaagactgcaagactaccaagagattCtaattttttggttgaacggcgataagtttt
2090 2100 2110 2120 2130 2140 2150

1leftPF0536
aactaaataaaaacgaaacagaagtttaagccttcgcattaactttttctatttaaacaatttctaacctctatcagtct
ttgatttatttttgctttgtcttcaaattcggaagcgtaattgaaaaagataaatttgttaaagattggagatagtcaga
2170 2180 2190 2200 2210 2220 2230
TkSimRTerm2R

caatccctccataaaactcttttcttaattactttgtcttctaaaagtctaaccctttagtatgagatatagtaaattagt
gttagggaggtattttgagaaaagaattaatgaaacagaagattttcagattgggaaatcatactctatatcatttaaca
2250 2260 2270 2280 2290 2300 2310

atgctttccctgaactccttggctaccttcattatctcectcttaateccttcagtaagectgagaactagaactaaattect
tacgaaagggacttgaggaaccgatggaagtaatagagagaattaggaagtcattcggactcttgatcttgatttaagga
2330 2340 2350 2360 2370 2380 2390

Sspl <ArslI

| |
caacttatagcctttttttatagttcccataatattttttgctcaaaggctattttccaaacttcagtgtattcccaaat
gttgaatatcggaaaaaaatatcaagggtattataaaaaacgagtttccgataaaaggtttgaagtcacataagggttta

2410 2420 2430 2440 2450 2460 2470
TthlllI
Aval <Hin4I
N1i3877I

| [
aaattgtctatgctcctatgttcttaaaaggacagtaaaagagatataaaaggtttcctgttctcgggagagacactgtce
tttaacagatacgaggatacaagaattttcctgtcattttctctatattttccaaaggacaagagccctcectctgtgacag
2490 2500 2510 2520 2530 2540 2550

>BtsI
|
aggataagcagtgggacgttaggtttaagtttctgatacctcttcagaaaaggggagagaaatgaggactgaaaccatta
tcctattcgtcaccctgcaatccaaattcaaagactatggagaagtcttttcececctctectttactecctgactttggtaat
2570 2580 2590 2600 2610 2620 2630

1760

1840

1920

2000

2080

2160

2240

2320

2400

2480

2560

2640
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>Bsrl
|
tctacttactggtttcagtcttaaaaacctttcgeccggaacaaaatcccagcaaaaaagaaaaccagggcaataaacctg < 2720
agatgaatgaccaaagtcagaatttttggaaagcggecttgttttagggtegttttttettttggtccecgttatttggac
2650 2660 2670 2680 2690 2700 2710

>TspGWI
<Bsgl
| |
tacctgcacggactaagttacagacaggtaggaacaatcctcgaaatcagccacacaacagtctgggaaacagtccaaaa < 2800
atggacgtgcctgattcaatgtctgtccatccttgttaggagectttagtcggtgtgttgtcagaccctttgtcaggtttt
2730 2740 2750 2760 2770 2780 2790

Mfel
I
attcgcgaaagcagtttaccagccgaaaatcctcgcagtcaaaaaacagagaaacttcatcgcaattgacgagacagtga < 2880
taagcgctttcgtcaaatggtcggcttttaggagecgtcagttttttgtctectttgaagtagecgttaactgctectgtcecact
2810 2820 2830 2840 2850 2860 2870
rightPFO0536EcCoRV

taagatcccatg < 2892
attctagggtac
2890

Einzelstrangige Sequenz des Inserts

Zusatzlicher Uberhang: 1-3
EcoRV/Smal — Schnittstelle: 4-9
PFO537do: 10-609
HMG-CoA Reduktase Tk0914 mit Gdh Promotor und Gdh Terminator: 610-2196
PFO537up: 2197-2883
EcoRV/Smal — Schnittstelle: 2884-2889
Zusatzlicher Uberhang: 2890-2892

ATCCCCATCTCATCAACAGGGAGGAAGAGCTAAATCTTTTGAGAGAGACGATTGAAAAAAGAATTGAGGAGTGGGGATGATTAGTGTG
GGAATTAGAGGATTTTGGGGCTTTGAATCAAGGTTCTCACCAAAAAACATTACTATGGTTGAAGTTTGAATAAAGCAGATTAAAACTT
CTCTICTGGTGTCAAGTTATTGATCAAAGACCTTTATATTTTGCTTGCCCTTACAAGAAAAGCATTGATAAAGACTGCAATAAATCCGA
AAAGGAAAAGTAATAGATATGGTAATGGACGAGAAGATAGTCCTATATACCTCCCAGGAGATCGCAGAAGAGCTGGATCTTAAGCTGT
TATCAGAAAAGTGTTGAAATACGTGGGGGCCGCTCCCTACCTATAATGTTATCTTGCCAATCTCACCGCAAGGTTTAAAAATTCTTAA
TAAGCATAGAGTTTCGAGTATGGACCGGTAGCCTAGCCAGGATAGGGCGGCGGCCTCCTAAGCCGCAGGTCCGGGGTTCAAATCCCCG
CCGGTCCGCCAAGTTICTTTTTAGACTTTTITTTGAGATTATTTTCTTGGGTACGATCAAGAAACTTATGATATTTAGGATAAGGGCATT
TCATCATTTTTATGAACTTTGATGAACGTAAAAGTCCTTTGGTGTATAAAAATTCCTCGATGTACATCGCTCCTTTTGGCGAAATCTC
CGAGAATTGGCCTTTIGTTCTTTTGGAAATTTCACTATTTAACTTTTTGTTCAAAACAGACTGTTTTCCAGCCTGTTTATCGAAAGGTT
TATATATGCAAACGCCTAAGTTAACCTCGCAGATTACCGAAATGAGGTGGTATGAATGAACTTTGAAGAGCTTGTTGAGAAGGTAGCA
AGCGGTGAAATTAAGCTCCACCAGGTCGAGAAGTACACGAACGGCGATAAAAAGCTCGCGACTGAAATAAGAAGAAAAGCCCTTGAGA
AAAAGCTCGGAATAAAGCTTGAGAACATCGGGCACTACTCAATAGATCCCAACCAGGTCATAGGAAAGAACATTGAGAACATGATCGG
CGTCGTCCAGATACCCATGGGCGTTGCTGGGCCGCTTAAAATCAACGGCGAGTACGCGAAAGGAGAGTTTTACATTCCTCTCGCCACA
ACTGAGGGCGCACTCGTTGCGAGCGTGAACCGCGGCTGTTICTGCCTTGACCGCTGCGGGAGGCGTTAAGACAACCCTAATAGACGACA
AGATGACGCGCGCGCCACTCCTCAAGTGTCCCGACGCGAGGAGGGCTAGAGAAGTTGCTGAGTGGGTGAAGAACAACCTTGACTACCT
CCAGGAGAAGGCGGTCTCAAAGGTCACCAGGCACGGGAAGCTGAGGGGTGTTAGGCCATTCATCGTGGGCAACAACCTCTATTTACGC
TTTGAGTTCGAGACCGGCGATGCAATGGGAATGAACATGGTCACGATAGCGAGCGAGGAGATAATGAAGGTCATCGAGGAGGAATTCC
CCGACGTGAAGTATCTTGCACTCTCCGGCAACCTCTGCGTTGACAAGAAGCCCAACGCGATGAACTTCATCAACGGGAGGGGCAAGAC
CGTCATTGCCGAGGCCGTGATTCCTCGGAAGATCGTCGAGGAGAAGCTGAAGACAACGCCTGAACTCATAGCCGAGGTGAACTACCGC
AAGAACCTCGTTGGTTCAGCGCAGGCCGGCTCGTACGGTTTCAACGCCCACTTCGGAAACATCGTCGGCGCGATATTCCTITGCTACCG
GGCAGGACGAGGCCCAGATAACAGAAGGATCACACGGCATAACTCTCGCCGAAGTAACGCCAGAGGGCGACCTCTACATCAGCATCAC
CATGCCGAGCCTTGAGATTGGGACAGTTGGCGGAGGTACAAGAGTCCCCACGCAGAGGGAGGCTCTCTCGATTATGGGCGTTGCCGGA
GGTGGAGACCCACCGGGAACGAACGCCAAGAAGTTICGCGGAGATAGTCGCTGGAGCAGTTCTCGCTGGCGAGCTTTCCCTGCTGGCGG
CGATAGCGGCGAAGCACCTAGCAAAGGCCCATAAGGAGCTTGGACGTTAGTTTICTTCTCCCTTITTCTCTIGTCCTTACTTITTCTGACG
TTCTGATGGTTCTCTAAGATTAAAAAACCAACTTGCCGCTATTCAAAAAACTAAATAAAAACGAAACAGAAGTTTAAGCCTTCGCATT
AACTTTTTCTATTTAAACAATTTICTAACCTCTATCAGTCTCAATCCCTICCATAAAACTCTITTTCTTAATTACTTTGTCTTCTAAAAGT
CTAACCCTTTAGTATGAGATATAGTAAATTGTATGCTTTCCCTGAACTCCTTGGCTACCTTCATTATCTCTCTTAATCCTTCAGTAAG
CCTGAGAACTAGAACTAAATTCCTCAACTTATAGCCTTTITITTTATAGTTCCCATAATATTTTTTGCTCAAAGGCTATTTTCCAAACTT
CAGTGTATTCCCAAATAAATTGTCTATGCTCCTATGTTCTTAAAAGGACAGTAAAAGAGATATAAAAGGTTTCCTIGTTCTCGGGAGAG
ACACTGTCAGGATAAGCAGTIGGGACGTTAGGTTTAAGTTTCTGATACCTCTTCAGAAAAGGGGAGAGAAATGAGGACTGAAACCATTA
TCTACTTACTGGTTTCAGTCTTAAAAACCTTTCGCCGGAACAAAATCCCAGCAAAAAAGAAAACCAGGGCAATAAACCTGTACCTGCA
CGGACTAAGTTACAGACAGGTAGGAACAATCCTCGAAATCAGCCACACAACAGTCTGGGAAACAGTCCAAAAATTCGCGAAAGCAGTT
TACCAGCCGAAAATCCTCGCAGTCAAAAAACAGAGAAACTTCATCGCAATTGACGAGACAGTGATAAGATCCCATG



Anhang
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2.2. pMUR272

Doppelstrangige Sequenz des Inserts

FwdFr-BPPromotorPstI
ctgcagtccttaacatttctccaaaatatttcggatttgtttaatatttaactgagatttaatttacaaatacgacaata
gacgtcaggaattgtaaagaggttttataaagcctaaacaaattataaattgactctaaattaaatgtttatgctgttat

10 20 30 40 50 60 70

taatctcacaaagataaaagttttatagaaaattttcttcatcattctgggtgataaatgtttatcaaagtaaagtttat
attagagtgtttctattttcaaaatatcttttaaaagaagtagtaagacccactatttacaaatagtttcatttcaaata
90 100 110 120 130 140 150

>NlaCI

Fwd Ago Protein | Fr-BP Promotor
taggaaaaatgttaacataagtttgtaaaattctggaggtgaaaaaATGCACCATCATCACCACCATAAAGCGAAAGTTG
atcctttttacaattgtattcaaacattttaagacctccactttttTACGTGGTAGTAGTGGTGGTATTTCGCTTTCAAC

170 180 190 200 210 220 230

RevFr-BPPromotor
Asel >AqulVv
| |

TTATTAATCTGGTAAAGATAAATAAAAAAATAATTCCAGATAAAATATATGTATATAGGCTCTTTAATGACCCAGAGGAA
AATAATTAGACCATTTICTATTTATTTTTTTATTAAGGTCTATTTTATATACATATATCCGAGAAATTACTGGGTCTCCTT

250 260 270 280 290 300 310

NdeI AclI <AlwI
| | |
GAACTTCAAAAAGAGGGATATTCTATTTATCGCCTTGCATATGAAAACGTTGGTATTGTTATTGATCCAGAGAATCTGAT
CTTGAAGTTTTTCTCCCTATAAGATAAATAGCGGAACGTATACTTTTGCAACCATAACAATAACTAGGTCTCTTAGACTA
330 340 350 360 370 380 390

Aval
N1i3877I
|
TATTGCCACCACAAAAGAGCTTGAATATGAGGGAGAATTTATTCCCGAGGGTGAAATATCATTCTCGGAATTGCGTAATG
ATAACGGTGGTGTTTTCTCGAACTTATACTCCCTCTTAAATAAGGGCTCCCACTTTATAGTAAGAGCCTTAACGCATTAC
410 420 430 440 450 460 470

Afl1II
I
ACTATCAGAGTAAACTTGTCTTAAGATTGTTGAAGGAGAATGGAATAGGTGAATATGAATTATCGAAACTTCTTAGGAAG
TGATAGTCTCATTTGAACAGAATTCTAACAACTTCCTCTTACCTTATCCACTTATACTTAATAGCTTTGAAGAATCCTTC
490 500 510 520 530 540 550

TTTAGAAAACCAAAAACTTTTGGGGATTATAAGGTCATTCCAAGCGTTGAGATGAGTGTGATAAAGCATGATGAAGATTT
AAATCTTTTGGTTTTTGAAAACCCCTAATATTCCAGTAAGGTTCGCAACTCTACTCACACTATTTCGTACTACTTCTAAA
570 580 590 600 610 620 630

<RleAI
|
TTATTTAGTAATTCATATAATTCATCAAATACAATCAATGAAAACACTGTGGGAGCTTGTAAACAAAGACCCTAAAGAGC
AATAAATCATTAAGTATATTAAGTAGTTTATGTTAGTTACTTTTGTGACACCCTCGAACATTTGTTTCTGGGATTTCTCG
650 660 670 680 690 700 710

<Hgal
<BsrDI
| |
TTGAAGAGTTTTTAATGACTCACAAGGAAAATTTAATGCTGAAGGACATTGCGTCACCACTTAAAACTGTTTATAAGCCT
AACTTCTCAAAAATTACTGAGTGTTCCTTTTAAATTACGACTTCCTGTAACGCAGTGGTGAATTTTGACAAATATTCGGA

730 740 750 760 770 780 790
BstZ1l7I BeclI
Accl >Bdal ScalI

| | |
TGCTTTGAAGAGTATACTAAAAAACCAAAACTTGATCATAATCAAGAAATAGTAAAGTACTGGTATAATTATCATATTGA
ACGAAACTTCTICATATGATTTTTTGGTTTTGAACTAGTATTAGTTICTTTATCATTTCATGACCATATTAATAGTATAACT
810 820 830 840 850 860 870

80

160

240

320

400

480

560

720
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MscI
Eael
|
AAGATATTGGAATACTCCAGAAGCTAAATTAGAGTTTTATAGAAAATTTGGCCAAGTTGATTTAAAACAACCTGCAATTC
TTCTATAACCTTATGAGGTCTTCGATTTAATCTCAAAATATCTTTTAAACCGGTTCAACTAAATTTTGTTGGACGTTAAG
890 900 910 920 930 940 950

TAGCGAAATTTGCATCTAAAATAAAGAAAAACAAAAATTACAAGATATATCTCTTGCCCCAATTAGTTGTCCCAACTTAT
ATCGCTTTAAACGTAGATTTTATTTICTTTTTGTTTTTAATGTTCTATATAGAGAACGGGGTTAATCAACAGGGTTGAATA
970 980 990 1000 1010 1020 1030

>Aqull <PlaDI
I I
AACGCCGAACAATTAGAAAGTGACGTGGCGAAAGAAATTTTAGAATATACAAAACTGATGCCAGAAGAACGTAAAGAGCT
TTGCGGCTTGTTAATCTTTCACTGCACCGCTTTCTTTAAAATCTTATATGTTTTGACTACGGTCTTCTTGCATTTCTCGA
1050 1060 1070 1080 1090 1100 1110

<FokI

<BtsCI

<StsI

|
TTTAGAAAACATCCTTGCAGAAGTTGATAGTGACATTATAGACAAATCATTAAGTGAAATTGAAGTAGAAAAAATTGCAC
AAATCTTTTGTAGGAACGTCTTCAACTATCACTGTAATATCTGTTTAGTAATTCACTTTAACTTCATCTTTTTTAACGTG

1130 1140 1150 1160 1170 1180 1190

AAGAATTGGAAAACAAAATAAGGGTTAGAGATGACAAAGGGAACAGTGTACCAATTTCTCAATTAAATGTTCAAAAATCT
TTCTTAACCTTTTGTTTTATTCCCAATCTCTACTGTTTCCCTTGTCACATGGTTAAAGAGTTAATTTACAAGTTTTTAGA
1210 1220 1230 1240 1250 1260 1270

CAATTACTACTTTGGACGAATTATTCACGAAAATATCCAGTTATATTGCCTTATGAAGTTCCAGAAAAGTTCAGAAAAAT
GTTAATGATGAAACCTGCTTAATAAGTGCTTTTATAGGTCAATATAACGGAATACTTCAAGGTCTTTTCAAGTCTTTTTA
1290 1300 1310 1320 1330 1340 1350

<Bael Xbal EcoRI
| | |
ACGGGAGATACCAATGTTTATAATTCTAGATTCAGGACTTCTTGCCGACATTCAAAATTTTGCAACTAATGAATTCAGGG
TGCCCTCTATGGTTACAAATATTAAGATCTAAGTCCTGAAGAACGGCTGTAAGTTTTAAAACGTTGATTACTTAAGTCCC
1370 1380 1390 1400 1410 1420 1430

NspI
I
AGTTAGTAAAGAGCATGTACTATAGTCTTGCCAAAAAATACAATAGTCTTGCCAAAAAAGCAAGGTCAACAAATGAAATA
TCAATCATTTCTCGTACATGATATCAGAACGGTTTTTTATGTTATCAGAACGGTTTTTTCGTTCCAGTTGTTTACTTTAT
1450 1460 1470 1480 1490 1500 1510

GGATTACCCTTTTTAGACTTTCGTGGGAAAGAAAAGGTTATAACTGAAGATTTAAACTCTGACAAAGGTATTATAGAAGT
CCTAATGGGAAAAATCTGAAAGCACCCTTTCTTTTCCAATATTGACTTICTAAATTTGAGACTGTTTCCATAATATCTTCA
1530 1540 1550 1560 1570 1580 1590

<BbvlI
BisI
Tsel
<R1.BceSIV
BthCI
BlsI
BspHI Stul Fnu4HI
| | |
TGTGGAGCAGGTATCTAGTTTCATGAAAGGAAAAGAACTAGGCCTAGCCTTTATAGCTGCAAGAAATAAACTTTCATCTG
ACACCTCGTCCATAGATCAAAGTACTTTCCTITTTCTTGATCCGGATCGGAAATATCGACGTTCTTTATTTGAAAGTAGAC
1610 1620 1630 1640 1650 1660 1670

Swal
|
AGAAGTTTGAGGAAATTAAAAGGAGACTCTTTAATTTAAATGTAATATCTCAAGTGGTTAACGAAGATACTTTAAAAAAT
TCTTCAAACTCCTTTAATTTTCCTCTGAGAAATTAAATTTACATTATAGAGTTCACCAATTGCTTCTATGAAATTTTTTA
1690 1700 1710 1720 1730 1740 1750

< 960

< 1040

< 1120

< 1200

< 1280

< 1360

< 1440

< 1520

< 1600

< 1680

< 1760
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>ApyPI
|
AAAAGAGACAAATACGATAGAAATCGACTTGATCTATTTGTCAGACACAACTTACTTTTTCAAGTATTATCTAAACTTGG
TTTTCTCTGTTTATGCTATCTTTAGCTGAACTAGATAAACAGTCTGTGTTGAATGAAAAAGTTCATAATAGATTTGAACC
1770 1780 1790 1800 1810 1820 1830

AGTAAAGTATTATGTGCTAGATTACAGGTTCAATTATGACTACATCATTGGAATTGATGTTGCTCCCATGAAGCGTTCTG
TCATTTCATAATACACGATCTAATGTCCAAGTTAATACTGATGTAGTAACCTTAACTACAACGAGGGTACTTCGCAAGAC
1850 1860 1870 1880 1890 1900 1910

<BceAI
<Bcefl
|
AGGGATATATAGGTGGTAGTGCCGTAATGTTTGACTCTCAAGGTTACATACGAAAAATTGTCCCAATTAAAATTGGTGAA
TCCCTATATATCCACCATCACGGCATTACAAACTGAGAGTTCCAATGTATGCTTTTTAACAGGGTTAATTTTAACCACTT
1930 1940 1950 1960 1970 1980 1990

<BsaXI
>BseRI >NgoAVIII
>Aqulll >SdeOSI
([ |
CAAAGAGGAGAATCAGTTGACATGAATGAGTTTTTCAAAGAAATGGTTGATAAATTTAAAGAGTTCAATATTAAGCTAGA
GTTTCTCCTCTTAGTCAACTGTACTTACTCAAAAAGTTTICTTTACCAACTATTTAAATTTCTCAAGTTATAATTCGATCT
2010 2020 2030 2040 2050 2060 2070

Bspl286I
BanII
|
TAATAAGAAAATACTACTTCTAAGAGATGGAAGAATTACTAATAACGAAGAAGAAGGGCTCAAGTATATTTCCGAGATGT
ATTATTCTTTTATGATGAAGATTCTCTACCTTICTTAATGATTATTGCTTCTTCTTCCCGAGTTCATATAAAGGCTCTACA
2090 2100 2110 2120 2130 2140 2150

< 1840

< 1920

< 2000

< 2080

< 2160

<CdiI DraIll AvrII

| | I
TTGATATTGAGGTGGTCACGATGGACGTGATAAAAAATCACCCTGTGAGAGCCTTTGCTAATATGAAAATGTACTTTAAC
AACTATAACTCCACCAGTGCTACCTGCACTATTTTTTAGTGGGACACTCTCGGAAACGATTATACTTTTACATGAAATTG

2170 2180 2190 2200 2210 2220 2230

CTAGGTGGTGCAATATACCTAATCCCCCATAAGCTCAAACAAGCTAAAGGAACACCAATACCAATAAAGTTAGCCAAAAA
GATCCACCACGTTATATGGATTAGGGGGTATTCGAGTTTIGTTCGATTTCCTTGTGGTTATGGTTATTTCAATCGGTTTTT
2250 2260 2270 2280 2290 2300 2310

Zral
AatII
BsaHI EcoRV
| |
GAGGATAATTAAGAATGGAAAAGTCGAGAAGCAGAGTATCACTAGACAGGACGTCTTAGATATCTTCATTTTAACTCGTC
CTCCTATTAATTCTTACCTTTTCAGCTCTTCGTCTCATAGTGATCTGTCCTGCAGAATCTATAGAAGTAAAATTGAGCAG
2330 2340 2350 2360 2370 2380 2390

Cac8I
<Acil
| |
TTAACTATGGGAGTATTTCTGCTGATATGCGGTTGCCAGCACCCGTTCACTATGCTCACAAGTTTGCAAATGCAATCAGA
AATTGATACCCTCATAAAGACGACTATACGCCAACGGTCGTGGGCAAGTGATACGAGTGTTCAAACGTTTACGTTAGTCT
2410 2420 2430 2440 2450 2460 2470

<BpulOI
<BbvCI
EcoNI
| |
AATGAATGGAAAATAAAAGAAGAGTTCCTTGCTGAGGGATTTTTGTATTTTGTTTGAcattaactttttctatttaaaca
TTACTTACCTTTTATTTTCTTCTCAAGGAACGACTCCCTAAAAACATAAAACAAACTgtaattgaaaaagataaatttgt
2490 2500 2510 2520 2530 2540 2550

<BbsI
<Bbr7I
|
atttctaacctctatcagtctcaatccctccataaaactcttttcttaattactttgtcttctaaaagtctaacccttta
taaagattggagatagtcagagttagggaggtattttgagaaaagaattaatgaaacagaagattttcagattgggaaat
2570 2580 2590 2600 2610 2620 2630

< 2240

< 2320

< 2400

< 2480

< 2560

< 2640
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gtatgagatatagtaaattgtatgctttccctgaactccttggctaccttcattatctctcttaateccttcagtaagect < 2720
catactctatatcatttaacatacgaaagggacttgaggaaccgatggaagtaatagagagaattaggaagtcattcgga
2650 2660 2670 2680 2690 2700 2710

Rev Ago Terminator PstI

gagactgcag < 2730
ctctgacgtc

Einzelstrdngige Sequenz des Inserts

Zusatzlicher Uberhang: 1-3
Pstl — Schnittstelle: 4-9
Fr-1,6-BP-Promotor: 10-198
PF0537 mit 6xHis-Tag und Terminator: 199-2730
Pstl— Schnittstelle: 2731-2733
Zuséatzlicher Uberhang: 2734-2736

CACCTGCAGTCCTTAACATTITCTICCAAAATATTTCGGATTTGTTTAATATTTAACTGAGATTTAATTTACAAATACGACAATATAATC
TCACAAAGATAAAAGTTTTATAGAAAATTTTCTTCATCATTCTGGGTGATAAATGTTTATCAAAGTAAAGTTTATTAGGAAAAATGTT
AACATAAGTTTIGTAAAATTCTGGAGGTGAAAARAATGCACCATCATCACCACCATAAAGCGAAAGTTGTTATTAATCTGGTAAAGATAA
ATAAAAAAATAATTCCAGATAAAATATATGTATATAGGCTICTTTAATGACCCAGAGGAAGAACTTCAAAAAGAGGGATATTCTATTTA
TCGCCTTGCATATGAAAACGTTGGTATTGTTATTGATCCAGAGAATCTGATTATTGCCACCACAAAAGAGCTTGAATATGAGGGAGAA
TTTATTCCCGAGGGTGAAATATCATTCTCGGAATTIGCGTAATGACTATCAGAGTAAACTTGTCTTAAGATTIGTTGAAGGAGAATGGAA
TAGGTGAATATGAATTATCGAAACTTCTTAGGAAGTTTAGAAAACCAAAAACTTTTGGGGATTATAAGGTCATTCCAAGCGTTGAGAT
GAGTGTGATAAAGCATGATGAAGATTTTTATTTAGTAATTCATATAATTCATCAAATACAATCAATGAAAACACTGTGGGAGCTTGTA
AACAAAGACCCTAAAGAGCTTGAAGAGTTTTTAATGACTCACAAGGAAAATTTAATGCTGAAGGACATTGCGTCACCACTTAAAACTG
TTTATAAGCCTTGCTTTGAAGAGTATACTAAAAAACCAAAACTTGATCATAATCAAGAAATAGTAAAGTACTGGTATAATTATCATAT
TGAAAGATATTGGAATACTCCAGAAGCTAAATTAGAGTTTTATAGAAAATTTGGCCAAGTTGATTTAAAACAACCTGCAATTCTAGCG
AAATTTGCATCTAAAATAAAGAAAAACAAAAATTACAAGATATATCTCTTGCCCCAATTAGTTGTCCCAACTTATAACGCCGAACAAT
TAGAAAGTGACGTGGCGAAAGAAATTTTAGAATATACAAAACTGATGCCAGAAGAACGTAAAGAGCTTTTAGAAAACATCCTTGCAGA
AGTTGATAGTGACATTATAGACAAATCATTAAGTGAAATTGAAGTAGAAAAAATTGCACAAGAATTGGAAAACAAAATAAGGGTTAGA
GATGACAAAGGGAACAGTGTACCAATTTCTCAATTAAATGTTCAAAAATCTCAATTACTACTTITGGACGAATTATTCACGAAAATATC
CAGTTATATTGCCTTATGAAGTTCCAGAAAAGTTCAGAAAAATACGGGAGATACCAATGTTTATAATTCTAGATTCAGGACTTCTTGC
CGACATTCAAAATTTTGCAACTAATGAATTCAGGGAGTTAGTAAAGAGCATGTACTATAGTCTTGCCAAAAAATACAATAGTCTTGCC
AAAAAAGCAAGGTCAACAAATGAAATAGGATTACCCTTTTTAGACTTTCGTGGGAAAGAAAAGGTTATAACTGAAGATTTAAACTCTG
ACAAAGGTATTATAGAAGTTGTGGAGCAGGTATCTAGTTTCATGAAAGGAAAAGAACTAGGCCTAGCCTTTATAGCTGCAAGAAATAA
ACTTTCATCTGAGAAGTTTGAGGAAATTAAAAGGAGACTCTTTAATTTAAATGTAATATCTCAAGTGGTTAACGAAGATACTTTAAAA
AATAAAAGAGACAAATACGATAGAAATCGACTTGATCTATTTGTCAGACACAACTTACTTTTTCAAGTATTATCTAAACTTGGAGTAA
AGTATTATGTGCTAGATTACAGGTTCAATTATGACTACATCATTGGAATTGATGTTGCTCCCATGAAGCGTTCTGAGGGATATATAGG
TGGTAGTGCCGTAATGTTTGACTCTCAAGGTTACATACGAAAAATTGTCCCAATTAAAATTGGTGAACAAAGAGGAGAATCAGTTGAC
ATGAATGAGTTTTTCAAAGAAATGGTTGATAAATTTAAAGAGTTCAATATTAAGCTAGATAATAAGAAAATACTACTTCTAAGAGATG
GAAGAATTACTAATAACGAAGAAGAAGGGCTCAAGTATATTTCCGAGATGTTTGATATTGAGGTGGTCACGATGGACGTGATAAAAAA
TCACCCTGTGAGAGCCTTTGCTAATATGAAAATGTACTTTAACCTAGGTGGTGCAATATACCTAATCCCCCATAAGCTCAAACAAGCT
AAAGGAACACCAATACCAATAAAGTTAGCCAAAAAGAGGATAATTAAGAATGGAAAAGTCGAGAAGCAGAGTATCACTAGACAGGACG
TCTTAGATATCTTCATTTTAACTCGTCTTAACTATGGGAGTATTTCTGCTGATATGCGGTTGCCAGCACCCGTTCACTATGCTCACAA
GTTTGCAAATGCAATCAGAAATGAATGGAAAATAAAAGAAGAGTTCCTTGCTGAGGGATTTTIGTATTTTIGTTTGACATTAACTTTTT
CTATTTAAACAATTTCTAACCTCTATCAGTCTCAATCCCTCCATAAAACTCTITTTICTTAATTACTTTGTCTTICTAAAAGTCTAACCCT
TTAGTATGAGATATAGTAAATTGTATGCTTTCCCTGAACTCCTTGGCTACCTTCATTATCTCTICTTAATCCTTCAGTAAGCCTGAGAC
TGCAGCAC



Anhang 133

3. Begleit-CD

Die Begleit-CD ist auf der Innenseite des rickwartigen Umschlags angeheftet. Da moglicherweise
einige Abbildungen in dieser Arbeit druckerbedingt nicht optimal wiedergegeben werden konnten,
ist die Arbeit zuséatzlich als PDF-Datei angehangt.
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