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Einleitung

1. Einleitung

1.1 RNA-Interferenz (RNAi)

RNAi beschreibt einen Mechanismus, der in Eukaryoten weit verbreitet ist und dessen
charakteristisches Merkmal kleine regulatorische RNAs sind. Diese regulatorischen RNAs werden
meist aus ldngeren doppelstrangigen RNAs (dsRNA) geschnitten bzw. synthetisiert und markieren
Homologie vermittelt, komplementare messenger RNAs (mRNA) und fiihren so zu deren Abbau.
Durch diesen Mechanismus konnen Gene reguliert und stillgelegt werden. Zuerst wurde dieses
Phdanomen in Petunien (Petunia hybrida) beschrieben. Hier wurden zuséatzliche Kopien eines Gens,
welches fir die Bliutenfarbe kodiert, in die Pflanzen eingebracht um neue Farbvarianten zu
generieren. Diese zusatzlichen Genkopien fihrten jedoch zu einem post-transkriptionellen Gen
silencing (PTGS) des endogenen Gens und deshalb zu fast farblosen Bliten (Napoli et al., 1990).
Wenig spater beschrieben A. Fire und Kollegen die Rolle von dsRNA in der RNAi-Maschinerie in
Caenorhabditis elegans (C. elegans) (Fire et al., 1998). Sie konnten mit ihren Versuchen zeigen, dass
eine doppelstrangige RNA den Abbau einer homologen messenger RNA viel effizienter triggert als die
jeweiligen Einzelstrange. Heute weil man, dass RNAi ein weit verbreitetes Instrument ist um sowohl
exogene RNAs wie z.B. virale RNA oder Retro-Transposons (Girard und Hannon, 2007) unschéadlich zu
machen, als auch um die Expression endogener Gene zu regulieren. Neben dem PTGS gibt es auch
den Weg des transkriptionellen silencings (TGS). Hierbei werden die regulatorischen RNAs nicht zu
einer mRNA geleitet und deren Abbau vermittelt, sondern binden direkt an das Chromatin oder an
naszierende Transkripte davon und rekrutieren modifizierende Enzyme. Diese kénnen verschiedene
Modifizierungen, wie z.B. Methylierungen oder Acetylierungen setzen, die das Chromatin in seinem
Zustand halten oder dandern. So vermittelt z.B. eine Trimethylierung des neunten Lysins am Histon 3
(H3K9me3) eine dichtere Packung des Chromatins und daher beglinstigt solch eine Modifikation eher
den Zustand von Heterochromatin (Le Thomas et al., 2013). Wohingegen eine Acetylierung
bestimmter Regionen, wie z.B. die Promotorregion oder das 5" Ende des kodierenden Bereichs eher
den Zustand des transkriptionell aktiven Euchromatins begiinstigt (Kouzarides, 2007).

RNAI ist ein komplexer Mechanismus (Abbildung 1.1) bei dem mehrere Komponenten eine wichtige
Rolle spielen. Zu den Kernkomponenten zdhlen Dicer, RNA abhdngige RNA-Polymerasen (RdRP) und
Argonauten bzw. Piwi-Proteine (vgl. Kapitel 1.1.1). Dicer sind in die initiale Synthese von
doppelstrangigen regulatorischen RNAs, die sogenannten primaren RNAs involviert (Bernstein et al.,
2001). Die RdRPs sind dagegen in die Amplifizierung der von den Dicern synthetisierten RNAs
involviert. Sie generieren eine andere Klasse an regulatorischen RNAs, die sogenannten sekundaren
RNAs. Beide Klassen an regulatorischen RNAs werden jedoch anschlieRend durch das Binden an ein
Argonauten-Protein stabilisiert und zum Zielort in der Zelle gebracht, wo sie an homologe Stellen
binden und somit eine Reaktion in der Zelle hervorrufen kénnen (Buck und Blaxter, 2013; Naqvi et
al., 2009).
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Abbildungl.1: Schematische Darstellung der RNA-Interferenz im Aligemeinen. Eine doppelstriangige RNA wird von einem
Dicer-Enzym (Dcr) zu 21-23 nt groRen regulatorischen RNAs geschnitten, die an den jeweiligen Enden des Duplexes einen
Uberhang von 2 nt aufweisen (Bernstein et al., 2001). Der guide-Strang des siRNA-Duplexes wird an ein Argonauten-
Protein (Ago) gebunden. RNA abhdngige RNA-Polymerasen (RdRP) kénnen weitere regulatorische RNAs synthetisieren,
indem sie den passenger-Strang des primdren siRNA-Duplexes gebunden an eine RNA als Template nutzen. Der vom Ago
gebundene guide-Strang kann Homologie abhdngig entweder eine mRNA zur Degradation (PTGS) oder modifizierende
Enzyme (mod. Enzym) zum Chromatin rekrutieren und dessen Zustand so beeinflussen (TGS).

RNAi-Mechanismen sind in den meisten Eukaryoten hoch konserviert. Die initiale Doppelstrang-RNA
kann jedoch unterschiedlichen Ursprungs sein. So kénnen einfache Doppelstrange aber auch Hairpin-
Konstrukte als Trigger dienen um zu kleinen RNAs prozessiert zu werden. Dabei entstehen
verschiedene regulatorische RNA-Spezies, die wiederum verschiedene RNAi-vermittelte Reaktionen
in der Zelle, wie z.B. das TGS, das PTGS aber auch eine Repression der Translation bewirken kénnen
(Meister und Tuschl, 2004). Eine Ubersicht aus diesem Review ist in Abbildung 1.2 dargestellt.



Einleitung

Rlscl miRNI Pl

e

Transiational
repression

RITSl RISC mnRNPl RITS Rlscl mﬂNPl

1 SN 3 O R S8 SO

|
Chromatin Transtational |
moddication repression |
|

1

1
S. pombe A. thaliana D. melanogaster : C. elegans/mammals
1
I I T ) I I | I 1)

| ~

oCcL2 DCR-1/ |
Dacotl BoLs l ocLt l DCA l oeRs l | DcW
1
| 1
1
1
1
P P | P P P P | P
FTTITTRY uuue | =
ETTTITR ETTITTN e BTTTTTE ETTITIN FTTTIIRS : witp
rasiRNA MIRNA rasiRNA  mIRNA/SIRNA mIRNA rasiRNA MIRNA/SIRNA mMIRNA | MRNA/SIRNA MIRNA

1
1
1
1
1
1
1
1
|

Chromatin
modiication

Chromatin

Transtational
modification  RNA cleavage ;

RNA cleavage repression

RNA cleavage RNA cleavage

Abbildung 1.2: Schematische Ubersicht unterschiedlicher RNAi-Mechanismen in verschiedenen Organismen aus Meister
und Tuschl, 2004. Dargestellt sind RNAi-Wege aus Schizosaccharomyces pombe (S. pombe), Arabidopsis thaliana (A.
thaliana), Drosophila melanogaster (D. melanogaster) und Caenorhabditis elegans (C. elegans). Als initialer Trigger
werden Doppelstriange und Hairpin-Konstrukte beschrieben, die vermittelt durch verschiedene Dicer unterschiedliche
Klassen an siRNAs, wie z.B. si- (short interfering), mi- (micro) oder rasiRNAs (repeat associated siRNAs) synthetisieren.
Diese vermitteln die entsprechende Reaktion in der Zelle wie z.B. die Degradation einer mRNA, die Repression der
Translation oder die Modifizierung von Chromatin.

1.1.1 Wichtige Komponenten des RNAi-Mechanismus

1.1.1.1 Dicer (Dcr)

Dicer-Enzyme (Dcr) oder Dicer-like-Proteine (Dcl) sind Endoribonukleasen des Typs lll. Sie weisen
eine Vielzahl an verschiedenen Domanen auf (vgl. Abbildung 1.3), mit Hilfe derer sie RNA erkennen,
binden und zu kleinen RNA-Spezies prozessieren kénnen (Naqvi et al., 2009; Meister und Tuschl,
2004). Dabei erkennen Dicer ausschlieBlich lange doppelstrangige RNAs und schneiden sie zu kleinen
doppelstrangigen RNAs, deren Lange durch den Abstand der RNAse Ill-Domanen festgelegt wird. So
weisen z.B. siRNAs eine Liange von 18-26 nt auf und tragen einen charakteristischen 2 nt langen
Uberhang am 3" Ende (Bernstein et al., 2001). Bernstein und Kollegen haben bei Studien an
Zellextrakten aus Drosophila zuerst entdeckt, dass die initiale Synthese der siRNAs von anderen
Proteinen vermittelt wird, als die RNAi-vermittelte Degradation einer mRNA (Bernstein et al., 2001).
Nachdem jedoch bekannt war, dass das initiale Enzym eine Ribonuklease sein musste, die spezifisch
flr doppelstrangige RNAs ist, Uberpriifte die Arbeitsgruppe um Bernstein sdmtliche bekannten
Enzyme dieser Art und entdeckte, dass nur die Endoribonukleasen des Typs Ill die flr Drosophila
charakteristische Lange an 21-23 nt siRNAs synthetisiert und gaben diesem Enzym den Namen Dicer
(Bernstein et al., 2001). Danach wurden auch fiir andere Organismen Dicer-Enzyme beschrieben, die
solch eine Aktivitdt beschrieben (Sontheimer, 2005). Da Dicer in die initiale Synthese der siRNAs
involviert sind, sind sie essentiell fir die RNAi-Maschinerie (Fukagawa et al., 2004; Elbashir et al.,
2001).
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Abbildung 1.3: Schematische Darstellung der Domanen unterschiedlicher Dicer Homologe aus verschiedenen Organismen
nach Meister und Tuschl, 2004. Uber die dsRBD-Domine (Doppelstrang-RNA-Bindedomaine; braun) kann doppelstringige
RNA erkannt und gebunden werden. Die zwei RNAse lll-Domdnen (griin) prozessieren das Template zu kleinen
regulatorischen RNAs. Die PAZ-Domaéne (blau) interagiert mit dem 3" Ende der gebundenen RNA. Die genaue Funktion
der DUF 283-Domédne (gelb) ist ungeklirt. Die Helikase-Domine (rot) kann Nukleinsduren entwinden und
Proteininteraktionen I6sen und somit dem Enzym den Zugang zur dsRNA ermoglichen.

1.1.1.2 RNA abhiingige RNA-Polymerasen (RdRP)

RdRPs sind Polymerasen, die RNA als Template benutzen um RNA zu synthetisieren. In RNAi-
Mechanismen tragen sie dazu bei, dass immer neue kleine regulatorische RNAs, die zum Silencing
des Zielgens flihren, synthetisiert werden. Diese sekundaren regulatorischen RNAs sind somit fur die
Amplifizierung des Signals und damit fir die Verstarkung des Phanotyps notwendig. Ob RdRPs jedoch
ein einzelnes langes Transkript synthetisieren, dass anschlieRend zu einzelstrangigen regulatorischen
RNAs gespalten wird, oder ob sie de novo kleine RNAs synthetisieren, konnte bis jetzt nicht eindeutig
geklart werden und hangt von der einzelnen RdRP ab.

Die ersten Beschreibungen beruhen auf Beobachtungen bei Augenbohnen, die mit einem
Mosaicvirus infiziert waren. Hier konnte beobachtet werden, dass die RdRPs der Pflanzen verstarkt
exprimiert wurden (Zabel et al., 1974). Daraus schloss man, dass die pflanzeneigenen RdRPs vom
Virus benutzt werden um die virale RNA abzulesen. Heute weill man, dass die RARPs der Pflanze stark
exprimiert werden um siRNAs zu synthetisieren, die die virale RNA stilllegen und die Pflanze somit
gegen den Virus schiitzen.

Allen eukaryotischen RdRPs ist eine C-terminale RdRP-Domane gleich, die meist ein DLDGD-Motiv
enthalt. Das Leucin an zweiter Stelle des Motivs kann jedoch auch durch andere Aminosauren ersetzt
werden. Allerdings ist das nur flir wenige Ausnahmen beschrieben (Wassenegger et al., 2006). Das
terminale Aspartat dieses Motivs wurde als essentiell fir die Aktivitdat einiger RdRPs in vitro
beschrieben (Wassenegger et al., 2006). Es bleibt jedoch zu erwahnen, dass nicht in jedem RNAi-
Mechanismus zwingend RdRPs vorkommen missen. Bei Sdugern konnten bis jetzt keine RdRPs
nachgewiesen werden.

Transitivitat ist ein Phanomen, das bei RNAi-Mechanismen von einer RdRP-Aktivitdt und damit von
der Bildung sekundarer siRNAs abhangt. Transitivitdt beschreibt folglich das Vorkommen von
sekundaren siRNAs und die Ausbreitung des damit verbundenen Phanotyps lber das urspriingliche
Triggermolekil hinaus. Die gebildeten sekundaren siRNAs bewirken nicht nur ein Silencen des
Zielgens, sondern bewirken auch das Stilllegen unmittelbar benachbarter Regionen (Vazquez und
Hohn, 2012). Dabei werden die sekundaren siRNAs vorzugsweise von RNAs gebildet, die urspriinglich
das Ziel von primaren siRNAs waren (Cuperus et al., 2010; Chen et al., 2010). In Arabidopsis wurde
die Synthese der sekundaren transitiven siRNAs ausfiihrlich untersucht und beschrieben. Es konnte
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gezeigt werden, dass zundchst 22 nt lange priméare kleine RNAs (small RNAs, sRNAs) an Agol
gebunden werden und das Schneiden einer homologen mRNA mit Hilfe der Slicer-Aktivitdt von Agol
vermitteln (Cuperus et al., 2010; Chen et al., 2010). Das Binden einer 22 nt langen miRNA an Agol
induziert zudem eine Konformationsanderung des Agol, was die Rekrutierung der RNA abhangigen
RNA-Polymerase 6 (RdR6) und einem weiteren Protein SGS3 vermittelt (Manavella et al., 2012). Die
genaue Funktion von SGS3 ist nicht vollstandig aufgeklart, jedoch konnte belegt werden, dass dieses
Protein die von Agol geschnittenen Halften der mRNA stabilisiert und vor Abbau schiitzt (Yoshikawa
et al., 2005). Die von Ago1l geschnittene Halfte der mRNA, die das 5" Ende enthélt, wird von RdR6 und
SGS3 zu einem Doppelstrang umgesetzt, welcher anschlieRend von einem Dicer-like Protein, dem
Dcl4, zu sekundaren sogenannten tasiRNAs (trans-acting small interfering RNA) geschnitten wird,
welche dann weitere RNAs zur Degradation markieren (Manavella et al., 2012; Yoshikawa, 2013).
Durch eine solche Transitivitat kdnnen Stilllegungs-Kaskaden in Gang gebracht werden, bei denen das
Stilllegen von einem Lokus ausgehend auf angrenzende Regionen (iberspringt (Vermeersch et al.,
2010).

Fir Pflanzen wurde ein weiteres Phdnomen entdeckt, das von einer RNA abhidngigen RNA-
Polymerase und deren gebildeten sekundaren siRNAs abhangt und als ,Spreading” bezeichnet wird.
Es beschreibt das systemische Verbreiten von sekundaren siRNAs von Zelle zu Zelle und {iber das
Phloem durch die ganze Pflanze (Dunoyer et al., 2010; Molnar et al., 2010; Liang et al., 2012).

1.1.1.3 Argonauten- (Ago) / Piwi-Proteine

Argonauten (Ago) sind Proteine, die liber ihre PAZ-Domane (,,PIWI-Argonaut—Zwille-Domane*“) kleine
RNA-Spezies binden und zu einem Zielort in der Zelle leiten kdnnen (Naqvi et al., 2009). Zudem
besitzen sie eine PIWI-Domane (,P element-induced wimpy testis-Doméane”), welche auch eine
Endonukleaseaktivitat besitzen kann (vgl. Abbildung 1.4). Einige Proteine dieser Klasse sind dadurch
in der Lage, die gebundene RNA zu Spalten. Dies wird auch als Slicing-Aktivitdt bezeichnet
(Gunawardane et al., 2007).

D. melanogaster AGO2

| ] []
W PAZ

H. sapiens AGO2 O PIWI

] []

Abbildung 1.4: Schematische Darstellung der Domanen unterschiedlicher Ago Homologe aus verschiedenen Organismen
nach Meister und Tuschl, 2004. Die PAZ-Domine (dunkelblau) ist eine konservierte Domine in allen bekannten
Ago/Piwi-Proteinen. Ihre Funktion ist das Binden der RNA-Spezies. Die PIWI-Domiine (hellblau) beinhaltet einen RNAse H
adhnlichen Abschnitt, durch welchen die Sliceraktivitat einiger Piwis zustande kommt. Zudem vermittelt diese Doméne die
dsRNA-vermittelte Hydrolyse von kleinen einzelstrangigen RNAs.

Die Piwi-Proteine bilden eine Unterklasse innerhalb der Argonauten Familie. Argonauten und Piwis
sind sowohl in Pflanzen als auch in Tieren hoch konserviert, jedoch besitzt jeder Organismus eine
unterschiedliche Anzahl von ihnen (vgl. Tabelle 1.1).
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Tabelle 1.1: Argonauten-Proteine und deren Verteilung in diversen Organsimen. Aufgefiihrt sind die Organismen, die
Klasse der Proteine mit der Anzahl, der bisher beschriebenen Vertreter und die Quelle der Angabe.

Organismus Argonauten | Piwis Quelle
Paramecium tatraurelia - 15 (+3) Bouhouche et al., 2011
Tetrahymena thermophila - 12 Couvillion et al., 2009
Drosophila melanogaster 3 2 Williams und Rubin, 2002
Arabidopsis thaliana 10 - Hunter et al.,2003
Cenorhabtidis elegans 18(Wago) 3 Faehnle et al., 2007

5 (Ago) Montgomery et al., 2012
Homo sapiens 4 4 Sasaki et al., 2003

Durch ihre Fahigkeit RNA-Spezies zu binden und zu transportieren, ist diese Klasse an Proteinen ein
wichtiger Faktor in der Regulation von Genen, da sie sowohl transkriptionelles als auch post-
transkriptionelles Silencing vermitteln kénnen. Zudem stellen die Argonauten eine wichtige
Komponente des sogenannten RISC-Komplexes (RNA induced silencing complex) bei RNAi-
Mechanismen dar.

Argonauten werden meist konstitutiv exprimiert, wahrend Piwis oftmals auf die Keimbahnen
beschrankt, exprimiert werden. Dort wurden sie auch zuerst bei Untersuchungen der Keimzellen von
Drosophila beschrieben (Hock et al., 2008).

1.2 Stabilisierung von siRNAs durch die 2"-0-Methyltransferase Hen1

Das Enzym Hua Enhancer (Henl) wurde zuerst in A. thaliana entdeckt und beschrieben, als die
Gruppe um Chen Entwicklungsstudien der Blite durchgefihrt hatten (Chen et al., 2002). Sie
untersuchten den Phadnotyp des Blitenstandes in hual-1 und hual-2 Doppelmutanten, wobei sie
feststellten, dass die Bliite spater begann und die Pflanzen unférmige Bliitenstande aufwiesen, die
zur Unfruchtbarkeit der Pflanze fiihrten (Chen et al., 2002). Dieser Phanotyp konnte spater darauf
zuriickgefiihrt werden, dass die fiir die Regulierung dieser Phanotypen wichtigen kleinen RNAs in den
Hen-Mutanten stark reduziert waren und ihre Aufgabe somit nicht mehr ausfiihren konnten. In einer
weiteren Studie wurden miRNAs aus Arabidopsis genauer charakterisiert und dabei entdeckt, dass
diese eine Methylgruppe an ihrem 3° Ende tragen (Yu et al.,, 2005). Im Laufe der Studie konnte
gezeigt werden, dass diese Methylgruppe von Henl am 2°-OH der Ribose des letzten Nukleotids
angehangt wird (Yu et al., 2005). Zudem konnte hier gezeigt werden, dass in Hen1l-Mutanten, die
GroRRe der miRNAs stark variiert und die detektierbare Menge an miRNAs erheblich abnimmt (Yu et
al., 2005). Die Variabilitat der GroRe der miRNAs beruht auf dem Anhdngen eines poly-U-Schwanzes,
wie von Ji und Chen spater beschrieben wurde (Ji und Chen, 2012). Diese Polyuridinylierung ist
vermutlich eine Markierung fiir die Zelle, die miRNA abzubauen. Somit stellt die Methylierung kleiner
RNA-Spezies in A. thaliana einen Schutz gegen die Polyuridinylierung und den daraus resultierenden
3’-5" Abbau durch Nukleasen dar (Ji und Chen, 2012). Durch Studien an Henl-Mutanten konnte
belegt werden, dass die Methylierung einer RNA-Spezies diese vor dem Anhangen zusatzlicher
Nukleotide, die schlieRlich als Markierung fiir die Degradation gilt, schiitzt (Yu et al., 2005; Li et al.,
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2005; Kurth und Mochizuki, 2009). Das Methylieren einer RNA-Spezies dient also der selektiven
Stabilisierung dieser und ist eine weit verbreitete Modifikation (Huang, 2012).

Eine Methylierung kleiner RNA-Spezies wurde auch in tierischen Organismen wie Drosophila oder der
Maus beschrieben (Saito et al., 2007; Horwich et al., 2007) und auch hier wurden Henl und seine
Homologe als die Enzyme beschrieben, welche fiir die Methylierung verantwortlich sind. Allerdings
unterscheiden sich tierische und pflanzliche Henl-Homologe voneinander. Als die Gruppe um Mui
Chan die biochemischen Eigenschaften und die Struktur von Henl-Homologen genauer
untersuchten, konnten sie ebenfalls pflanzliche und tierische Henl-Homologe unterscheiden (Mui
Chan et al., 2009). Sie erkannten, dass pflanzliche Henl-Homologe relativ grolRe Proteine sind, die
aus ca. 940 Aminosauren aufgebaut sind und deren MTase-Domane am C-terminalen Ende dieser
Aminosauresequenz liegt. Sie konnten zudem in in vitro Versuchen zeigen, dass pflanzliche Henl-
Homologe ausschlieBlich doppelstrangige RNAs einer GréRe von 21-24 nt methylieren, die einem
klassischen Dicerschnitt zufolge einen 2 nt langen Uberhang an ihrem 3 Ende aufweisen (Mui Chan
et al., 2009). Tierische Henl-Homologe dagegen sind mit 340 Aminosauren gerade einmal halb so
grolR wie die pflanzlichen und die MTase-Doméne der tierischen Vertreter liegt am N-terminalen
Ende des Proteins. Zudem zeigte sich hier, dass Henl-Homologe tierischen Ursprungs ausschlielRlich
in der Lage sind einzelstrangige RNA-Spezies zu methylieren, wie sie z.B. durch die Slicer-Aktivitat von
Piwi-Proteinen zustande kommen, nicht jedoch doppelstrangige Dicer generierte RNA-Spezies (Mui
Chan et al., 2009). Allerdings konnte auch nur ein Strang der doppelstrangigen Dicer-generierten
RNAs stabilisiert und anschlieBend methyliert werden (Kawamata et al., 2010; Tomari et al., 2004;
Schwarz et al., 2003; Khvorova et al., 2003).

Eine Klassifizierung der Hen1l-Homologe aus verschiedenen Organismen wurde auch von Raven H.
Huang beschrieben. Huang hat phylogenetische Studien mit Henl-Sequenzen durchgefihrt und
dabei, wie Mui Chan und seine Kollegen, herausgefunden, dass die meisten der untersuchten Henl-
Homologe in drei groRen Gruppen clustern (Huang, 2012). Gruppe 1 besteht aus 18 Vertretern der
Viridiplantae. Dieses Cluster zeichnet sich durch die GroRe der Henl-Proteine aus. Sie weiRen alle
eine GrolRe von 810-970 Aminosduren auf und tragen die MTase-Domane an ihrem C-terminalen
Ende (Huang, 2012). Dies bestatigt die Ergebnisse von Mui Chan und seinen Kollegen. Die zweite
Gruppe besteht aus 65 analysierten Aminosauresequenzen der Metazoa, 14 Sequenzen von Pilzen,
vier der Euglenozoa und zwei Sequenzen der Alveolata. All diesen untersuchten
Aminosduresequenzen ist im Vergleich zu den pflanzlichen gemein, dass sie die MTase-Domane
dagegen am N-terminalen Ende tragen (Huang, 2012). Dies stimmt ebenfalls mit der Studie von Mui
Chan und seinen Kollegen iiberein. Eine Ubersicht des Aufbaus der Homologe von einzelnen
Vertretern ist an Abbildung 1.5 dargestellt. Das dritte groRe Cluster der Studie von Huang beinhaltet
Aminosauresequenzen der bakteriellen Henl-Homologe (Huang, 2012). Das bakterielle Hen1 ist in
die Reparatur von RNA-Schaden involviert. Es interagiert direkt mit einer Polynukleotidkinase (PnK)
und methyliert reparierte RNA-Spezies um diese so vor Abbau zu schiitzen (Huang, 2012).
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Abbildung 1.5: Schematische Ubersicht der Proteindominen von Henl. Vergleichend sind hier die Dominen eines
pflanzlichen Vertreters A. thaliana, und zwei Vertreter der Tiere M. musculus und T. thermophila. Die MTase-Domane
(griin) transferiert Magnesiumabhingig eine Methylgruppe auf die zu modifizierende RNA-Spezies, die bei Pflanzen
durch die dsRBD-Domiéne (hellblau) gebunden wird. Die La-containing-Domain (lila) beinhaltet ein La-Mitiv (rot), das
spezifisch an Transkripte der RNAPol Il bindet. Die Funktion der PLD-Domane (orange) ist nicht eindeutig geklart. Die C-
terminale-Domane (dunkelblau) stellt eine Proteinbindedomane dar.

Allen Hen1-Proteinen ist jedoch die MTase-Doméane gemein, die in allen untersuchten Organismen
eine Methylgruppe an das 2'-OH-Ende der Ribose des letzten Nukleotids am 3 Ende einer RNA
anhédngt. Diese Reaktion ist abhdngig von Magnesium und hoch konserviert (Huang et al., 2009).

Ein weiteres Merkmal zur Unterscheidung von tierischen und pflanzlichen Hen1-Homologen ist deren
assoziierte Funktion. Henl Ubertragt in beiden zwar eine Methylgruppe an RNA-Spezies, bei den
tierischen Vertretern ist dies jedoch meist nur auf RNA-Spezies der Keimbahn beschrankt. In
Drosophila methyliert Hen1 piRNAs (Piwi interacting RNAs), die wahrend der Synthese der Keimzellen
wichtig sind um repetitive oder transposable Elemente fiir deren anschlieBende Eliminierung zu
markieren (Horwich et al, 2007). Fiir C. elegans wurde beschrieben, dass das Henl-Homolog Henn-1
ebenfalls spezifisch kleine RNA-Klassen der Keimbahn methyliert. Auch hier sind es piRNAs, die
notwendig dafir sind, die Integritat der RNA zu wahren (Billi et al., 2012). Dies wurde ebenso fiir das
Henl-Homolog aus dem Zebrafisch (Kamminga et al.,, 2010) beschrieben, wobei Henl mit der
Keimbahn spezifischen Struktur ,,Nuage“ assoziert ist. Fir die Maus M. musculus wurde beschrieben,
dass die Keimbahn-assoziierten piRNAs in den Hoden ebenfalls durch ein entsprechendes Henl-
Homolog methyliert sind (Kirino et al., 2007 a, b und c). Auch fiir Tetrahymena wurde Ahnliches
beschrieben (Kurth und Mochizuki, 2009). Da es sich hier um einen einzelligen Organismus handelt,
befinden sich Keimbahn und Soma innerhalb einer Zelle nahe beieinander, sind aber trotzdem
raumlich getrennt. Die Funktion der piRNAs wird hier von sogenannten scanner RNAs (scnRNAs)
tibernommen, welche ebenfalls durch ein Henl-Homolog methyliert werden (Kurth und Mochizuki,
2009). Zusammenfassend lasst sich also sagen, dass die tierischen Hen1l-Homologe mit der Keimbahn
assoziiert sind und die dabei involvierten Klassen an kleinen RNAs durch das Anhdngen einer
Methylgruppe spezifisch stabilisieren.

1.3 RNAi-vermitteltes Gensilencing
RNAi-vermitteltes Gensilencing Ubersetzt die Sequenzinformation einer langen doppelstriangigen
RNA in kleine ca. 21 — 23 nt lange Signalmolekiile, wie zum Beispiel short interfering RNAs (siRNAs)
oder microRNAs (miRNAs). Beide Klassen an regulatorischen RNAs werden von Effektor-Komplexen
gebunden und bewirken die Repression der Translation einer mRNA oder deren Abbau, sowie die
Ausbildung von Heterochromatin (Tomari und Zamore, 2005). Auch wenn die Biosynthese beider
RNA-Klassen unterschiedlich ist, stimulieren sie dieselben Reaktionen. Beide Klassen konnen die
Degradation einer mRNA und deren Repression der Translation verursachen, indem die si-/miRNA
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liber Homologie an die Sequenz einer mRNA bindet und dabei den ,RNA-induced silencing complex*
(RISC) an den sie gebunden ist und seine Effektorproteine zur mRNA leitet und die Reaktion
vermittelt (Tomari und Zamore, 2005; Naqvi et al., 2009). Dies entspricht dem post-transkriptionalen
Gensilencing (PTGS).

MicroRNAs werden z.B. Dicer-abhdngig aus Hairpinstrukturen geschnitten, die von einer RNA-
Polymerase |l synthetisiert wurden. Solche Hairpinstrukturen kénnen aber auch durch die
Transkription inverser Repeats entstehen und ebenfalls als Triggermolekil fir die Synthese von
miRNA dienen (Tomari und Zamore, 2005; Naqvi et al., 2009). Die Bindung von miRNAs an eine
mMRNA muss nicht zu 100 % homolog sein. Eine Bindung mit mismatches initialisiert eine andere
Reaktion in der Zelle als eine 100 %ige. Bindet eine miRNA vollstandig komplementar an eine mRNA,
so wird diese zur Degradation markiert (Llave et al., 2002; Xie et al., 2003; Zeng und Cullen, 2003;
Yekta et al., 2004). Bindet die miRNA dagegen mit mismatches, wird nur die Translation der mRNA
verhindert (Olsen und Ambros, 1999; Chen, 2004; Doench und Sharp, 2004).

SiRNAs kdnnen auch eine Degradation einer homologen mRNA in der Zelle auslésen, sie kdnnen
jedoch zusétzlich die Bildung von Heterochromatin bewirken (Hall et al., 2002; Mochizuki et al., 2002;
Volpe et al., 2002; Verdel et al., 2004). SiRNAs werden aus langen doppelstrangigen RNAs von einem
Dicer geschnitten, allerdings weisen diese dsRNA-Molekiile keinen Hairpin auf. Solche Doppelstriange
werden z.B. durch eine bidirektionale Transkription eines Gens oder durch die Aktivitdt einer RdRP
synthetisiert. Um den Abbau einer mRNA zu bewirken, werden die siRNAs in den RISC geladen und zu
einer homologen mMRNA gebracht. Wird dagegen die Ausbildung von Heterochromatin stimuliert,
wird die siRNA in den ,RNA-induced transcriptional silencing complex” (RITS) geladen und zu
homologen Stellen am Chromatin geleitet. Dabei rekrutieren die im RITS gebunden Effektorproteine
sogenannte ,reader” und , writer” zum Chromatin. Dies sind modifizierende Enzyme wie z. B. Histon-
Deacetylasen oder Histon-Methylasen. Diese setzten ihre Modifikation jeweils an bestimmte
Aminosauren um eine Formierung von Heterochromatin zu bewirken. Dabei spielt z.B. die
Trimethylierung des neunten Lysins am Histon 3 (H3K9-me®) eine wichtige Rolle (Elgin und Grewal,
2003). Die durch den RITS vermittelte Ausbildung von Heterochromatin entspricht dem
transkriptionellen Gensilencing (TGS). Am besten untersucht ist dieser Mechanismus in
Schizosaccharomyces pombe. In S. pombe sind alle Komponenten der RNAi-Maschinerie nur einmal
als single copy Gene vertreten und lassen sich somit gut untersuchen (Verdel et al, 2009). Die siRNAs
werden in S. pombe von Dcrl geschnitten und in den RITS-Komplex geladen, welcher aus dem
Argonauten-Protein Agol, dem Chromodomanen-Protein Chpl und Tas3, einem neuen Protein, das
wichtig ist um den Komplex zum Chromatin zu leiten, besteht (Verdel et al., 2004). Uber diesen RITS
wird in S. pombe die Heterochromatinbildung am Zentromer und in subtelomeren Bereichen
vermittelt (Verdel et al., 2009). Allerdings braucht der RITS-Komplex fiir die Bildung von neuem
Heterochromatin bereits vorhandene H3K9-me Modifikationen um sich daran zu verankern und kann
deshalb nur in unmittelbarer Nahe von bereits bestehendem Heterochromatin agieren (Blhler et al.,
2006). Zusatzlich kann die im RITS gebundene siRNA die Heterochromatinformierung nur einleiten,
wenn sie komplementdr an RNA binden kann. Dazu ist es also notwendig, dass das eigentlich stille
Heterochromatin durch die RNA-Polymerase Il zu naszierenden Transkripten abgelesen wird, an
welche dann die siRNA binden kann (Motamedi et al., 2004; Verdel und Moazed, 2005). Unter
bestimmten Bedingungen kann jedoch auch Heterochromatin de novo ohne die Verbindung zu einer
H3K9-me durch den RITS-Komplex in S. pombe ausgebildet werden, allerdings entspricht dies eher
der Ausnahme (Buhler et al., 2006).
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1.3.1 Exogen induziertes Gensilencing

In den meisten Organismen kénnen die Mechanismen des PTGS und des TGS durch das Einbringen
artifiziell synthetisierter dsRNA induziert werden (Fire et al., 1998; Mello und Conte, 2004). Dabei
werden von der Zelle kleine regulatorische RNAs gegen die eingebrachte dsRNA gebildet um diese
still zu legen. Ist die eingebrachte dsRNA homolog zu einer endogenen Gensequenz, sind die
gebildeten kleinen regulatorischen RNAs auch zu diesem endogenen Gen komplementar und
konnten dieses ebenfalls stilllegen. Die gebildeten kleinen regulatorischen RNAs wirken folglich in
trans, da sie von der eingebrachten dsRNA gebildet werden und diese stilllegen, aber zusatzlich auch
das homologe endogen Gen silencen (Kennerdell und Carthew, 2000; Paddinson et al., 2002;
Tavernarakis et al., 2000). Die dsRNA kann Uber verschiedene Wege in den Organismus eingebracht
werden. FiUr Planarien wurde beschrieben, dass sie durch das Baden in einer mit dsRNA
angereicherten Losung, die dsRNA aufnehmen und somit RNAi-Mechanismen ausgelost werden
kénnen (Orii et al., 2003). Das Verflttern von Bakterien, die die dsRNA artifiziell synthetisieren und
anreichern wurde von Timmons und ihren Kollegen zuerst in C. elegans etabliert (Timmons und Fire,
1998; Timmons et al., 2001), bevor es mittlerweile auch fiir andere bakterivore Organismen, wie z.B.
das Paramecium, angewendet wird. Der Mechanismus, der der Aufnahme der dsRNA zu Grunde liegt,
ist bis dato noch unbekannt. Lediglich fir C. elegans konnte inzwischen ein Transportprotein fir
doppelstrangige RNA identifiziert werden (Feinberg und Hunter, 2003).

Die Injektion eines speziellen Konstruktes, das die Synthese einer dsRNA initiiert, wurde fir
Paramecium zusatzlich als RNAi-Trigger beschrieben. Dabei wird das Konstrukt direkt in den
Makronukleus injiziert (Ruiz et al., 1998; Galvani und Sperling, 2001) (vgl. Kapitel 1.5).

1.4 Paramecium als Modellorganismus fiir RNAi

In der Biologie gibt es viele Modellorgansimen an denen man komplexe Zusammenhadnge im
LabormaBstab untersuchen kann. Neben A. thaliana, E. coli und C. elegans ist auch Paramecium einer
von lhnen. Paramecien sind einzellige Eukaryoten und Vertreter der Alveolata. Sie geh6ren dem
Stamm der Ciliophora an und stellen eine Gattung der Ciliaten dar. Paramecium ist ubiquitar in
SuRgewadssern verbreitet aber im Gegensatz zu seinen nahen Verwandten wie zum Beispiel
Plasmodium kein pathogener Organismus. Wie der Name Ciliat schon andeutet, besitzt das
Paramecium Cilien auf der Oberflache, mit deren Hilfe es sich fortbewegt. Diese sind in Reihen ,,auf”
der Oberflache angeordnet. Durch Tubulinstrange im Inneren fiihren die Cilien einen sogenannten
Schlag aus, der sich wie eine Welle von Cilie zu Cilie Giber die ganze Zelle hinweg bewegt, wodurch die
Zelle um die Langsachse rotiert und dabei vorwarts schwimmt.

Zur Abwehr von Feinden wie z.B. Didinium besitzt das Paramecium sogenannte Trichozysten. Dies
sind Proteinfaden, die bei Gefahr Kalziumabhangig aus den knapp unter der Oberflache sitzenden
Alveolarsiackchen ausgeschleudert werden kénnen. Diese Faden wirken wie Pfeile und behindern
zum Einen den Feind selbst, zum Anderen verleihen sie dem Paramecium durch das ruckartige
Ausschleudern einen physikalischen RiickstoB, sodass die Zelle Abstand zum Gegner gewinnt und
entkommen kann (Knoll et al., 1991). Paramecien selbst erndhren sich bakterivor. Die Nahrung wird
Uber die Cilien im Mundfeld eingestrudelt und in Nahrungsvakuolen eingeschlossen. Diese
durchwandern dann in der sogenannten Cyclose die Zelle, wobei Enzyme in die Nahrungsvakuole
abgegeben werden. Durch diese Enzyme und der Anderung des pH-Wertes wird die Nahrung verdaut
und kann von der Zelle resorbiert werden. AnschlieBend wird der unverdauliche Rest in den
Nahrungsvakuolen Uber die Zellphyge durch verschmelzen der Vakuole mit der Zellmembran
ausgeschieden. Neben den Nahrungsvakuolen besitzt Paramecium kontraktile Vakuolen, die dem
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osmotischen Ausgleich dienen. Da Paramecien im SlRRwasser leben, ist ihre Umgebung im Vergleich
zum Zellinneren stark hypotonisch. Um nicht zu platzen, missen Paramecien stiandig Wasser aus
ihrem Zellinneren pumpen. Dies geschieht kalziumabhangig mit Hilfe dieser kontraktilen Vakuolen.

Wie alle Ciliaten weist auch Paramecium einen Kerndimorphismus auf. Paramecium besitzt einen
polyploiden Makronukleus (MAC) und je nach Art mindestens einen diploiden Mikronukleus (MIC).
Wahrend der vegetative MAC permanent aktiv ist, ist der MIC nur wahrend der Fortpflanzung der
Zelle aktiv und besitzt somit generative Funktionen. Im Falle des Artkomplexes von Paramecium
aurelia, liegen zwei generative MICs mit diploiden Genomen vor; der vegetative MAC erreicht einen
Polyploidiegrad seines Genoms von ca. 800 x n.

Paramecium vermehrt sich generell asexuell durch Querteilung (Abbildung 1.6 A), wobei durch die
Einschniirung des Cortexes zwei identische Tochterzellen entstehen. Zuvor wird das genetische
Material beider Kernarten verdoppelt, wobei sich die MICs mitotisch, der MAC dagegen amitotisch
teilen.

Um eine genetische Variabilitat zu bewahren und neue Allele durch homologe Rekombination zu
erlangen, kénnen sich Paramecien auch paaren. Dazu legen sich bei der sogenannten Konjugation
zwei Zellen des passenden Paarungstyps mit dem Mundfeld aneinander und bilden eine kleine
Plasmabriicke aus. Zundchst durchlaufen die Mikronuklei beider Zellen zwei meiotische Teilungen,
wahrend die Makronuklei beider Zellen fragmentiert werden. Alle bis auf einen jetzt haploiden
Mikronukleus degradieren. Der verbleibende haploide MIC teilt sich nun mitotisch, wobei ein
entstandener MIC als stationarer Kern in der Zelle verbleibt, der andere MIC als Wanderkern mit der
anderen Zelle ausgetauscht wird. Je Zelle verschmelzen nun der stationare Kern und der Wanderkern
der anderen Zelle zu einem Zygotenkern. Dieser Zygotenkern teilt sich nun zweimal mitotisch,
wahrend die Plasmabriicke zwischen den Zellen abgebaut wird und die Partner sich trennen. Aus
diesen so entstandenen Kernen bildet sich der neue MAC und die neuen MICs, die dann durch
Querteilung wieder auf Tochterzellen aufgeteilt werden (Abbildung 1.6 B).

Um Mutationen in wichtigen Genen ohne den genetischen Austausch mit einer anderen Zelle wieder
zu beheben und die Integritdt der Gene zu gewahrleisten, haben Paramecien die Fahigkeit eine Art
der Selbstfertilisation, die Autogamie, durchzufiihren (Abbildung 1.6 C). Der Ablauf ist zunachst
derselbe wie bei der Konjugation (Beale, 1954; Prescott, 1994). Die Mikronuklei einer Zelle teilen sich
zweimal meiotisch, wahrend der Makronukleus fragmentiert wird. Alle bis auf einen der so
entstandenen Mikronuklei I6sen sich auf. Der verbleibende Kern teilt sich darauf mitotisch. Die zwei
so entstandenen haploiden Kerne verschmelzen zu einem diploiden Zygotenkern, aus welchem sich
der neue Makronukleus und die neuen Mikronuklei bilden. Bei diesem Vorgang wird das Genom des
alten MAC, der noch fragmentiert vorliegt, mit dem Genom des MICs mit Hilfe von sogenannten
scannenden RNAs (scnRNAs) abgeglichen. Der neue MAC stellt somit eine fast exakte Kopie des Alten
dar, allerdings mit den intakten Versionen der Gene und den eventuell verdnderten epigenetischen
Eigenschaften.

Zudem werden bei der Konjugation sowie der Autogamie fir die MICs spezifische und nicht
kodierende Bereiche, wie z.B. repetitive Elemente oder IES (internally eliminated sequences) aber
auch Transposons, RNAi-abhdngig aus den entstehenden MAC-Chromosomen ausgeschnitten
(Mochizuki et al., 2002; Garnier et al., 2004; Liu et al., 2007; Lepére et al., 2009).
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Abbildung 1.6: Vermehrungsvarianten des Parameciums. A stellt die asexuelle Querteilung dar. B stellt den genetischen
Austausch mit einer anderen Zelle des passenden Paarungstypes, die Konjugation, dar. C stellt die Selbstfertilisation
einer einzelnen Zelle, die Autogamie, dar.

Das Genom von P. tetraurelia wurde vollstandig sequenziert (Aury et al., 2006). Eine Besonderheit
dieses Genoms sind die drei Genomduplikationen (whole genome duplication, WGD), die P.
tetraurelia durchlaufen hat (Aury et al, 2006). Dies fihrte dazu, dass ca. 70 % der Gene als Duplikate,
als sogenannte paraloge Genkopien vorliegen. Nicht jedes Genduplikat wird exprimiert, einige sind zu
Pseudogenen mutiert und somit nicht funktionell. Allerdings ermdglicht das Behalten weiterer
Genkopien im Genom eventuell einen evolutiondren Vorteil fir die Zelle, wenn sich z.B.
Umwelteinfliisse so andern, dass die Expression eines solchen Gens einen Vorteil bringt.

Alle diese Besonderheiten, am meisten jedoch die Tatsache, dass somatische und generative
Prozesse innerhalb einer Zelle, jedoch zeitlich und durch den Kerndimorphismus auch raumlich
getrennt ablaufen, zusammen mit der einfachen Handhabung und Kultivierung dieser einzelligen
Organismen, sowie die bereits etablierten Methoden zur Induzierung von RNAi-Mechanismen,
machen Paramecium zum geeigneten Modellorganismus fir RNAi-Studien. Schon friih wurden in
Paramecium RNAi-Mechanismen beschrieben ohne die molekularen Grundkenntnisse zu kennen.
Sonneborn und seine Kollegen haben die cytoplasmatische Vererbung der Oberflachenantigene
beschrieben und damit den Grundstein der Epigenetik in Paramecien gelegt (Sonneborn und LeSuer,
1948).

1.5 Transgen-induziertes Silencing in Paramecium

Angélique Galvani und Linda Sperling haben Studien zum Transgen-induzierten Gensilencing in
Paramecium durchgefiihrt. Sie haben in ihren Studien verschiedene lineare Konstrukte in den
Makronukleus von Paramecium injiziert und so die Parameter des Konstruktes bestimmt, die zu
einem effizienten Silencing des Zielgens fiihren (Galvani und Sperling, 2001). Sie konnten zeigen, dass
ein lineares Konstrukt, das Homologie zu einem Zielgen aufweist, in einer hohen Kopienzahl injiziert
werden muss, um einen Phdnotyp auszulésen (Galvani und Sperling, 2001). Zudem konnten sie
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zeigen, dass nur dann ein effizientes Stilllegen des Zielgens erfolgt, wenn dem kodierenden Bereich
des Transgens die 3'"UTR fehlt (Galvani und Sperling, 2001). Weiterhin konnte in dieser Studie gezeigt
werden, dass das injizierte Konstrukt in einen sense- und antisense-Strang lbersetzt wird. Somit ist
der initiale Ausléser der Stilllegung des Zielgens eine dsRNA und der dadurch vermittelte
Mechanismus, ein RNAi-Mechanismus (Galvani und Sperling, 2001). Auch Olivier Garnier und
Kollegen konnten durch das injizieren von verschiedenen modifizierten Transgenen zeigen, dass ein
effizientes, RNAi vermitteltes Stilllegen eines Zielgens nur erfolgen kann, wenn die 3° UTR des
Transgens fehlt (Garnier et al., 2004). In dieser Studie wurden dafiir zwei Konstrukte verwendet. Zum
Einen eine 3" verkiirzte Version des Zielgens, zum Anderen ein Transgen, dass durch einen Frameshift
ein vorzeitiges Stoppkodon aufweist. Beide Transgene triggerten ein effizientes Stilllegen des
Zielgens (Garnier et al., 2004). Injizierte Konstrukte, die dagegen am 5° Ende verkiirzt waren, oder bei
denen in der Mitte ein Teil der kodierenden Sequenz deletiert wurde, resultierten dagegen nur in
einem moderaten Silencing-Phanotyp (Garnier et al., 2004).

Aus verschiedenen Studien geht zudem hervor, dass Konstrukte, die in den MAC von Paramecium
injiziert werden, autonom replizieren und sich wie endogene Chromosomen verhalten (Godiska et
al., 1987; Gilley et al., 1988). Godiska und Kollegen konnten zudem zeigen, dass injizierte zirkulare
Konstrukte in der Zelle linearisiert vorliegen. Das Aufschneiden der zirkuldren Konstrukte scheint
dabei zufillig statt zu finden (Godiska et al., 1987). Injizierte Transgene dhneln in ihrem Aufbau den
zelleigenen Chromosomen und ihnen werden deshalb direkt nach der Injektion Telomersequenzen
angehangt (Gilley et al., 1988). Somit bleiben die Konstrukte im vegetativen Zustand der Zelle stabil
und werden transkribiert. Endogen werden an die durch DNA-Eliminierung gebildeten linearen
makronuklearen Chromosomen von Paramecium wahrend der Autogamie Telomersequenzen
angeheftet (Forney und Blackburn, 1988). Allerdings wirden bei einer Autogamie samtliche Arten an
injizierten Konstrukten eliminiert werden, da sie nur im MAC, nicht jedoch in den MICs vorkommen
und der neue MAC durch einen Abgleich mit den MICs gebildet wird.

In den letzten Jahren war der Transgen-induzierte RNAi-Mechanismus in Paramecium Schwerpunkt
mehrere Studien. So konnte von Marker beobachtet werden, dass sowohl Dicerl (Marker S., 2009),
als auch die RNA abhangige RNA-Polymerase RdRP3 (Marker S., 2009; Marker et al., 2010) eine Rolle
in der Akkumulation der siRNAs in diesem Mechanismus spielen. Ferner konnte dargestellt werden,
dass diese siRNAs eine Modifikation an ihrem 3" Ende tragen (Marker et al., 2010). Zudem konnte
durch gezielte Analysen von Bouhouche und Kollegen dargestellt werden, dass die Homologe der
Piwi-Proteine in Paramecium Ptiwi 8, Ptiwi 13 und Ptiwi 14 ebenfalls eine Rolle im Transgen-
induzierten Gensilencing zukommt (Bouhouche et al., 2011). In neueren Studien konnte die
Involvierung einiger neu identifizierten Komponenten dargelegt werden. In einem ,forward genetic
screen” wurde von Marker und Kollegen mit einer zufdlligen Mutagenese durch UV-Licht und
anschlieRender Analyse gezeigt, dass eine weitere RNA abhingige RNA-Polymerase, das Homolog 2
(RdRP2) aus Paramecium und eine Nukleotidyltransferase Cid134, die zu Cid2 umbenannt wurde, in
den Transgen-induzierten RNAi-Mechanismus involviert sind (Marker et al., 2014). Den genauen
Mechanismus und die Reihenfolge in welcher die einzelnen identifizierten Komponenten
wechselwirken, konnte jedoch noch nicht identifiziert werden.

1.6 Zielsetzung dieser Arbeit
Fir einen Organimus ist die exakte Regulation der Gene (berlebenswichtig. Es gibt viele
Moglichkeiten fiir eine Zelle die Expression der Gene zu regulieren. Neben Transkriptionsfaktoren
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oder Histonmodifikationen spielen dabei kleine regulatorische RNAs eine wichtige Rolle. So erlangen
Mechanismen, die eine Regulation der Gene Uber kleine RNA-Spezies vermitteln, immer mehr
Bedeutung in der Forschung. So auch RNA-Interferenz. In dieser Arbeit wurden die molekularen
Mechanismen der RNAi-induzierten Genregulation in Paramecium tetraurelia untersucht. Hierfir
wurde ein Transgen in den Makronukleus der Zellen eingebracht und der dadurch ausgeloste RNAi-
Mechanismus genauer untersucht. Die Charakterisierung der synthetisierten siRNAs und deren
spezifischen Stabilisierung war dabei ein wichtiger Punkt. Hierfiir wurde untersucht, in welcher Weise
die identifizierten Piwi-Proteine und die Methyltransferase Henl eine Rolle spielen:

Analysen zu Henl: Es konnte bereits in friheren Studien gezeigt werden, dass die in den

Mechanismus involvierten siRNAs eine Modifikation am 3 Ende tragen (Marker et al., 2010). In
dieser Arbeit sollte deshalb gezeigt werden, dass diese Modifizierung eine Methylgruppe ist, die von
der Methyltransferase Henl angehangt wird. Dies wurde durch phadnotypische Analysen an Zellen
gezeigt, bei denen Henl (iber das Feeding von dsRNA gesilenced war und konnte durch
Northernblot-Analysen bestatigt werden.

Analysen zu Ptiwi 8, 13 und 14: Die Involvierung dieser drei Homologe aus Paramecium in den

Transgen-induzierten RNAi-Mechanismus wurde durch Bouhouche und Kollegen beschrieben
(Bouhouche et al., 2011). Zudem wurde fiir Drosophila beschrieben, dass dort Piwi-Proteine und das
Henl-Homolog, Pimet, direkt interagieren (Gunawardane et al., 2007). Dies wurde auch in
Tetrahymena beobachtet (Kurth und Mochizuki, 2009). In dieser Arbeit wurde deshalb untersucht, ob
eine solche Interaktion von Henl mit einem der Piwis in Paramecium ebenfalls beobachtet werden
kann. Dies wurde durch das Stilllegen der Ptiwi-Gene durch das Feeding von entsprechender dsRNA
und anschlieRenden Northernblot-Analysen analysiert. Durch diese Analysen sollte zudem
charakterisiert werden, in welcher zeitlichen und raumlichen Abfolge die Komponenten miteinander
interagieren.

Des Weiteren sollte analysiert werden, ob der durch ein Transgen induzierter RNAi-Mechanismus in
Paramecium eine Temperaturabhangigkeit aufweist, wie es in der Literatur fir andere Organismen
bechrieben wurde (Fortier und Belote, 2000; Kameda et al., 2004; Szittya et al., 2003). Dies wurde
mit Northernblot-Analysen der isolierten RNA aus Kulturen untersucht, die bei 18°C, 26°C und 32°C
kultiviert wurden, und durch deren phadnotypische Auswertung. Zur Bestatigung des Phanotyps
wurden zudem Fluoreszensaufnahmen angefertigt.

Zudem sollte im Rahmen dieser Arbeit mittels Tiefensequenzierung geklart werden, ob sekundare
siRNAs eine Rolle im untersuchten Mechanismus spielen und von welchen Faktoren diese abhangig
sind. Weiter wurden mit den durchgefiihrten Sequenzierungen die Sequenz-Charakteristika der
siRNAs untersucht, um Rickschlisse auf deren Biogenese ziehen zu kdnnen.

Ferner wurde in dieser Arbeit der Frage nachgegangen, ob der Transgen-induzierte RNAI-
Mechanismus im Kern oder im Cytoplasma der Zelle ablauft. Dies sollte Hinweise darauf geben, ob es
sich bei dem induzierten Gensilencing um ein transkriptionelles, also im Kern lokalisiertes Silencing,
oder um eine post-transkriptionelles Silencing handelt, das eher im Cytoplasma ablauft. Hierfir
wurde die Lokalisation des Henl-Proteins durch Immunfluoreszenzfarbungen bestimmt und die
Analysen durch Westernblots bestatigt.
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2. Material und Methoden

Die in dieser Arbeit verwendeten Chemikalien, Reagenzien, Enzyme, Oligonukleotide, Glaswaren,
Membranen, Verbrauchsmaterialien und Gerdte wurden alle von folgenden Firmen bezogen:
Machery-Nagel GmbH&Co. KG (52355 Dihren, DE), Invitek (13125 Berlin, DE), Qiagen (40724 Hilden,
DE), GE Healthcare (79111 Freiburg, DE), New England Biolabs GmbH (65926 Frankfurt a.M., DE),
PEQLAB Biotechnologie GmbH (91052 Erlangen, DE), Carl ROTH GmbH + Co. KG (76185 Karlsruhe,
DE), Sigma-Aldrich Biochemie GmbH (21147 Hamburg, DE), Bio-Rad Labroratories GmBH (80939
Miinchen, DE), Merck Millipore KgaA ( Darmstadt, DE), SCHOTT AG (55122 Mainz, DE), Greiner Bio-
One GmbH (72636 Frickenhausen, DE), Eppendorf AG (22339 Hamburg, DE), Axon Labortechnik
(67659 Kaiserslautern, DE), Life Technologies GmbH (64295 Darmstadt, DE) [ehemals Invitrogen mit
Applied Biosystems/Ambion fusioniert], Promega GmbH (68199 Mannheim, DE), Heraeus Sepatech
(37520 Osterode, DE), Biometra GmbH (37079 Goéttingen, DE), VWR international GmbH (64295
Darmstadt,DE), Biolegio bv (6500 AB Nijmegen, NE), Carl Zeiss AG (73447 Oberkochen, DE),
AppliChem GmbH (64291 Darmstadt, DE), Molecular Probes Europe BV (2333 AA Leiden, NE), Jackson
ImmunoResearch Europe (CB8 7SY Suffolk,UK).

2.1 Verwendete Stimme
Klebsiella minuta V4RI M63B1

E. coli HT115 DE3

E.coli SURE

E. coli Top10

E.coli DH5a

E. coli Rosetta2

Paramecium tetraurelia Stamm 51
Paramecium tetraurelia Stamm d4-2

2.2 Verwendete Nihrmedien

2.2.1 LB-Medium / LB-Agar
10 g Pepton

5 g Hefeextrakt

10 g NaCl

ad 1 L H,0 bidest.

Fir LB-Agar: 1,5 g Agar pro 100 ml Medium einwiegen und in der Mikrowelle aufkochen.

2.2.2 WGP (wheat grass powder)
WGP-Puffer:

11,6 g Tris

15 g Na,HPO,

4 g NaH,PO,

ad 1 L H,0 bidest.

pH-Wert mit HCl auf pH = 7,0 einstellen

22



Material und Methoden

WGP-Stocklésung:

166 g WGP auf2,5L

Autoklavieren fiir 20 min bei 103°C

Uber 8 Lagen Gaze filtern

Durch die Durchlaufzentrifuge von Pulverriickstanden sdaubern
Autoklavieren 20 min 121°C

WGP-Medium:

250 ml WGP-Puffer

250 ml WGP-Stockldsung
ad 5 L H,0 bidest.

2.2.3 Verwendete Stocklésungen

Den Nahrmedien wurde vor der Verwendung teilweise Antibiotika zur Selektion oder andere Zusatze,
wie z.B. das Phytohormon R-Sitosterol, das bei Paramecien fiir eine verbesserte Teilungsrate sorgt,
zugegeben. Zudem wurden interkalierende Stoffe, wie z.B. 4',6-Diamidin-2-phenylindol (DAPI)
eingesetzt, um DNA sichtbar zu machen. Diese Chemikalien und die Konzentrationen der
verwendeten Stockldsungen sowie deren Losungsmittel und eingesetzte Endkonzentrationen sind in
Tabelle 2.1 aufgefihrt.

Tabelle 2.1: Verwendete Stocklosungen. Dargestellt sind die Chemikalien mit ihren Losungsmitteln samt eingesetzter
Endkonzentration.

Stoff Konzentration Losungsmittel Endkonzentration
(Stocklosung)
IPTG 50 mg/ml H,0 125 pg/ml
Ampicillin 100 mg/ml H,O 100 pg/ml
Tetracyclin 12,5 mg/ml EtOH (100 %) 12,5 pg/ml
Chloramphenicol 35 mg/ml EtOH (100 %) 35 pg/mi
Kanamycin 50 mg/ml H,0 50 pg/ ml
R-Sitosterol 8 mg/ml EtOH (100 %) 0,8 pug/ml
DAPI 1 pg/mi H,0 0,1 pug/ml
Proteinase K 10 mg/ml H,O 1 mg/ml
RNAse A 10 mg/ml H,0 10 pg/ml

2.3 Verwendete Plasmide
In Tabelle 2.2 sind die in dieser Arbeit verwendeten Plasmide, die vermittelte Resistenz und der
Verwendungszweck aufgefihrt.
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Tabelle 2.2: Verwendete Plasmide. Dargestellt sind die Plasmide und deren Verwendungszweck. Zudem ist die durch sie

vermittelte Resistenz aufgefiihrt.

Plasmid Resitenzgene Verwendung

L4400 Ampicillin dsKonstrukte fiir Feeding

pUC57 Ampicillin Amplifizierung Antigene

PRSETA Ampicillin Expressionsplasmid fir Proteine in
E. coli, tragt His(6x)-Tag

pPXV Derivate Ampicillin Injektionsplasmid flir Paramecium,
tragt 3x Flagtag

pTl Derivate Ampicillin Injektionsplasmid flir Paramecium,
tragt GFP und verkirztes ND169

2.4 Verwendete Antikorper

Antikorper wurden verwendet um Proteine im Westernblot nachzuweisen oder die Lokalisation von

Proteinen in Immunfluoreszenzfarbungen zu detektieren. In Tabelle 2.3 sind die in dieser Arbeit

verwendeten Antikoérper, deren Hersteller und deren Verwendung aufgefiihrt.

Tabelle 2.3: Verwendete Antikorper. Dargestellt sind die primaren sowie sekundiren Antikérper, deren Hersteller sowie
deren Verwendungszweck (WB: Westernblot, IF: Immunfloureszenz).

Antikorper Firma Verwendung

Primdre Antikorper

Anti-Flag M2 Sigma-Aldrich WSB, IF

monoklonal Anti-Maus

Anti-Hen1 Seglab WB

polyklonal Anti-Hase eigene Aufreinigung

Anti-a Tubulin Sigma-Aldrich WB

monoklonal Anti-Maus

Anti-Histon4 Bekommen von: WB

Anti-Hase C. David Allis, Rockefeller
University, USA

Sekundare Antikérper

Alexa Fluor® 594 F(ab’), 1gG (H+L) Molecular Probes IF

Ziege anti-Maus

Ziege anti-Hase IgG (H+L) Promega WB

HRP-Konjugat

Ziege anti-Maus IgG (H+L) Jackson ImmunoResearch | WB

HRP-Konjugat

2.5 Verwendete Oligonukleotide

Oligonukleotide wurden in dieser Arbeit meist zur Generierung von PCR-Produkten eingesetzt, oder

als Kontroll-Molekil bzw. Sonde in Northernblots zu dienen. Die verwendeten Oligonukleotide sind

mit ihrer entsprechenden Sequenz in Tabelle 2.

4 aufgefihrt.
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Tabelle 2.4: Verwendete Oligonukleotide. Dargestellt sind die verwendeten Oligonukleotide mit ihrer Sequenz in 5°- 3°

Richtung.

Name

Sequenz (5> 3)

Sonden fiir Northernblots

PCR-Produkte als Sonde

Vectorsonde_nd_f CGACTGTTTAAACCACGTGG
Vectorsonde_nd_r AAACGCCAGCAACGCG

GFP_uni_f AGGAGAAGAACTTTTCACTGG
GFP_uni_r GAGTATTTTGTTGATAATGGTCTGCTA
Nd169_701_f GATGATGTTACTCTGCGATAGGG

Nd169_1733r

TCAAAATCTCTAAAATGCTTTTTCCTT

Oligonukleotide als Sonde

Kontroll-Sonde

AAATCTCAACCAGCCACTGCT

Glutamin t-RNA

TGGAGGACCTACTGGATTCGAACCAAGTCTTGAGGGTTA

Cluster22*

TAGAGTGTAAGCCGAACTAGACTTGACCCAAAAGATAAATATAACTAGAT

ACTTGACCACCTTTTGTCAATGAAGAGAACTTTAGCCAAATTAATACCTT

5'Race Oligo (untergemischt
bei B-Eliminierung)

TTTAGAGTTGGTCGGTGACGA

Feeding-Konstrukte

T7-Minimal TAATACGACTCACTATAGG
Real-time PCR

GAPDH _f GAGAGCCGGAAGAGCTGCTA
GAPDH_r TGGTTGGAACTCTGAAGGCCATA
Actl.1 f TTGGTCTTGAAGTCGCAGGTAT
Actl.l r AATTCTTTGCTCAATCTTTCTGGG

Rdr2qPCR1807_f

ATCATAAAATCTATAGGCAACTTCACA

Rdr2gPCR1952 r

CCACTAGATCATCCTTTATTAGAATGTT

HenlqPCR677_f

ACCTTACGAATGGTTATGCC

Hen1gPCR798_r

ATCATACGGCAAGCAGTG

DcrlqPCR3923_f

ATAAATGTTTCCAATCCCAATAATT

Dcr1gPCR4026_r

GAATACTTCAATACTCGACAGCAA

FlagTag-Klonierung

FlagTag5’ TAAGATGAATGGAATATAATG
FlagTag3’ TTATTTAAGTGTTGTTCATTTA
HenFlag_for CGGAGCTCATGGAAATTAAAGCTTATGAA

HenCFlag_rev

GCGCTAGCATAATTTAATTTCAATAATAAA

HenNFlag_rev

GCGGTACCTCAATAATTTAATTTCAATAAT

* bestehend aus 2 hintereinander liegenden Oligos
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2.6 Verwendete Kits

Zur standardisierten Aufreinigung bzw. Isolierung von Nuleinsduren wurden in dieser Arbeit

Kits verwendet, die mit ihren Herstellern und deren Verwendungszweck in Tabelle 2.5 dargestellt

sind.

Tabelle 2.5: Verwendete Kits. Aufgefiihrt sind standardisierte Kits, deren Hersteller und deren Verwendungszweck

innerhalb dieser Arbeit.

Kits

Hersteller

Verwendung

Nucleobond® Xtra Midi EF

Machery-Nagel GmbH&Co. KG
52355 Dihren, DE

Midiprep der
Injektionsplasmide

Invisorb® Spin DNA Extraction Invitek Gelextraktionen

Kit 13125 Berlin, DE

MinElute® Gel Ectraction Kit Qiagen Gelextraktionen
40724 Hilden, DE

MinElute® PCR Purification Kit Qiagen PCR-Aufreinigung
40724 Hilden, DE

RNeasy® MinElute® Cleanup Kit | Qiagen RNA-Aufreinigung

40724 Hilden, DE

[llustra™ Microspin™ G-50
colums

GE Healthcare
79111 Freiburg, DE

Aufreinigung der Sonden
fir Northernblots

NEBNext® Multiplex Small RNA
Library Prep Set for llumina

New England Biolabs GmbH
65926 Frankfurt a.M., DE

Konstruktion von siRNA
Libraries

QIAQuick PCR Purification Kit

Qiagen
40724 Hilden, DE

PCR-Aufreinigung

2.7 Verwendete Grofdenstandards
In dieser Arbeit wurden verschiedene GréRenstandards, sogenannte Marker, zum Abgleich

spezifischer Proben verwendet. Hierfiir wurden sowohl Protein-Marker, als auch RNA- und DNA-

Marker verwendet. Die genutzten Marker und deren GréRen-Fragmente sind der Tabelle 2.6 zu

entnehmen.
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Tabelle 2.6: Verwendete GroBenstandards. Aufgefiihrt sind die verwendeten GroBenstandards, deren Hersteller und

deren Fragmenten-Verteilung.

Name

Hersteller

Fragmente

RNA-Marker

MicroRNA Marker

NEB (New England Biolabs GmbH)

65926 Frankfurt a.M., DE

17, 21, 25 [nf]

Protein-Marker

ColorPlus™ Prestained
Protein Ladder

NEB (New England Biolabs)
65926 Frankfurt a.M., DE

10, 15, 20, 25, 30, 40, 50,
80, 100, 150, 230 [kDa]

peqGOLD PEQLAB Biotechnologie GmbH 10, 15, 25, 35, 40, 55, 70,
Protein-Marker IV 91052 Erlangen, DE 100, 130, 170 [kDa]
DNA-Marker

100 bp DNA-Leiter, PEQLAB Biotechnologie GmbH

91052 Erlangen, DE

80, 100, 200, 300, 400,
500, 600, 700, 800, 900,
1031 [bp]

Carl ROTH GmbH + Co. KG
76185 Karlsruhe, DE

100 bp DNA-Leiter,
aquimolar

100, 150, 200, 300, 400,
500, 600, 700, 800, 900,
1000 [bp]

1 kb DNA-Leiter Orange PEQLAB Biotechnologie GmbH
plus 91052 Erlangen, DE

250, 500, 750, 1000,
1500, 2000, 2500, 3000,
3500, 4000, 5000, 6000,
8000, 10.000 [bp]

Carl ROTH GmbH + Co. KG
76185 Karlsruhe, DE

1 kb DNA-Leiter 500, 1000, 1500, 2000,
2500, 3000, 4000, 5000,

6000, 8000, 10.000 [bp]

2.8 Methoden spezifisch fiir Paramecium

2.8.1 Immobilisierung

Diese Methode wurde genutzt um das Oberflachenantigen zu bestimmen, welches zu einem
Zeitpunkt auf der Zelle exprimiert wird. Dabei wurden 100 ul einer Paramecium-Zellkultur mit
moglichst vielen Zellen in einen Dreiloch-Objekttrager gegeben und mit 1 ul des entsprechenden
Antiserums inkubiert. Tragen die Zellen die passenden Antigene auf der Oberflache, werden diese
durch die Antikorper miteinander verklumpt. Die Zelle ist somit Bewegungsunfahig und sinkt zu
Boden.

2.8.2 Trichozysten-Ausstof}

In dieser Arbeit wurde der Trichozystenausstol’ als Reporter auf ein effizientes Stilllegen des nd169-
Gens genutzt. Hierfir wurden 10 pl einer Zellkultur mit moglichst vielen Zellen auf einen
Objekttrager getropft und mit 10 pl gesattigter Pikrinsdure gemischt. Durch die Anderung des pH-
Wertes in ihrer Umgebung stoRen die Zellen Trichozysten aus. Dies kann unter dem Lichtmikroskop
beobachtet werden.

2.8.3 DAPI-Farbung
Fir viele in dieser Arbeit durchgefiihrte Versuche war es wichtig, das vegetative Alter der Zelle zu
kennen. Um den Zustand der Zellen und insbesondere der Kerne zu erfassen, wurden die
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Nukleinsduren mit DAPI angefarbt. Dies ist ein Fluoreszenzfarbstoff, der sich interkalierend in die
Nukleinsduren einlagert und sich durch eine Wellenlange von A= 358 nm anregen lasst. Dadurch war
es moglich, den vegetativen Zustand der Kerne unter dem Fluoreszenzmikroskop zu beobachten.
Hierfir wurde ein Vaselinekreis auf einen Objekttrager gezogen und 10 pl einer Zellkultur mit
moglichst vielen Zellen in diesen Kreis getropft. AnschlieRend wurden zur Fixierung der Zellen 2 pl
einer 4 %igen Paraformaldehyd-Losung (PFA) und 2 pl der DAPI-Stocklésung gegeben, mit einem
Deckglas abgedeckt und nach 10 minutiger Inkubationszeit unter dem Fluoreszenzmikroskop
untersucht.

4 % PFA
4 g PFA auf 100 ml 1xPBS einwiegen und l6sen

10x PBS:

80 g NaCl

2 g KCl

14,4 g Na,HPO,

2,4 g KH,PO,
ad 11 H,O bidest.
pH-Wert mit KOH (3M) auf 7,4 einstellen

2.8.4 dsRNA-Feeding

Um das Stilllegen eines Gens zu bewirken und somit dessen Funktion untersuchen zu kénnen, wurde
dieses liber das sogenannte dsRNA-Feeding gesilenced. Da sich Paramecium bakterivor erndhrt, kann
im Labor durch die Wahl der Futterbakterien der RNAi-Weg des dsRNA-Feedings induziert werden.
Flttert man die Zellen mit einem E. coli Stamm (E. coli HT115 DE3), der doppelstréangige RNA nicht
abbauen kann, jedoch eine solche enthilt, die homolog zu einem Zielgen ist, wird diese dsRNA von
der Zelle aufgenommen, und induziert Gber einen RNAi-Mechanismus das Stilllegen des Zielgens
(Galvani und Sperling, 2002). Dazu wurde ein spezifischer Bereich des Zielgens mittels PCR (2.11.2)
amplifiziert und in den L4400-Vektor (Abb. 2.1) kloniert, der eine Ampicillinresistenz vermittelt und
zwei durch IPTG anschaltbare Promotoren flankierend von der ,multiple cloning site” (MCS)
aufweist. Alle in dieser Arbeit verwendeten Konstrukte waren bereits konstruiert. Die Konstrukte
wurden anschliefend in den Bakterienstamm E. coli HT115 DE3 transformiert (siehe 2.9.2.1), welcher
gegen das Antibiotikum Tetrazyklin resistent ist. Somit konnte mit Tetrazyklin auf den
Bakterienstamm selbst und mit Ampicillin auf das Plasmid selektiert werden. Zudem sind die E. coli
HT115 DE3-Zellen RNAselll-defizient. Dies bedeutet, sie konnen doppelstrangige RNA-Molekiile nicht
abbauen und reichern diese somit in ihrem Inneren an. Durch die Zugabe von IPTG konnte so die
Synthese von dsRNA getriggert werden, die homolog zum Zielgen ist. Werden solche Bakterien an
Paramecium verfittert, nehmen diese die dsRNA (ber einen unbekannten Mechanismus auf. Durch
die dsRNA wird ein RNAi-Mechanismus angeschaltet und da die dsRNA homolog zu einem
endogenen Gen ist, wird dieses Gen liber die RNAi-Maschinerie stillgelegt.

Um das Feeding durchfihren zu kénnen, wurde eine Kolonie der transformierten E. coli HT115 in
5 ml LB-Medium (iberfiihrt, welches die beiden Antibiotika Ampicillin und Tetrazyklin zur Selektion
enthalt, und Gber Nacht schiittelnd bei 37°C inkubiert. Mit dieser Prakultur wurde am folgenden Tag
1/10 V des benétigten WGP-Ansatzes plus 5 ml LB, das mit Ampicillin versetzt ist (LB-A), angeimpft
und ebenfalls schittelnd bei 37°C inkubiert. Die optische Dichte wurde photometrisch verfolgt und
bei einer Dichte von ODsgs = 0,4 wurde der Kultur IPTG [125 pg/ml] zugegeben und weitere 2,5 h
schittelnd inkubiert. AnschlieBend wurden 5 ml der Kultur abgezweigt um die Synthese der dsRNA

28



Material und Methoden

Uberprifen zu konnen. Diese 5 ml und die restliche Kultur wurden bei RT fir 10 min bei 4000 rpm
abzentrifugiert. Das Pellet der 5 ml-Fraktion wurde in 100 pul 10 mM Tris gelost und bei -20°C
eingefroren um damit eine dsRNA-Isolierung (2.9.4) durchfiihren zu kdnnen. Der Rest wurde in der
entsprechenden Menge WGP gel6st (Bsp.: 10 ml E.coli in LB-A werden in 100 ml WGP gel6st). Dem
WGP wurde Ampicillin, IPTG und B-Sitosterol zugegeben [vgl. Tabelle 2.1). Das fertige Futtermedium
wurde bei 4°C bis zur Verwendung, maximal fiir drei Tage aufbewahrt.

C PCR~

product

T7 promoter /7 17 promoter

L4440
double-T7
vector

AmpR

HT115(DE3)

Abbildung 2.1: Schematische Darstellung des L4400-Vektors (Kamath et al., 2000). AmpR bezeichnet das
Ampicillinresistenzgen. Die IPTG abhangigen Promotoren, die das klonierte PCR-Produkt flankieren, sind durch schwarze
Pfeile angedeutet.

Die flr das dsRNA-Feeding verwendeten Genfragmente mit der entsprechenden GréRe sowie deren
Position im Gen sind in Tabelle 2.7 aufgelistet.

Tabelle 2.7: Fiir das dsRNA-Feeding verwendete Genfragmente. Aufgelistet sind die Genfragmente samt Gr68e und deren
Position im Gen.

Gen/ Accession number (Paramecium DB) Position im Gen [bp] GroRe [bp]
RdR2 GSPATT00036857001 1289-1559 270
RdR3 GSPATT00006401001 1789-2462 673
Icl7a GSPATG00021610001 1-580 580
ND169 GSPATT00008337001 1450-1860 410
Henl GSPATG00036636001 556-942 386
Piwi8 GSPATG00021288001 269-913 645
Piwil3 GSPATG00016237001 105-787 683
Piwil4 GSPATG00036761001 285- 1007 723
Cid2 (Cid134) GSPATG00033134001 327-820 493

2.8.5 Injektion eines Konstruktes in den Makronukleus von Paramecium

Paramecium tetraurelia besitzt einen vegetativen Makronukleus und zwei somatische Mikronuklei.
Paramecien kénnen durch das direkte Injizieren eines linearen Konstruktes in den vegetativen Kern
transformiert werden. Dabei wird dieses Konstrukt wie ein Minichromosom behandelt und bekommt
Telomerenden angehangt. Allerdings wird das Genom des Makronukleus mit den diploiden Genomen
der Mikronuklei wahrend der Autogamie abgeglichen und letztendlich neu daraus gebildet. Da keine
Kopie des eingebrachten Konstruktes in den Mikronuklei vorliegt, bedeutet dies, dass das Konstrukt
bei der Autogamie eliminiert wird.
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2.8.5.1 Vorbereitung der Zellen

Da die Zellen das injizierte Konstrukt wahrend der Autogamie eliminieren (2.8.5), wurde darauf
geachtet, dass nur ,junge” Zellen injiziert wurden. Das klonale Alter einer Zelle wird an Hand der
Anzahl der vegetativen Teilungen nach der letzten durchgefiihrten Autogamie bestimmt. Paramecien
flihren alle 20-25 Teilungen eine Autogamie durch. Fir die Injektion wurden deshalb Zellen artifiziell
gealtert, indem eine Zelle in 250 pul WGP-Medium fiir 24 h bei 32°C kultiviert wurde. Am folgenden
Tag wurde erneut eine Zelle aus diesem Ansatz in 250 pl frisches WGP-Medium (2.2.2) gesetzt und
weiter kultiviert. Dies wurde fir vier Tage wiederholt. Am fiinften Tag wurde dem Ansatz eine Zelle
entnommen, in 500 pl WGP-Medium gesetzt und fiir drei Tage darin kultiviert ohne das Medium zu
wechseln. Dies bewirkt, dass sich die Zellen ausreichend oft geteilt haben (ca. 20 Teilungen) und
zudem leicht hungern. Beide Faktoren triggern die Autogamie, welche dann an Hand einer DAPI-
Farbung (2.8.3) liberprift werden kann. Es wurden anschlieBend nur solche Zellen in die Injektion
eingesetzt, die die Autogamie kiirzlich, vor 2-3 Teilungen, beendet haben.

2.8.5.2 Vorbereitung des Konstruktes

In dieser Arbeit wurden Konstrukte injiziert, die aus einem Derivat des pTI-Plasmids gewonnen
wurden. Hierfir wurde das Plasmid mittels Elektroporation (2.9.2.1) in E. coli SURE-Zellen
transformiert und mit LB-A-Platten auf das Plasmid selektiert. Eine Kolonie der Transformanten
wurde gepickt und in 200 ml LB-A-Medium Gberfiihrt. AnschlieBend wurde eine Midi-Plasmidprap
Uber eine Saule mit dem Nucleobond® Xtra Midi EF Kit (2.6) nach Herstellerangaben durchgefiihrt.
Danach wurden 50 ug des isolierten Plasmids mit einem Restriktionsenzym, das nur eine Schnittstelle
in der Sequenz des Plasmids aufweist, nach Herstellerangaben UN verdaut und so linearisiert. Der
Verdau wurde mit einem 1 % Agarosegel iberprift. Im Anschluss wurde der Ansatz fir 15 min bei RT
und 13 000 rpm zentrifugiert um kleinere Partikel der Sdule (Beads) am Boden des ReaktionsgefaRes
zu sammeln. Der Uberstand wurde vorsichtig von oben abgenommen und in ein neues
Reaktionsgefal Gberfuhrt. Es wurde 1/10 V Natriumacetat (3M, pH = 9) und 1 V Roti-Phenol
zugegeben, invertiert und nach kurzem inkubieren fiir 2 min bei RT und 13 000 rpm zentrifugiert. Die
obere wdssrige Phase wurde in ein neues Reaktionsgefaly Uberfiihrt und mit 3 V Ethanol (100 %)
versetzt und lber Nacht bei -20°C gefallt. Am folgenden Tag wurde der Ansatz fiir 15 min bei 4°C und
14 000 rpm abzentrifugiert, mit 1 ml Ethanol (70 %) gewaschen und nach erneutem Zentrifugieren
und Trocknen in 380 ul H,0 aufgenommen. Es wurden 20 pl Natriumacetat (3M, pH = 9) zugegeben
und Uber einen Millipore-Filter (0,22 pum PorengrélRe) nach Herstellerangaben aufgereinigt. Es wurde
erneut mit 1 ml Ethanol (100 %) fiir 1 h bei -20°C gefallt. AnschlieRend wurde der Ansatz erneut fir
15 min bei 4°C 14 000 rpm abzentrifugiert, mit 1 ml Ethanol (70 %) gewaschen und nach dem
Zentrifugieren und Trocknen als DNA-Pellet bei -20°C eingefroren. Das Pellet wurde erst kurz vor der
Injektion in 4 pl Endotoxin freiem Wasser gelost.

2.8.5.3 Injektion und Handhabung

Fir die Injektion wurde eine junge Zelle fiir 2 min in Dryls-Puffer gewaschen und in einem kleinen
Volumen Flussigkeit auf einen Objekttrager getropft, mit Paraffin Uberschichtet und die Flussigkeit
abgesaugt. AnschlieRend wurde das vorbereitete Konstrukt (2.8.5.2) mit einer Injektionsnadel
manuell mit Hilfe einer Apparatur unter dem Mikroskop in den Makronukleus injiziert. Die Zelle
wurde dann in 200 ul, mit Volvic-Wasser verdiinntem, WGP-Medium gesetzt und Gber Nacht bei RT
kultiviert, sodass sich die Zelle erholen konnte. Die Zellen wurden am folgenden Tag auf das Tragen
des Konstruktes an Hand des Selektionsmarkers, dem gfp-Gen und die dadurch vermittelte griine
Fluoreszenz, hin Gberprift und positiv injizierte Zellen in verdinntem WGP-Medium bei 4°C gelagert.
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Dadurch wird die Teilungsrate und somit auch das Risiko einer erneuten Autogamie, das den Verlust
des Konstruktes bewirkt, gesenkt. Zur Untersuchung des Konstruktes bzw. des daraus resultierenden
Phanotyps wurde eine injizierte Zelle von 4°C in WGP-Medium zu 32°C gesetzt, kultiviert und zu einer
Massenkultur herangezogen, die dann entsprechenden Versuchen unterzogen werden konnte.

Dryls-Puffer
0,5 g Natriumcitrat

0,12 g NaH,PO,

0,14 g Na,HPO,

0,16 g Calciumchlorid

ad 1 L H,0 bidest. und autoklavieren
dem abgekuhlten Puffer 2 g BSA zugeben

2.9 Methoden spezifisch fiir E. coli

2.9.1 Herstellung elektrokompetenter Zellen

Bakterienstdmme, wie z.B. E. coli, die nicht natirlich kompetent sind, kénnen durch das Anlegen
einer Spannung trotzdem mit fremder DNA transformiert werden. Da Salze jedoch Strom leiten,
missen die Zellen zuvor besonders behandelt werden und somit elektrokompetent gemacht werden.
Hierzu wurde der gewlinschte Bakterienstamm auf einer LB-Platte, die das entsprechende
Antibiotikum zur Selektion enthélt, ausgestrichen. Eine Kolonie wurde gepickt und in 5 ml LB-
Medium, mit entsprechendem Antibiotikum, Gberfiihrt und tiber Nacht bei 37°C schiittelnd inkubiert.
Diese Prakultur wurde am folgenden Tag in 500 ml LB-Medium, welches ebenfalls das entsprechende
Antibiotikum enthalt, Gberfihrt und weiter schittelnd bei 37°C inkubiert, bis die optische Dichte
ODsgs = 0,5 — 0,7 betragt. Die Kultur wurde 10 min auf Eis gestellt und anschlieBend auf 50 ml
Greinerrohrchen aufgeteilt. Die Kultur wurde fiir 5 min bei 4°C und 4 000 x g abzentrifugiert. Das
Zellpellet wurde vorsichtig in 10 %igem Glycerin gelost. Dabei wurden die Pellets der sechs
Greinerréhrchen auf vier vereinigt, die Rohrchen wieder mit 10 %igem Glycerin aufgefiillt und erneut
bei gleichen Bedingungen zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgenommen und die Pellets erneut in
10 %igem Glycerin resuspendiert, dabei wurden die Pellets wieder von vier auf zwei vereinigt. Die
Prozedur wurde wiederholt und die Pellets in einem Rohrchen vereinigt. Anschlieend wurde das
Pellet nach dem Resuspendieren in 10 %igem Glycerin noch weitere sechs mal mit 10 %igem Glycerin
gewaschen, zentrifugiert und resuspendiert. Zum Schluss wurden die Zellen in 1,75 ml 10%igem
Glycerin resuspendiert, zu 100 ul aliquotiert und so bei -80°C in fllissigem Stickstoff schockgefroren.

10 % Glycerin
10 ml Glycerin

90 ml H,0 bidest.
autoklavieren

2.9.2 Transformation von Bakterien

2.9.2.1 Elektroporation

Bei der Transformation von Bakterien mittels Elektroporation, wird die Hille der Zellen durch das
Anlegen einer Spannung kurzzeitig permeabel fiir kleinere Molekiile, wie z.B. DNA. So kénnen auch
Bakterien, die nicht natlirlich kompetent sind, transformiert werden. Hierzu wurde ein Aliquot der
entsprechenden kompetenten Zellen auf Eis aufgetaut, 1 pl der zu transformierenden DNA zugeben
und durch vorsichtiges umriihren mit einer Spitze mit den Zellen gemischt. Der Ansatz wurde in eine
eiskalte Kivette Gberfiihrt und in den Schlitten des Elektropulsers gestellt. Bei Klivetten mit einem
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Abstand von 1 mm wurde eine Spannung von 1,8 kV fir ungefahr 3 -4 ms angelegt. Danach wurde
sofort 400 pl kaltes LB-Medium zu den Zellen gegeben und der Ansatz wurde in ein Eppendorf-
Reaktionsgefal (iberfiihrt. Damit die Zellen ein gewiinschtes, auf einem transformierten Plasmid
kodiertes Resistenzgen gegen ein Antibiotikum zur Selektion zu exprimieren, wurden die Zellen dann
fir 1,5 h bei 37°C schittelnd inkubiert. Danach wurden die Zellen auf entsprechenden Selektions-
Platten in verschiedenen Verdiinnungen ausplattiert.

2.9.2.2 Hitzeschock

Bei schwierigen Klonierungen oder Konstrukten, wurde auf kommerziell erworbene chemisch
kompetente Zellen (z.B. E. coli Top10) zuriickgegriffen um eine hdhere Transformationseffizienz zu
erzielen. Da diese Zellen jedoch mit Salzen behandelt wurden, konnten sie nicht durch
Elektroporation transformiert werden, sondern wurden einem Hitzeschock unterzogen um die DNA
einzubringen. Hierfir wurden 25 pl der kompetenten Zellen auf Eis aufgetaut, mit 2 pul DNA bzw. des
Ligationsansatzes vermischt und fir 30 min auf Eis inkubiert. Danach wurde der Ansatz fiir 30 s bei
42°C inkubiert und anschlieBend sofort in Eiswasser geschockt und fiir 2 min auf Eis inkubiert. Den
Zellen wurde 250 pl LB-Medium zugegeben. Anschliefend wurde der Ansatz zur Exprimierung eines
Selektionsmarkers bei 37°C schiittelnd fir 1 h inkubiert und danach in verschiedenen Verdiinnungen
auf Selektions-Platten ausplattiert.

2.9.3 Isolierung von Plasmiden

Um ein Plasmid in ausreichenden Mengen zu erhalten, wurden E. coli-Zellen transformiert. Eine
Kolonie transformierter Zellen wurde in 2 ml LB-Medium (berfiihrt, das den entsprechenden
Selektionsmarker enthalt. Um moglichst viele Zellen und somit noch mehr Plasmid zu erhalten wurde
der Ansatz iber Nacht schiittelnd bei 37°C inkubiert. Die Zellen wurden flr 1 min bei RT und 10 000
rpm pelletiert. Der Uberstand wurde abgenommen und verworfen. AnschlieBend wurden das Pellet
in 340 ul Sol | durch vortexen resuspendiert. Dabei werden die Zellen aufgeschlossen. Zudem wurde
der Sol | Losung vor dem Verwenden RNAse A [10 pug/ml] zugegeben, um die in der Zelle enthaltene
RNA abzubauen. Anschliefend wurden 340 pl Sol 1l zugeben, gemischt und solange bei RT inkubiert,
bis die Losung klar wurde. Nach der Zugabe von 340 ul Sol Il wurde erneut invertiert. Durch den
Sprung des pH-Wertes von 8 auf 5,5 bleiben die Plasmide in Lésung, die Zelltrimmer, das Genom und
Proteine fallen dagegen aus. Nach dem Pelletieren der Zelltriimmer durch eine Zentrifugation fiir 20
min bei RT und 13 000 rpm wurde der Uberstand in ein neues ReaktionsgefaR tiberfiihrt und mit 1 ml
eiskaltem Isopropanol versetzt um die Plasmide zu fillen. Dazu wurde der Ansatz fir mind. 20 min
bei -20°C inkubiert. Nach diesem Zeitraum wurden die gefallten Plasmide fiir 10 min bei RT und 13
000 rpm pelletiert, mit 1 ml Ethanol (70 %) gewaschen und erneut fiir 5 min zentrifugiert. Das
getrocknete Pellet wurde in 100 pl Tris (10mM, pH = 8) aufgenommen.

Sol I:

1,21 g Tris

0,744 g EDTA

ad 200 ml H,0 bidest.

den pH-Wert auf 8 mit HCl einstellen

Sol Il:

1 g NaOH

10 ml 20 % SDS-Losung
ad 200 ml H,0 bidest.
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Sol lll:
58,9 g C,HKO, 200 ml H,0 bidest.
pH-Wert auf 5,5 mit Eisessig (100 % Essigsaure) einstellen

2.9.4 dsRNA-Isolierung (Gesamt-Nukleinsduren-Isolierung)

Um zu verifizieren, dass das unter 2.8.4 hergestellte Feeding-Medium tatsachlich aus Bakterien
besteht, die die dsRNA akkumulieren wurde eine gesamt-Nukleinsauren-Isolierung durchgefiihrt.
Hierflr wurden, die in Tris (10mM, pH = 8) geldsten Zellen der in 2.8.4 abgezweigten 5 ml-Fraktion
fir 10 min bei 70°C in einem Heizblock/Wasserbad erhitzt und dadurch aufgeschlossen. AnschlieRend
wurde dem Ansatz 100 pl Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol [25:24:1] zugegeben und dieser durch
invertieren gemischt. Nach einer Zentrifugation von 1 min bei 13 000rpm wurde die obere wassrige
Phase, die die Nukleinsduren enthalt, in ein neues Eppendorf-ReaktionsgefdR (iberfihrt. Die
Nukleinsdauren wurden durch die Zugabe von einem Volumen lsopropanol und einem zehntel
Volumen Natriumacetat (3 M, pH 9) gefallt. Hierfir wurde der Ansatz fiir mindestens 20 min bei -
20°C inkubiert und anschlieRend fiir 20 min und 13 000 rpm zentrifugiert. Der Uberstand wurde
verworfen und das Pellet mit 1 ml Ethanol (80 %ig) gewaschen. Dieser Waschschritt wurde einmal
wiederholt. Danach wurde das getrocknete Pellet in 30 pl Tris (10 mM, pH 8) aufgenommen. Von
diesem Ansatz wurden 7 ul gegen einen geeigneten GroRenstandard auf ein Agarosegel aufgetragen
und elektrophoretisch aufgetrennt (2.11.1).

2.10 RNA-chemische Methoden

RNA-Molekiile sind sehr instabil und leicht abbaubar. Deshalb wurde bei der Handhabung von RNA
stets darauf geachtet alle verwendeten Materialen und Losungen frei von RNAsen zu halten und
sauber zu arbeiten. Es wurden spezielle Filterspitzen flir die zuvor gereinigten Pipetten verwendet.
Zudem wurde darauf geachtet, dass Proben bei -80°C in Aliquots gelagert wurden um unnétiges
Auftauen und erneutes Einfrieren der Proben zu vermeiden.

2.10.1 RNA-Isolierung mit Trizol®

Zur RNA-Isolierung wurden Paramecium-Kulturen zu Massenkulturen groRgezogen und unter den zu
untersuchenden Bedingungen kultiviert. Die Zellen wurden durch Zentrifugation in der Oltest-
Zentrifuge bei 1 500 rpm und RT fir 2 min pelletiert. AnschlieBend wurden die Zellen fiir 1,5 h in
Volvic-Wasser gesetzt um sie die restlichen Futterbakterien verdauen zu lassen, da diese ebenfalls
RNA enthalten und dies zu falschen Ergebnissen fiihren kann. Nach dieser Hungerphase wurden die
Zellen erneut pelletiert und direkt in 1 ml vorgekiihltes Trizol-Reagenz getropft und durch vortexen
zu einer homogenen Suspension gemischt. Die hier aufgefiihrten verwendeten Mengen beziehen
sich auf 100 000 Zellen. Nach einer Inkubation von 5 min bei RT wurde der Suspension 200 pl
Chloroform zugegeben und 15 s lang kraftig geschiittelt. Nach einer erneuten Inkubation von 2-3 min
bei RT wurde fir 15 min bei 4 °C und 12 000 x g zentrifugiert. Die nun zu sehende obere wdssrige
Phase enthalt die Nukleinsauren, wahrend die Interphase aus Proteinen und Zelltrimmern besteht.
Die wassrige Phase wurde vorsichtig, ohne die Interphase zu beriihren, in ein neues Reaktionsgefald
Uberfiihrt und mit 750 pl kaltem lIsopropanol vermischt und fiir mindestens 30 min bei -20°C
inkubiert, wodurch die RNA-Molekiile ausfallen. Nach einer Zentrifugation von 15 min bei 4°C und
12 000 x g wurde der Uberstand verworfen, das RNA-Pellet mit 1 ml Ethanol (75 %) gewaschen und
erneut fiir 10 min bei 4°C und 7500 x g zentrifugiert. Das Pellet wurde kurz getrocknet und dann in
50 ul mit DEPC behandeltem H,0 bidest. gelost. Die Konzentration wurde anschlielend mittels
Nanodrop bestimmt.
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2.10.2 Denaturierendes Agarosegel

Um die Integritdat der RNA-Proben zu (berprifen, wurden in dieser Arbeit denaturierende
Agarosegele (1 %ig) angefertigt. Hierzu wurde 1 g Agarose auf 100 ml 1xMOPS-Puffer eingewogen
und durch aufkochen in der Mikrowelle gel6st. Die Losung wurde abgekiihlt bis sie Handwarm war
und anschlieRend mit 7,5 ml Formaldehyd (37 %) und 4,5 pl Ethidiumbromid [10 mg/ml] vermischt
und in den vorbereiteten Schlitten gegossen. Nachdem die Agarose auspolymerisiert und abgekihlt
war, konnten die Proben geladen werden. Dafiir wurden 1-15 pg an RNA mit zwei Volumen Loading-
Dye versetzt, gemischt und fir 5 min bei 65°C im Wasserbad erhitzt. Danach wurden die Proben
schnell auf Eis gestellt und dann in die Taschen des Gels geladen. An die mit 1xMOPS-Puffer befiillte
Gelkammer, in der der Schlitten mit dem Gel lag, wurde eine Spannung von 80 — 100 V fiir ca. 1 h
angelegt. Da das Ethidiumbromid ein interkalierender und fluoreszierender Stoff ist, der sich an die
Nukleinsduren anlagert, konnten die RNA-Banden im Gel unter UV-Licht sichtbar gemacht und somit
Gberprift werden.

Loading-Dye

500 ul Formamid

160 pl Formaldehyd

100 pl 10xMOPS

175 pl Glycerin

50 ul Bromphenolblau (in H,0 DEPC gelost)

10x MOPS

0,2 M MOPS

50 mM C,H3;Na0O,

10 mM EDTA

ad 1L H,O DEPC

pH mit NaOH auf 7,0 einstellen (bei 4°C lagern)

2.10.3 Aufkonzentrieren der RNA

Flr die meisten in dieser Arbeit verwendeten weiterfihrenden Methoden war es notig, die RNA auf
zu konzentrieren. So konnte eine gréfRere Menge von 15 - 50 pg an RNA in einem kleinen Volumen
aufgenommen werden um die Handhabung zu erleichtern oder erst zu ermdglichen. Fir die
Aufkonzentrierung wurden 15 - 50 ug RNA mit einem Zehntel Volumen Natriumacetat (3 M, pH 5)
und drei Volumen Ethanol (100 %) versetzt und Gber Nacht bei -20°C geféllt. Der Ansatz wurde am
folgenden Tag bei 4°C fiir 20 min und 13 000 rpm zentrifugiert. Das RNA-Pellet wurde mit einem
Volumen Ethanol (90 %) gewaschen und das Pellet nach erneutem Zentrifugieren kurz an der Luft
getrocknet. Das Pellet wurde in 5 pl H,O bidest. gelost, das mit DEPC versetzt war und bis zur
Verwendung bei —80°C gelagert.

2.10.4 Nachweis einer 3" Modifikation (f-Eliminierung)

RNA-Molekiile tragen oft eine Modifikation an ihrem 3" Ende. Um dies zu Uberprifen wurden
15-20 ug der zu behandelden RNA mit 1 ng eines Kontroll-Oligos versetzt und {ber Nacht
aufkonzentriert (2.10.3). Die Chemikalie Periodat kann die Ringstruktur einer Ribose aufspalten,
indem es zwei benachbarte Hydroxylgruppen oxidiert und die Ribose somit zu einem Dialdahyd
aufspaltet. Diese offene Ringstruktur ist sehr instabil und kann leicht in einem zweiten Schritt
abgespalten werden. Tragen die RNA-Molekiile eine Modifikation, wie zum Beispiel eine
Methylierung an Stelle einer der notwendigen Hydroxylgruppe, ist die Reaktion blockiert. Tragen sie
dagegen keine Modifizierung, so wie der Kontroll-Oligo, und stattdessen beide Hydroxylgruppen,
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wird die Ringstruktur des letzten Nukleotids zu einem Dialdehyd oxidiert und anschlieRend durch
eine B-Eliminierung abgespalten. Dies flhrt zu einem GréRenunterschied und kann deshalb in einem
Northernblot (2.10.5) nachvollzogen werden. Da das in die Reaktion eingesetzte Periodat
lichtempfindlich ist, wurden die folgenden Schritte im Dunkeln durchgefiihrt. Das RNA-Pellet der
Aufkonzentrierung wurde nicht in Wasser, sondern in 17,5 pl Borax-Puffer | aufgenommen, mit 2,5 pl
Periodat-Losung versetzt und durch auf- und ab-pipettieren gemischt. Der Ansatz wurde fiir 10 min
bei RT im Dunkeln inkubiert. AnschlieBend wurde die Reaktion durch die Zugabe von 2 ul Glycerin
abgestoppt. Es wurde erneut 10 min im Dunkeln inkubiert. Um die Probe umpuffern zu kénnen,
wurde die Probe in einer Speedvak solange eingedampft, bis nur noch die RNA gel6st in den 2 pl
Glycerin vorlagen. Diese wurde dann in 50 pl Borax-Puffer Il geldst und fiir 90 min bei 45°C inkubiert.
Um die nun fertig behandelte RNA auf einen Northernblot auftragen zu kénnen, musste sie erneut
wie in 2.10.3 beschrieben, aufkonzentriert werden.

Borax-Puffer | (pH = 8,6)
4,375 mM Borax
50 mM Borsaure

Borax-Puffer I

33,75 mM Borax

50 mM Borsaure

pH-Wert mit NaOH auf 9,5 einstellen

Periodat-Lsg.
200 mM Natrium-Periodat

2.10.5 Northernblot der kleinen siRNA-Spezies

Um eine gute Auftrennung der kleinen RNA-Spezies gewdhrleisten zu kdnnen, wurden
denaturierende Polyacrylamid-Gele mit einer Lange von 40 cm und einer Dicke von 0,4 mm
verwendet. Fiir das GieRen dieser Gele wurden die Glasplatten der Gelkammer zunéachst von
Rickstanden, Staub und RNAsen gesdubert. Hierzu wurden die Platten, der Kamm und die Spacer
zuerst mit bidestilliertem und DEPC behandeltem Wasser abgerieben. Anschliefend wurden sie
zundchst mit 0,1 M Natronlauge und dann mit einer 0,1 %igen SDS-Losung abgerieben. Alles wurde
anschlieRend gut mit frischem bidestilliertem Wasser abgespiilt und mit Isopropanol trocken poliert.
Nach dem Zusammenbauen der Apparatur wurde der Gelansatz vorbereitet. In dieser Arbeit wurden
15 %ige Gele verwendet. Fir ein Gel wurden 16,8 g Harnstoff eingewogen, mit 5 ml DEPC
behandeltem Wasser, mit 4 ml 10xTBE-Puffer versetzt und mit 15 ml Acrylamid-Bisacrylamid (19:1,
40 %) gemischt. Damit sich der Harnstoff in diesem Gemisch 16st, wurde der Ansatz in einem
Ultraschallbad inkubiert. Danach wurde der Ansatz auf 40 ml mit DEPC behandeltem Wasser
aufgefillt. Bevor 64 pl TEMED und 35 pl einer 15 %igen APS-Lésung zur Polymerisierung des Gels
zugegeben wurden, wurde der Gelansatz auf Eis abgekiihlt. Der komplette Gelansatz wurde in eine
Spritze aufgezogen und Uber einen Mikroporenfilter mit einer Porengrofle von 0,45 pum in die
Kammer gespritzt. Dabei wurde darauf geachtet, keine Luftblasen zu erzeugen. Nachdem das Gel
nach etwa 2 h auspolymerisert war, konnte der Vorlauf gestartet werden. Hierfir wurde die Kammer
mit vorgewarmtem 1xTBE-Puffer gefillt, die Taschen vom Harnstoff freigesplilt und fiir ca. 30-45 min
eine elektrische Leistung von 65 W angelegt, sodass das Gel auf 50°C erwarmt wurde. In der
Zwischenzeit konnten die Proben vorbereitet werden. Hierzu wurde die aufkonzentrierte RNA (20 pg
in 5 pl) mit dem doppelten Volumen an Ladepuffer versetzt und bei 94°C fiir 3 min denaturiert. Der
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verwendete GroRenstandard wurde mit 10 ul H,0O DEPC versetzt und ebenfalls denaturiert. Die
Proben wurden anschlieend direkt auf Eis gestellt und dann auf das Gel geladen. Die Taschen
wurden vor dem Beladen mit den Proben erneut gut ausgesplilt, da der Harnstoff in die Taschen
diffundiert und zu Laufartefakten im Gel fihren kann. Die Taschen, in denen keine Probe geladen
wurde, wurden mit dem gleichen Volumen Ladepuffer versetzt um ein gleichmaRiges Wandern der
RNA-Molekiile im Gel zu ermoglichen. Es wurde erneut eine elektrische Leistung von 65 W solange
angelegt bis die Bromphenolblau-Bande des Ladepuffers das untere Ende der Kammer erreicht hatte.

15 % Ammoniumperoxidsulfat (APS)
0,25 g APS in 1,5 ml H,0 DEPC einwiegen

Ladepuffer
950 ul Formamid

50 ul Bromphenolblau (in H,0 DEPC)
20 ul EDTA (0,5M, pH 8)

10xTBE
107,8 g Tris
55,3 g Borsaure

7,44 g EDTA
ad 1L H,0 DEPC

Wahrend des Gellaufes wurden bereits das zum Blotten bendtigte Whatmanpapier und eine Nylon-
Membran auf die GroRRe des Gels zurechtgeschnitten und bereit gelegt. Die Vakuumblot-Kammer
wurde aufgebaut und zunachst drei Lagen in 20xSSC getranktem Whatmanpapier aufeinander gelegt
und von Luftblasen befreit. AnschlieRend wurde die Membran zundchst in 2xSSC und danach in
20xSSC getrankt und ebenfalls auf den Stapel gelegt. Nun wurde das Gel aus der Apparatur
entnommen und zurecht geschnitten. Dieses wurde anschlieBend mit Hilfe einer Folie auf die
Membran gelegt und ebenfalls von Luftblasen befreit. Zum Abschluss wurden noch einmal drei Lagen
in 20xSSC getranktem Whatmanpapier aufgelegt. Der ganze Stapel wurde erneut mit 20xSSC
Ubergossen und mit einer Gummifolie abgedeckt, in die Apparatur eingespannt und fiir 2 h durch das
Anlegen eines Vakuums geblottet. Nach etwa 1 h wurde der ganze Stapel erneut mit 20xSSC
getrankt.

AnschlieBend wurde der Blot abgebaut und die Membran zum crosslinken mit UV-Licht (Dosis:
70 kJ/cm?®) bestrahlt. Die Membran wurde bei 60°C getrocknet und in Whatmanpapier bis zur
Hybridisierung bei RT aufbewahrt.

20xSSC:

175,3 g NaCl

88,2 g C¢HsNa;0,-2H,0
ad 1 L H,O0 DEPC

2.10.6 Northernblot von mRNA-Spezies

Um groBere RNA-Molekile gut auf eine Nylon-Membran blotten zu kdénnen, wurden 15 pg RNA
aufkonzentriert (2.10.3) und durch ein denaturierendes Agarosegel (2.10.2) bei einer Spannung von
80 V fur 1 h aufgetrennt. Wahrend des Gellaufes, wurden Whatmanpapier und die Membran
zugeschnitten. Nach Beendigung des Laufes wurde das Gel zurechtgeschnitten, sodass das Gel, die
Membran und die Lagen Whatmanpapier dieselbe GrofRe aufwiesen. Das Gel wurde zweimal fiir 10
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min in H,0 DEPC geschwenkt um Uiberschiissiges Formaldehyd und Ethidiumbromid zu entfernen.
Um einen guten Transfer der RNA auf die Membran zu erméglichen, wurde das Gel anschlieRend fir
10 min in 10xSSC geschwenkt. AnschlieBend wurden auf einem Stapel Papierhandtiicher zunachst
drei Lagen in 10xSSC getranktem Whatmanpapier aufgeschichtet. Die Nylon-Membran wurde
zunachst in 1xSSC und dann in 10xSSC geschwenkt und auf den Stapel aufgelegt. Das Gel und weitere
drei Lagen in 10xSSC getranktem Whatmapapier wurden oben aufgeschichtet. Zuletzt wurde eine
Briicke aus Whatmanpapier so aufgelegt, dass beide Enden des Papiers in einem Reservoir an 10xSSC
enden. Da bei diesem Verfahren der Transfer der RNA auf die Membran allein durch den Sog der
FlUssigkeit vermittelt wird, muss darauf geachtet werden, dass die Flissigkeit (iber die Bricke nur
durch das Gel laufen kann. Hierfiir wurde ein Rahmen um den Blotstapel mit Parafilm gezogen und
die einzelnen Bahnen mit Tesafilm zusammengeklebt. Zuletzt wurde der Blotstapel mit einer
Glasplatte abgedeckt, mit einem Gewicht beschwert und lber Nacht geblottet (vgl. Southernblot
2.11.4). Am folgenden Tag wurde der Blot abgebaut, unter UV-Licht tGberpriift ob noch RNA-Molekiile
im Gel verblieben sind und die RNA bei einer Dosis von 70 kJ/cm? und UV-Licht kovalent an die
Membran gebunden. Die Membran wurde getrocknet und in Whatmanpapiert bei RT bis zur
Verwendung gelagert.

2.10.7 Hybridisieren von Northernblots mit radioaktiv markierten Oligosonden
Zur Erkennung und Indentifizierung spezifischer RNA-Spezies wurden die in dieser Arbeit

hergestellten Blots mit Sonden hybridisiert, die zuvor radioaktiv markiert wurden. Aus einem PCR-
Produkt generierte Sonden (2.10.7.2) wurden Uber Nacht bei 42°C hybridisiert; Sonden aus
Oligonukleotiden (2.10.7.1), wurden Uber Nacht bei 33°C hybridisiert. Die Hybridisierung mit der
Ladekontrolle (GIn t-RNA) erfolgte tber Nacht bei 60°C. Auch der in dieser Arbeit hergestellte
Southernblot (2.11.4) wurde mit einer GFP-Sonde (ber Nacht bei 60°C in Churchpuffer hybridisiert.
Ebenfalls bei 60°C wurden die Northerblots fiir mRNA-Spezies iber Nacht hybridisiert. Die Pra- und
Hybridisierungsschritte fanden in Churchpuffer statt. Das Waschen der Blots geschah bei derselben
Temperatur wie das Hybridisieren. Das Signal wurde mittels Auflegen eines Screens aufgefangen und
ausgelesen.

Churchpuffer
70 g SDS

0,37 g EDTA

250 ml Phosphatpuffer (1 M, pH 7,2)
10 g BSA Fraktion V

ad 1 L H,0 bidest.

Phosphatpuffer (1M)

70,3 g Na,HPO,

4 ml HsPO, (85 %)

ad 11 H,0 bidest.

pH-Wert auf 7,2 einstellen

2.10.7.1. 5" Markierung mittels ATP [Y-32P]

Fiir diese Markierungsreaktion wurden in dieser Arbeit Oligosonden verwendet. Dabei wurde den
Oligos an ihrem 5" Ende ein radioaktiv markiertes [¥-32P]-Phosphat durch die T4-Polynukleotidkinase
(T4-PNK) angehangt. Hierzu wurden 5 pl [10 pmol] des Oligos fir 3 min bei 95°C denaturiert und
anschlieRend auf Eis abgekihlt. Dem Ansatz wurden 2 pl T4-PNK-Puffer und 1,5 pl des radioaktiven
Phosphats, ATP [Y-**P] zugegeben und gemischt. Dies entspricht einer Aktivitat von 15 pCi (3 000
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Ci/mmol). Nach der Zugabe von 1 pl Enzym (10 U) wurde der Ansatz auf 20 pl mit Wasser aufgefillt
und fir 30 min bei 37°C inkubiert. Danach wurde der Ansatz auf 50 ul mit STE-Puffer aufgefillt und
Uber Sephadex G-50-Siulen (illustra ProbeQuant™ G-50 Micro, GE/Amersham) nach Angaben des
Herstellers aufgereinigt. Das Eluat der Saulen wurde mit einem Strahlenmessgerat gemessen. Sie
wurde zu 15 ml vorgewarmtem Churchpuffer gegeben und ein Blot damit (iber Nacht hybridisiert.

2.10.7.2 Markierung mittels dCTP [«x-32P]

Um doppelstrangige DNA-Sonden zu generieren, wurden in dieser Arbeit PCR-Produkte verwendet,
die durch die Klenow-Polymerase (exo-)amplifiziert und dabei mittels dCTP [a->*P] markiert werden.
Dabei wurden random Primer und radioaktiv markiertes dCTP [0->’P] benutzt. Fiir die Reaktion
wurden 100 ng des aus einem Agarosegel aufgereinigten PCR-Produktes in 33 ul Wasser
aufgenommen. Das PCR-Produkt wurde fir 5 min bei 95°C denaturiert und danach direkt auf Eis
gestellt. Danach wurden 5 pl Puffer mit Random-Octameren [400 ng/ul] und 6 pl eines dNTP-Mixes
(dATP, dGTP, dTTP, je 0,5 mM) zugegeben. Anschliefend wurden 5 pl des radioaktiven a->’P dCTP
und 1 pl Enzym (5 U) zugegeben und gemischt. Dies entspricht einer Aktivitat von 50 uCi. Der Ansatz
wurde fiir 1 - 1,5 h bei 37°C inkubiert und anschlieRend wurde die Reaktion durch die Zugabe von 5
ul EDTA (200 mM, pH 8) abgestoppt. Im Anschluss wurde der Ansatz nach Angaben des Herstellers
lber eine Sephadex G-50-Sdule aufgereinigt. Das Eluat der Saulen wurde mit einem
Strahlenmessgerat gemessen. Die fertige Sonde sollte eine Strahlung von mindestens 10 000 KIPS
aufweisen. Um zu verhindern, dass sich die komplementdren markierten Strdnge zu einem
Doppelstrang zusammenlagern, wurde erneut fir 5 min bei 95°C denaturiert. Die nun radioaktiv
markierte Sonde wurde dann zu 15 ml vorgewarmtem Churchpuffer gegeben und ein Blot damit tber
Nacht hybridisiert.

2.10.7.3 Waschen der markierten Northernblots

Nach dem Hybridisieren der Blots wurde der Church-Puffer, der die radioaktiv markierte Sonde
enthalt, entfernt und zur weiteren Verwendung bei -20°C eingefroren. Die Blots wurden bei der
jeweiligen Hybridisierungstemperatur mit steigender Stringenz gewaschen. Zuerst 5 min, dann
weitere 30 min mit Waschpuffer 1; anschlieRend 5 min gefolgt von weiteren 30 min mit Waschpuffer
2. Die Blots wurden in Folie eingeschweil$t und mit einem Screen zur Auffangung des Signals bedeckt.
Das aufgefangene Signal konnte dann am Typhoon Trio-Imager (GEHealthcare) detektiert und mit
Hilfe des Progaramms ImageQuant TL in ein Bild libersetzt werden.

Waschpuffer 1
2 xSSC

0,1 % (w/v) SDS

Waschpuffer 2
0,2 x SSC

0,1 % (w/v) SDS

2.10.7.4 Strippen von Northernblots
Zum Abldsen von hybridisierten Sonden wurden die Blots in einer SDS-Losung [0,1 % (w/V)]
aufgekocht und langsam in dieser Losung abgekiihlt. Die Blots konnten so wiederverwendet werden.

2.11 DNA-chemische Methoden

2.11.1 Agarose-Gelelektrophorese
Zur GroRenauftrennung von DNA-Fragmenten wurden in dieser Arbeit 1 %ige Agarosegele

verwendet. Hierzu wurde 1 g Agarose auf 100 ml 1xTAE-Puffer eingewogen und durch aufkochen in
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der Mikrowelle gelost. Nach kurzem Abkiihlen wurde der Ansatz in den vorbereiteten Schlitten
gegossen. Nach dem Auspolymerisieren und Abkihlen wurde es mit 1XTAE-Puffer Giberschichtet und
mit den Proben beladen. Diese wurden zuvor mit Loading-Dye versetzt, sodass sie in die Taschen
absinken. AnschlieBend wurde eine Spannung von 80 — 100 V fiir ca. 1 h angelegt und die Fragmente
elektrophoretisch aufgetrennt. AnschlieBend wurde das Gel mit Ethidiumbromid angefarbt um die
DNA-Banden im Gel unter UV-Licht sichtbar machen zu kénnen und zu dokumentieren.

50xTAE
243 g Tris
3,72 g EDTA

57,1 ml Eisessig
ad 1 L H,O bidest.

pH-Wert auf 7,8 mit HCl einstellen

2.11.2 Polymerasen-Kettenreaktion (PCR)

DNA-Fragmente wurden in dieser Arbeit mittels der PCR-Methode (Mullis et al, 1986) amplifiziert um
sie zu vervielfaltigen. Dabei wurde zum einen die Tag-Polymerase (Axon Labortechnik) und zum
anderen die Phusion’ High-Fidelity Polymerase (New England Biolabs) unter Standardbedingungen
nach Angaben des Herstellers verwendet. Die Phusion®-Polymerase weist eine Proofreading-
Funktion auf und macht somit statistisch weniger Fehler. Diese wurde verwendet, wenn das PCR-
Produkt flir Klonierungen weiterverwendet wurde.

2.11.2.1 Quantitative PCR (real time)

Transkriptmengen einzelner Gene wurden in dieser Arbeit mittels quantitativer PCR analysiert.
Hierzu wurde Gesamt-RNA mit Hilfe von polyT-Primern in eine cDNA umgeschrieben und dann mit
Genspezifischen Primern analysiert. Zuvor wurde ein DNAse Verdau durchgefiihrt um eventuell
vorhandene DNA-Kontaminationen in der RNA-Probe zu beseitigen. Hierflir wurden 8 pg der
isolierten RNA (2.10.1) mit 4 U DNAse in einem 50 pl Ansatz fir 30 min bei 37°C inkubiert.
AnschlieBRend wurde der Ansatz liber eine Sdule mit dem RNeasy® MinElute® Cleanup Kit von Qiagen
nach Herstellerangaben aufgereinigt. Es wurden 500 ng der aufgereinigten RNA in die cDNA-
Synthesereaktion eingesetzt. Diese wurden mit 1 pl polyT-Primern [100 pmol/ul] und 1 pl dNTPs
[Gemisch aus je 10 mM dCTP,dATP,dGTP und dTTP]versetzt und bei 70°C fiir 5 min denaturiert.
AnschliefRend wurde der Ansatz fiir weitere 5 min in Eiswasser gekihlt. Es wurden dann 1 yl M-MLV
reverse Transkriptase, 1 pl RNAse-Inhibitor und die entsprechende Menge Puffer nach
Herstellerangaben zugegeben, gemischt und auf 25 pl mit DEPC behandeltem Wasser aufgefiillt. Die
Reaktion wurde in einem Thermocycler durchgefiihrt. Hierfir wurde der Ansatz zunachst fur 1 h bei
42°C, danach fir 15 min bei 70°C inkubiert und letztlich auf 4°C abgekiihlt. Es wurde zudem eine
noRT-Kontrolle durchgefiihrt, der kein Enzym zugegeben wurde um zu testen ob noch DNA-
Kontaminationen enthalten waren. Um die Transkriptmenge einzelner Gene analysieren zu kénnen,
wurde 1 pl der zu cDNA umgeschriebenen RNA mit genspezifischen Primern versetzt und 5x
EvaGreen-Mix, der auch eine Polymerase beinhaltet, nach Herstellerangaben zugegeben und der
Ansatz auf 10 pl aufgefillt. AnschlieBend wurde die PCR-Reaktion unter Standardbedingungen mit
Hilfe des CFX Connect realtime Systems (Biorad) durchgefiihrt und dokumentiert. Dabei wurde die
fluoreszierende Wirkung des EvaGreen-Mix ausgenutzt. Der Farbstoff fluoresziert nur, wenn er an
doppelstrangige DNA bindet. Somit kann an Hand der Zunahme des Fluoreszenssignals die
Entstehung der Amplifikate der doppelstrangigen cDNA-Molekiile wahrend der exponentiellen Phase
detektiert werden. Die Quantifizierung des gemessenen Fluoreszenzsignals und damit der
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Transkriptmenge wurde nach Pfaffl (2001) durchgefiihrt. Hierbei wurden die Signale mit denen der
Housekeeping Gene actinl-1 und GAPDH verglichen und zu lhnen normalisiert. Dafiir war es
notwendig die Amplifikationseffizienz (E) zu bestimmen. Diese betrug bei allen getesteten
Primerpaaren durchschnittlich 1,9 und wurde der Quantifizierung der Produkte zu Grunde gelegt. Die
Transkriptmenge konnte schlieSlich mit der Formel:

Ratio = EACP (Kontrolle-Probe)

berechnet werden (Pfaffl, 2001), wobei CP fiir den ,crossing point” steht. Dieser CP-Wert gibt die
Zykluszahl an, an der sich das Fluoreszenssignal vom Hintergrund abhebt und die exponentielle
Amplifikationsphase beginnt.

2.11.3 Isolierung intakter Chromosomen aus Paramecium
Fiir die Isolierung intakter Chromosomen aus Paramecium-Zellen wurde stets darauf geachtet, dass

keine oder nur geringe Scherkrafte auf die DNA wirken. Fur die Isolierung wurde eine Zellkultur auf
100 000 Zellen groRgezogen. Diese wurde in der Oltest-Zentrifuge bei 1 500 rpm und RT fiir 2 min
pelletiert und anschlieBend fiir 1,5 h in Volvic-Wasser gesetzt, sodass die Paramecien die noch in
ihren Futtervakuolen enthaltenen Bakterien verdauen und ausscheiden. Nach erneutem
Zentrifugieren in der Oltest-Zentrifuge wurde der Uberstand bis auf 500 pl abgesaugt. Der
Zellsuspension wurden 2 ml Lysepuffer, die auf 55°C vorgewarmt waren, und 250 ul einer Proteinase
K-Lésung [10 mg/ml] zugegeben und vermischt. Der Ansatz wurde UN bei 55°C inkubiert um die
Zellen aufzuschlieRen und Proteine wie z.B. DNAsen abzubauen. Am folgenden Tag wurde 725 pl
Roti-Phenol (pH 8) zugegeben und fir 1 h bei RT auf einem Blotroller inkubiert. Der Ansatz wurde in
ein 15 ml Greinerréhrchen tberfihrt und fiir 2 min bei RT und 1 000 rpm in einem Schwingrotor
vorsichtig zentrifugiert. Nach einer kurzen Ruhephase bei RT, in der sich die Phasen noch besser
trennen konnten, wurde die untere Phase, welche die Nukleinsduren enthalt, vorsichtig in ein neues
Reaktionsgefal tUberfihrt. Die Probe wurde erneut fir 2 min bei RT und 13 000 rpm zentrifugiert um
letzte Triibstoffe und Schwebeteile zu pelletieren. Der Uberstand, der die Nukleinsduren enthilt
wurde nun Uber Dialyseschlauche aufgereinigt. Die in dieser Arbeit verwendeten Schlauche wiesen
einen Cutoff von 12 kDA auf und wurden vor der Verwendung fir 15 min in heifem H,O bidest.
inkubiert und an einem Ende zugeknotet. Nun wurden die Proben eingefillt, die Schlauche
geschlossen und in 2 L 1xTE-Puffer inkubiert, welchen zuvor 25 % Ethanol zugemischt wurde. Nach
einer Inkubation von 2 h wurde der Puffer getauscht und der Ansatz erneut fir 2 h in 2 L 1xTE-Puffer,
versetzt mit 25 % Ethanol, inkubiert. Zuletzt wurde Der Ansatz UN in erneut 2 L 1xTE-Puffer ohne
Ethanol inkubiert. Am folgenden Tag wurde die Probe aus den Schlduchen in Eppendorf-
ReaktionsgefdRe tiberfiihrt und mittels Nanodrop die Konzentration bestimmt. Die Proben wurden
bis zur Verwendung bei 4°C gelagert.

Da die Probe aus gesamt Nukleinsduren besteht, wurde zundchst noch ein RNAse-Verdau
durchgefihrt. Hierzu wurden 1,5 ml der Probe mit 3 pl RNAse A [10 mg/ml] versetzt und fir 20 min
bei RT inkubiert. Der Ansatz wurde danach mit Phenol aufgereinigt. Hierfr wurden 1,5 ml Roti-
Phenol (pH 8) und 150 pl Natriumacetat (3 M, pH 9) zugegeben und fiir 5 min bei RT und 4 000 rpm
in einem Schwingrotor zentrifugiert. Die obere Phase wurde in ein neues ReaktionsgefaR tberfihrt
und 1,5 ml Chloroform zugegeben. Der Ansatz wurde invertiert und erneut fir 5 min bei RT und
4 000rpm im Schwingrotor zentrifugiert. Die obere Phase wurde erneut in ein neues Reaktionsgefald
Uberfiihrt und mit die DNA daraus durch die Zugabe von 1,5 ml Isopropanol UN bei -20°C gefillt. Am
folgenden Tag wurde die DNA durch die Zentrifugation fiir 15 min bei 5 000 rpm und RT pelletiert.
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Das Pellet wurde mit 1 ml Ethanol (80 %ig) gewaschen und nach erneutem Zentrifugieren fir 10 min
bei gleichen Bedingungen wurde die DNA kurz an der Luft getrocknet. Das trockene Pellet wurde in
30 pl Tris (10 mM, pH 8) aufgenommen und die Konzentration erneut mittels Nanodrop bestimmt.
Die Proben wurden bis zur Verwendung bei 4°C gelagert.

Lysepuffer
10 ml EDTA (0,5 M, pH 9)

333 pl N-Lauroysarcosin Natriumsalzlosung (30 %)

1 g SDS
ad 100 ml H,0 bidest.

2.11.4 Southernblot

Um DNA auf eine Membran ubertragen zu koénnen, wurden 2 pg der isolierten intakten
Chromosomen (2.11.3) auf ein Agarosegel (2.11.1) geladen und elektrophoretisch aufgetrennt. Das
Gel wurde anschlieBend mit Ethidiumbromid gefarbt und dokumentiert. Die Banden des Markers
wurden mit einem Skalpell auf dem Gel markiert. Das Gel wurde danach fiir 15 min in 0,25 M HCl und
anschlieRend fiir 20 min in Denaturierungslosung geschwenkt. Danach wurde das Gel zweimal fir je
15 min in Neutralisierungslosung inkubiert. In der Zwischenzeit konnte der Blot aufgebaut werden.
Hierflr wurden das Whatmanpapier und eine Nylon-Membran auf die GroRe des Gels zugeschnitten.
AnschlieBend wurden auf einem Stapel Papierhandtiicher zundchst 3 Lagen in 20xSSC getranktem
Whatmanpapier aufgeschichtet. Die Nylon-Membran wurde zunéachst in 2xSSC und dann in 20xSSC
geschwenkt und auf den Stapel aufgelegt. Das Gel und weitere 3 Lagen in 20xSSC getranktem
Whatmanpapier wurden oben aufgeschichtet. Zuletzt wurde eine Briicke aus Whatmanpapier so
aufgelegt, dass beide Enden des Papiers in einem Reservoir an 20xSSC enden. Der Blotaufbau ist
schematisch in Abbildung 2.2 dargestellt. Da bei diesem Verfahren der Transfer der DNA auf die
Membran nur durch das FlieRBen der Flussigkeit und Druck durchgefiihrt wird, musste darauf geachtet
werden, dass die Fllssigkeit tGber die Briicke nur durch das Gel laufen kann. Hierfir wurde ein
Rahmen um den Blotstapel mit Parafilm gezogen und die einzelnen Bahnen mit Tesafilm
zusammengeklebt. Zuletzt wurde der Blotstapel mit einer Glasplatte abgedeckt, mit einem Gewicht
beschwert und flr 16-24 h geblottet (vgl. Northernblot von mRNA-Spezies 2.10.6). Am folgenden Tag
wurde der Blot abgebaut, unter UV-Licht iberprift ob noch RNA-Molekiile im Gel verblieben sind
und die RNA bei einer Dosis von 70 kJ/cm2 und UV-Licht kovalent an die Membran gebunden. Die
Membran wurde getrocknet und in Whatmanpapier bei RT bis zur Verwendung gelagert.

mmm \Whatmanpapier
mmm Membran
Agarosegel

E Papierhandtiicher
—/20x SSC

Abbildung 2.2 : Schematische Darstellung des Aufbaus eines Southernblots. Auf einem Papierhandtuchstapel (Grau
liniert) sind 3 Lagen Whatmanpapier (Schwarz), die Membran (Dunkelblau), das Gel (Hellblau) und erneut 3 Lagen

Whatmanpapier aufgeschichtet. Eine Briicke aus Whatmanpapier verbindet das Fliissigkeitsreservoir aus 20xSSC mit dem
Blot, welcher durch eine Glasplatte abgedeckt und durch ein Gewicht beschwert ist.
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Denaturierungslosung
87,66 g NaCl

20 g NaOH
ad 1 L mit H,0 bidest.

Neutralisierungslésung

60,57 g Tris

87,66 g NaCl

2 ml EDTA (0,5M, pH 8)

ad 1 L mit H,O bidest.

pH-Wert auf 7,2 mit HCl einstellen

2.12 Protein-chemische Methoden

2.12.1 Gesamt-Proteinisolierung aus Paramecium

Eine Kultur von 200 000 Zellen wurde zunichst tiber Gaze abfiltriert und anschlieBend in der Oltest-
Zentrifuge flr 2 min bei RT und 1 500 rpm abzentrifugiert. Um die Bakterien aus ihren Futtervakuolen
verdauen zu konnen, wurden die Zellen fir 1,5 h in Volvic-Wasser gesetzt. Nach erneutem
Zentrifugieren wurden die Zellen mit 25 ml 1xPBS gewaschen. Der Uberstand wurde nach dem
pelletieren der Zellen mit Hilfe einer Wasserstrahlpumpe bis auf 5 ml abgesaugt. Von diesen 5 ml
Zellsuspension wurde ein 100 ul Aliquot abgenommen und bei -80°C schockgefroren. Die restliche
Zellsuspension wurde in ein 50er Greinerrohrchen tberfihrt und ebenfalls bei -80°C eingefroren.

Die 100 pl galten als Referenzprobe um die Proteinkonzentration in der 5 ml-Fraktion berechnen zu
kénnen und wurde hierfir am Nanodrop bei einer Wellenlange von A = 280 nm gemessen. Die
gemessen Proteinkonzentration in [mg/ml] konnte somit auf die 5 ml hochgerechnet werden.

Zu der 5 ml-Zellsuspension wurden noch im gefrorenen Zustand 280 ul cOmplete® (Roche), einem
Protease-Inhibitor-Gemisch nach Herstellerangaben, 8 ml Methanol und 2 ml Chloroform zugegeben
und solange gevortext bis eine homogene Mischung vorhanden war. Nach der Zugabe von 6 ml
Wasser wurde fir 10 min bei 4°C und 8 500 rpm zentrifugiert. Die obere wéssrige Phase wurde
vorsichtig abgenommen ohne die Interphase, in der sich die Proteine ablagern, zu beschadigen.
AnschliefRend wurden erneut 6 ml Methanol zugegeben und wieder fiir 10 min bei 8 500 rpm und 4°C
zentrifugiert. Die Proteine befinden sich dann im gebildeten Pellet. Der Uberstand wurde
abgenommen und verworfen. Das Proteinpellet luftgetrocknet und anschlieBend in einer Menge an
IxLammlipuffer, versetzt mit 5 % B-Mercaptoethanol, aufgenommen, sodass 40 pg Protein in eine
Spur eines SDS-Gels geladen werden konnten. Die Menge an 1xLdmmli wurde an Hand der
Referenzprobe berechnet. Die so erhaltene Proteinlésung wurde 3 min in einem Wasserbad gekocht
und anschlieBend bei -20°C bis zur Verwendung gelagert.

Wahlweise wurden die Zellen nach einer Hungerphase von 45 min in Volvic abzentrifugiert, der
Uberstand abgenommen und das Zellpellet in kochendem 1xLdmmlipuffer gelést. Der Ansatz wurde
in ein Ependorff-Reaktionsgefal tGberfihrt und fir 3 min weiter gekocht. Nach dem Abkiihlen auf Eis
wurden die Proben bis zur Verwendung bei -20°C gelagert. Nachdem hierbei keine
Konzentrationsbestimmung erfolgte, wurden Zellaquivalente Mengen auf das anschlieRende SDS-Gel
geladen. Dies bedeutet, dass gleich viele Zellen verschiedener Kulturen in jeweils derselben Menge
1xLammlipuffer aufgekocht wurden und anschlieBend gleiche Volumina dieses Lysats auf das SDS-Gel
geladen wurden. Wurden zum Beispiel 200 000 Zellen in 200 pl aufgekocht und je 5 pl auf das SDS-
Gel geladen, so entspricht das der Zellaquivalenten Proteinmenge von 5 000 Zellen.
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4xLammlipuffer

8 g SDS

0,01 g Bromphenolblau

25 ml Tris-Cl (960mM, pH 6,8)

40 ml Glycerin
ad 80 ml mit H,0 bidest.

mit 20 % (v/v) B-Mercaptoethanol versetzen

2.12.2 Isolierung intakter Nuclei aus Paramecium

Um intakte Kerne aus Paramecium-Zellen zu isolieren, wurden 200 000 Zellen Gber 8 Lagen Gaze
gefiltert und in der Oltest-Zentrifuge fiir 2 min bei RT und 1 500 rpm abzentrifugiert. Das Zellpellet
wurde in 100 ml Trislésung (10 mM, pH 7) resuspendiert und ca. 30 min darin hungern gelassen. Dies
dient, wie auch die Inkubation in Volvic-Wasser dazu, dass die noch mit Bakterien gefillten
Futtervakuolen verdaut und geleert werden. Nach erneutem Zentrifugieren wurde der Uberstand auf
2 ml mit Hilfe einer Wasserstrahlpumpe abgesaugt, die Zellen darin resuspendiert und erneut
zentrifugiert. Nach der vollstindigen Abnahme des Uberstands und der Resuspendierund des
Zellpellets in 5 ml Lysepuffer wurde der Ansatz in den Potter Giberfiihrt und darin 5 min auf Eis
inkubiert. AnschlieRend wurde 30-50 mal gestampft, sodass die Zellen mechanisch aufgeschlossen
wurden. Dann wurden 40 ml Waschpuffer zugegeben und der Ansatz in ein 50er Greinerréhrchen
Gberfiihrt und bei 2500 rpm bei 4°C fir 10 min in einem Schwingrotor zentrifugiert. Der Waschschritt
mit anschliefender Zentrifugation wurde wiederholt. Zur Kontrolle der Isolation wurde von dem
erhaltenen Kernpellet eine DAPI-Farbung angefertigt (2.8.3). Wenn die Kerne frei von Zelltrimmern
vorlagen, wurde erneutl fir 10 min bei 4°C mit 6000 rpm zentrifugiert. Der Uberstand wurde erneut
vollstandig abgenommen und die Kerne in heilem 1xLammlipuffer, mit 5 % R-Mercaptoethanol
versetzt, geldst und 3 min in einem Wasserbad aufgekocht. Die isolierten Kerne wurden bis zur
Verwendung bei -20°C gelagert.

Trislésung
10mM Tris
pH-Wert auf 7,4 mit HCl einstellen

Lysepuffer
0,25M Saccharose

10mM MgCl,

10mM Tris

0,2 % (v/v) Nonodet P-40

pH auf 6,8 mit HCL einstellen
1 %(w/v) NaN; bei Bedarf

Waschpuffer
0,25M Saccharose

10mM MgCl,
10mM Tris
pH auf 7,4 mit HCL einstellen

2.12.3 Sodium-Dodecylsulfat-Elektrophorese (SDS-PAGE)

Zur Auftrennung von Proteinen nach dem Molekulargewicht wurden sogenannte Sodium-
Dodecylsulfat-Gele gegossen. Um auch kleine Proteine auftrennen zu kénnen, wurden zuerst 16 %ige
Trenngele zwischen zuvor abgedichtete Platten gegossen und nach dem Auspolynerisieren mit einem
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4 % Sammelgel Uberschichtet. Die verwendeten chemischen Stoffe sowie deren Menge sind in
Tabelle 2.8 aufgelistet. Flr diese Art von Gelen wurde eine Acrylamid-Bisacrylamidlosung (30 %)
verwendet, die ein Verhaltnis von Acrylamid zu Bisacrylamid von 29:1 aufweist. Die Gele wurden
nach dem Auspolymerisieren in feuchte Ticher gewickelt und kihl bei 4°C bis zur Verwendung
aufbewahrt. Fir den Lauf wurden die Gele mit 1xLdmmli-Laufpuffer Uberschichtet, die Proben
geladen und leere Taschen mit 1xLammlipuffer aufgefillt. Die Kammer wurde an die Stromquelle
angeschlossen und dabei wurden 50 mV fiir etwa 2 h angelegt.

Tabelle 2.8: Gelansdtze der Sodium-Dodecylsulfat-Elektrophorese. Aufgelistet sind die verwedenten chemischen Stoffe
und deren Menge zum GieBBen eines SDS-Gels.

Chemischer Stoff Trenngel (16 %) Sammelgel
Acrylamid (30 %, 29:1) 9 ml 830 ul
Trenngelpuffer 3,5 ml -
Sammelgelpuffer - 500 ul

SDS (10 %) 167 ul 50 ul
Wasser 4,2 ml 3,6 ml
TEMED 10 ul 5ul
Ammoniumperoxidsulfat (APS) (10 %) | 100 pl 10 ul

Trenngelpuffer

36,3g Tris

ad 200 ml H,0 bidest.

pH-Wert mit HCl auf 8,8 einstellen

Sammelgelpuffer

12 g Tris

ad 200 ml H,0 bidest.

pH-Wert mit HCl auf 6,8 einstellen
Lammli-Laufpuffer

15 g Tris

5 g SDS

72 g Glycin

ad 5 L H,0 bidest.

pH-Wert sollte 8,27 aufweisen

Zur Detektion von Proteinbanden wurden die Gele entweder mit einer Coomassie-Lésung UN gefarbt
und danach zunachst mit Entfarbeldsung | und anschlieBend mit Entfarbelosung Il entfarbt oder mit
einer Blue-Silver-Losung sichtbar gemacht. Hierflir wurde das SDS-Gel nach beenden des Laufes
zunachst 2 h in einer Fixierlésung fixiert. Danach wurde zweimal fir 15 min mit H,0 bidest.
gewaschen und schlieRlich UN mit der Blue-Silver-Lésung gefirbt. Zur Kontrasterhéhung wurde
wieder mit H,0 bidest. entfarbt.

Coomassie-Loésung

2 g Coomassie Brillant Blau R250
0,5 g Coomassie Brillant Blau G250
475 ml EtOH (technisch)

425 ml H,0 bidest.

100 ml Eisessig
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Entfarbel6sung |

450 ml EtOH (technisch)

450 ml H,0 bidest.

100 ml Essigsaure (100 %, technisch)

Entfarbel6sung Il
930 ml H,0 bidest
70 ml Essigsdure (100 %, technisch)

Fixierl6sung
400 ml EtOH (technisch)

100 ml Essigsadure (technisch)
ad 1 L H,O bidest.

Blue-Silver-Losung

50 ml H,0 bidest.

50 ml Phosphorsaure

50 g Ammoniumsulfat

0,6 g Coomassie Brillant Blau G250
100 ml Methanol

ad 500 ml H,0 bidest.

2.12.4 Westernblot

Zur Bindung von Proteinen an eine Membran und anschlieBender Immunmarkierung wurden in
dieser Arbeit Westernblots angefertigt. Hierbei wurden die in einem SDS-Page (2.12.3) aufgetrennten
Proteine auf eine Nitrocellulosemembran durch Anlegen einer Spannung Gbertragen. Der Blot wurde
folgendermallen aufgebaut: auf einer Graphitplatte mit Anschluss an eine Spannungs- bzw.
Stromquelle wurden zunidchst 2-3 Lagen zurechtgeschnittenem, in 1xBlotpuffer getranktem
Whatmanpapier gelegt. Darauf wurde die Nylonmembran gelegt. Dann wurde das SDS-Trenngel
ebenfalls zurechtgeschnitten und auf die Membran gelegt. Wichtig fur den spateren Transfer der
Proteine aus dem Gel auf die Membran war es, hier die Luftblasen zu entfernen. Dies geschah durch
ausrollen mit einer Pasteurpipette. AbschlieBend wurden nochmals 2-3 Lagen mit 1xBlotpuffer
durchtranktem Whatmanpapier aufgelegt. Der gesamte Aufbau wurde vor dem schlieRen mit einer
zweiten Graphitplatte nochmals mit 1xBlotpuffer libergossen. An die Graphitplatten wurde eine
Stromstarke von 150 mA fiir 2,5 h angelegt.

Um den Transfer der Proteine auf die Membran zu tberprifen, wurde die Membran mit Ponceau-S-
Losung angefarbt, auf Whatmanpapier getrocknet und bis zur Verwendung bei RT gelagert.

10xBlotpuffer
30,3 g Tris

144 g Glycin

5 g SDS

ad 1 L H,0O bidest.

1xBlotpuffer
100 ml 10xBlotpuffer

0,5 ml 20 % SDS-Lsg.
200ml Methanol
ad 1 L H,O bidest.
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Ponceau -S- Losung
0,2 g Ponceau S
200 ml Essigsaure (5 %ig)

Der fertige Westernblot wurde mit spezifischen Antikérpern dekoriert und somit spezifische
Proteinbanden detektiert und analysiert. Hierflir wurde der Blot fir mindestens 30 min mit einer
5 %igen Milchpulver-Lésung beblockt. Dies fiihrt dazu, dass die noch freien Stellen der Membran
blockiert sind. Da Antikdrper ja auch Proteine sind, wiirden diese sonst unspezifisch an die Membran
binden und somit zu falschen Ergebnissen fiihren. Nach dem Blocken wurde der Blot mit dem
primaren Antikérper in einer spezifischen Verdinnung in 1xPBS bzw. 1xTBS lber Nacht bei 4°C
rollend mit dem Blot inkubiert. Am folgenden Tag wurde der Blot viermal fiir je 10 min mit 1xPBS
bzw. 1xTBS gewaschen. Der sekundare Antikdrper wurde so gewahlt, dass er spezifisch fir das Tier
ist, aus dem der primare Antikdrper gewonnen wurde. Der sekundadre Anti-Maus-Antikérper wurde
1:3 000 verdiinnt, der sekundare Anti-Hase-ANtikorper wurde 1:5 000 verdiinnt eingesetzt und
jeweils fur 1 h bei RT rollend mit dem Blot inkubiert. Zudem tragen diese sekundaren Antikorper eine
Meerrettich-Peroxidase, welche zusammen mit den zur Detektion bendtigten Ecl-Losungen eine
Lichtreaktion auslost. Nach erneutem viermaligem Waschen des Blots fiir je 10 min mit 1xPBS bzw.
1xTBS, konnte der Blot entwickelt werden. Hierflir wurde der dekorierte Blot in eine Klarsichtfolie
gelegt, zuerst mit 1 ml Ecl | Gberschichtet und anschlieRend mit 1 ml Ecl Il bedeckt. Die Lésungen
wurden gut verteilt und danach ausgestrichen. Die nun stattfindende Reaktion der Peroxidase konnte
mit dem Kamerasystem “Proteinsimple” der Firma Biozym dokumentiert werden.

Milchpulver-Losung
5 g Milchpulver
100 ml 1xTBS bzw. 1xPBS

10xPBS

80 g NaCl

2 gKcl

14,4 g Na,HPO,

2,4 g KH,PO,

ad 1 L H,0 bidest.

pH mit KOH (3M) auf 7,4 einstellen

10xTBS:

90 g NacCl

100 ml Tris-Cl (1M, pH 7,4)
ad 1 L H,0 bidest.

Ecll

4 ml H,0 bidest.

500 pl Tris (1M, pH 8,5)

22 ul p-Coumarinsaure —Stockldsung
50 pl Luminol-Stocklésung

ad 5 ml H,0 bidest.
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Eclll

4 ml H,0 bidest.

500 pl Tris (1M, pH 8,5)
3 Ul H,0, (30 %)

ad 5 ml H,0 bidest.

p-Coumarinsaure —Stocklésung
0,15 g p-Coumarinsaure

10 ml| DMSO

In Aliquots bei -20°C lagern

Luminol-Stocklésung

0,44g Luminol

10 mI DMSO

In Aliquots bei -20°C lagern

Westernblots konnten mehrmals verwendet und dekoriert werden. War das strippen des Blots
erforderlich, wurde der Blot fiir 15 min in 0,2 M Natronlauge geschwenkt und anschliefend fir 10
min mit 1xPBS bzw. 1xTBS gewaschen. Diese Prozedur wurde wiederholt. AnschlieBend wurde erneut
zweimal fur je 10 min mit 1xPBS bzw. 1xTBS gewaschen. Dann konnte der Blot erneut geblockt und
dekoriert werden.

2.12.5 Dotblot

Um die Spezifitat eines Antikorpers zu testen, wurden in dieser Arbeit Dotblots durchgefiihrt. Dabei
wurden verschiedene Mengen des Immunogens oder auch gesamt-Protein in kleinen Volumen auf
eine Nitrocellulosemembran als Dot aufgetragen, an der Luft getrocknet und anschlieend wie ein
Westernblot (2.13.3) mit Antikdrpern dekoriert und entwickelt.

2.12.6 Uberexpression der Antigene in E. coli

Zundchst wurde ein hydrophiler Bereich der Aminosduresequenz des hen1-Gens ausgewahlt, der als
Epitop dienen soll. So ist gewahrleistet, dass der Bereich am wahrscheinlichsten aus dem Protein ragt
und somit fuir den spateren Antikorper zuganglich ist. Hierflir wurde ein Teilbereich der katalytischen
Domdne gewahlt. Dieser umspannt die Aminosduren 33 bis einschlieflich 180 der Henl-
Proteinsequenz (GSPATG00036636001,ParameciumDB (http://paramecium.cgm.cnrs-gif.fr)).

Der Bereich wurde mit dem Proteom von Paramecium abgeglichen um Kreuzreaktionen zu
vermeiden. Es konnten jedoch keine moglichen Kreuzreaktionen detektiert werden. Diese AS-
Sequenz wurde mit einer Xhol- an der einen und einer Hindlll-Schnittstelle an der anderen Seite
versehen. Zuséatzlich wurde ein Stoppkodon vor die Hindlll-Schittstelle gesetzt und in den kodoncode
von E. coli umgeschrieben. Die Firma GenScript wurde beauftragt dieses Antigen zu synthetisieren.
Die bestellten Antigene wurden im Plasmid pUC57 geliefert, das eine Ampicillin-Resistenz (A) tragt.
Das Plasmid wurde in E. coli SURE per Elektroporation transformiert (2.9.2.1) um es zu vermehren. Da
E. coli SURE eine genomische Resistenz gegen Kanamycin und Tetracyclin (T) aufweist, wurde der
Transformationsansatz auf LB-TA Platten selektiert. Ampicillin fir das Plasmid pUC57 und Tetrazyklin
fir den Stamm E. coli SURE und bei 37°C inkubiert. Es wurde mit einer Kolonie eine UN-Kultur von 20
ml angeimpft und eine Plasmidisolierung (2.9.3) davon durchgefiihrt um so ausreichende Mengen an
Plasmid zur Weiterverwendung zu gewinnen. Von dem Plasmid wurden ausreichende Mengen mit
den Enzymen Hindlll und Xhol verdaut und Uber ein 1 % Agarosegel (2.11.1) aufgereinigt. Der
Expressionsvector pRSETA wurde ebenfalls mit Xhol und Hindlll verdaut um die passenden ,sticky
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ends” flr das Insert (Antigen) zu generieren. Das so linearisierte Plasmid wurde aus einem 1 %
Agarosegel ausgeschnitten und mit einem Kit (Invisorb) aufgereinigt. Der linearisierte Vektor und das
entsprechende Insert wurden ligiert und in den Bakterienstamm E. coli top10© per Hitzeschock
transformiert (2.9.2.2) und auf LB-A-Platten (Vektor) selektiert. Es wurden jeweils 10 Kolonien
gepickt und eine Plasmidisolierung (2.9.3) von je 2 ml UN-Kultur durchgefiihrt. Je zwei Klone wurden
sequenziert und auf ihre Richtigkeit hin Gberprift. Das fertige Konstrukt wurde per Elektroporation
(2.9.2.1) in den Expressionsstamm E. coli Rosetta2 transformiert und auf einer LB-A-Platte (Plasmid)
selektiert. Von einem Verdiinnungsausstrich wurde je 1 Kolonie in 10 ml LB-A gepickt und Gber Nacht
schiittelnd bei 37°C inkubiert. Diese UN-Kultur wurde in 200 ml LB-A Medium (iberfiihrt. Die Kultur
wurde schiittelnd bei 37°C bis zur Induzierung inkubiert. Bei einer ODsg5 = 0,6-0,75 wurde mit 0,1 mM
IPTG induziert und die Kultur nach kurzem abkiihlen auf Eis, bei 31°C weiter schiittelnd inkubiert bis
die ODsg; mind. 1,8 erreichte (wahlweise auch tGber Nacht weiter geschiittelt). Die Kultur wurde bei
4°C flr 5 min bei 6 000 rpm abzentrifugiert. Das Zellpellet wurde in 50 ml H,0 bidest. resuspendiert
und es wurde Lysozym in einer Konzentration von 20ug/ml zugegeben. Die Zellsuspension wurde
Giber Nacht bei -20°C eingefroren. Nach dem langsamen Auftauen der Zellsuspension am nachsten
Tag wurde 0,5 % (v/v) Triton X-100 zugegeben und anschlieBend auf Eis sonifiziert.

Einstellungen:
Cycle 50, Power +-70

3x30sec, 30sec Pause

Anschliefend wurde erneut bei 4°C fir 10 min bei 10 000rpm zentrifugiert. Das Pellet bestand nun
aus Inclusion-bodies, die das gewlinschte Protein beinhalten. War das Pellet weifllich, wurde direkt
weiter gemacht, war das Pellet noch braunlich, wurde erneut sonifiziert und abzentrifugiert. Das
weiBliche Pellet wurde in 4 ml Lysepuffer resuspendiert und in ein 15ml Falcon Uberfiihrt.

Der Ansatz wurde mit der entsprechenden Menge 4xLammlipuffer versetzt und fiir 3 min in einem
Wasserbad aufgekocht und anschliefend bis zur Verwendung bei -20°C gelagert. Um die so
Uberexprimierten Antigene einem Hasen zur Immunisierung zu injizieren, wurden die
entsprechenden Banden aus einem SDS-Gel ausgeschnitten bzw. tber Ni/NTA-Beads aufgereinigt
und an die Firma Seqlab geschickt. Danach wurden die zurilickerhaltenen Blutungen und die finale
Blutung, mit dem entsprechenden Antikorpertiter auf Dotblots (2.13.5) getestet. Die in Lammlipuffer
aufgekochten Antigene wurden auf eine Nitrocellulosemembran geblottt (2.12.4) und fir die
Affinitatsaufreinigung (2.12.7) der erhaltenen Antiseren verwendet.

Lysepuffer
100 mM NaH,PO,

10 mM Tris-Cl
8 M Urea
pH mit NaOH auf 8,0 einstellen

2.12.6.1 Aufreinigung der iiberexprimierten Proteine iiber Ni/NTA-Beads zur
Immunisierung eines Hasen
Das Lysat aus 2.12.6 wurde fir 20 min bei RT und 8 500 rpm abzentrifugiert um Zelltrimmer zu
beseitigen. In der Zwischenzeit wurden die Ni/NTA-Beads (Qiagen) dquilibriert. Dazu wurde eine 1 ml
Eppendorfpipettenspitze abgeschnitten und 1 ml der aufgeschwemmten Beads in ein 15 ml
Greinerréhrchen (berfiihrt. Es wurde 1 ml Lysepuffer zugegeben und die Beads erneut
aufgeschwemmt. AnschlieBend wurden die Beads vorsichtig bei RT fiir 1 min bei 950 rpm
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abzentrifugiert. Der Uberstand der Beads wurde vorsichtig abgenommen und verworfen. Das
abzentrifugierte Lysat wurde ebenfalls vorsichtig abgenommen, wobei darauf geachtet wurde, dass
keine Zelltrimmer mitgenommen wurden, und zu den Beads gegeben. Der Ansatz wurde fiir 1 h bei
RT gerollt, wobei der im Plasmid enthaltene His-Tag an die Beads bindet. Das Beads-Lysat-Gemisch
wurde bei 4°C Gber eine Saule aufgereinigt. Der Durchfluss wurde aufgefangen. Anschliefend wurde
zweimal mit 4 ml Waschpuffer gewaschen. Das Waschwasser wurde ebenfalls aufgefangen. Danach
wurde ebenfalls viermal mit 0,5 ml Elutionspufferl eluiert. AnschlieRend wurde viermal mit 0,5 ml
Elutionspuffer2 eluiert. 10 pl der gezogenen Proben wurden mit Lammlipuffer versetzt, fiir 3 min in
einem Woasserbad aufgekocht und bis zur Verwendung bei 4°C aufbewahrt. Die erhaltene
Antigenmenge im Lysat wurde quantifiziert und eine Probe davon an die Firma Seqlab zur
Immunisierung eines Hasen Ubermittelt. Dem Hasen wurde dort das Antigen nach einem
dreimonatigen Immunisierungs-Schema insgesamt viermal injiziert. Um testen zu kénnen, ob der
Hase Antikorper gegen das injizierte Henl-Antigen bildet, wurde vor der ersten Injektion ein
,Praimmunserum® (PIS) entnommen. Zudem wurden zu verschiedenen Zeitpunkten nach der
zweiten und dritten Injektion weitere Blutproben entnommen und als 1te und 2te Blutung
ausgewiesen. Die finale Blutung entspricht letzlich dem erhaltenen Antiserum.

Waschpuffer
100 mM NaH,PO,

10 mM Tris-Cl
8 M Urea
pH mit HCl auf 6,3 einstellen

Elutionspufferl
100 mM NaH,PO,

10 mM Tris-Cl
8 M Urea
pH mit HCI auf 5,9 einstellen

Elutionspuffer2
100 mM NaH,PO,

10 mM Tris-Cl
8 M Urea
pH mit HCl auf 4,5 einstellen

2.12.7 Affinitiatsaufreinigung der Antiseren

Zur Auftrennung des isolierten Antigens wurde ein 10 %iges SDS-Gel gegossen und ein Kamm mit
groRen Taschen gewahlt. Die Probe wurde, wie unter Kapitel 2.12.4 beschrieben, aufgetrennt und fir
2,5 h auf eine Nitrocellulosemembran elektrogeblottet. Die Banden wurden mit Ponceau-S-Losung
sichtbar gemacht. Die entsprechende Bande des iberexprimierten Immunogens wurde mit Hilfe
eines Skalpells ausgeschnitten, sodass ca. 1 cm lange Membranstiicke entstanden, auf denen das
gewlinschte Protein kovalent gebunden ist. Diese Stlicke wurden bis zur Verwendung in 1xPBS bei
4°C gelagert.

Zunachst wurde ein Schnipsel mit der Proteinseite nach oben in ein 0,5 ml Eppi gelegt, mit 200 pl
Glycinpuffer tiberschichtet und fir 10 min bei 4°C rollend inkubiert. Dies bewirkt, dass ungebundenes
oder loses Protein gelost und abgewaschen wird. Anschliefend wurde die Flissigkeit vollstandig
abgenommen und der Schnipsel zweimal fiir 10 min bei 4°C rollend mit 1xTBS gewaschen. Nach
jedem Waschschritt wurde die Flissigkeit vorsichtig aber vollstandig abgenommen. Der Schnipsel
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wurde anschlieBend fiir 1 h bei 4°C rollend mit 100 pl BSA-Losung inkubiert. Dann wurden 100 ul des
rohen Antiserums (finale Blutung) dazugegeben ohne die Flissigkeit abzunehmen, und tGber Nacht
weiter rollend bei 4°C inkubiert. Am folgenden Tag wurde die Flissigkeit mit einer Pipette abgezogen
und der Schnipsel viermal fiir 10 min bei 4°C rollend mit 1xTBS gewaschen. Nach jedem Waschschritt
wurde erneut die Flssigkeit vorsichtig aber vollstandig abgenommen. Mit einer sterilen Nadel wurde
ein Loch so in den Boden des 0,5 ml Eppis gestochen, dass die Flissigkeit durch Zentrifugation
abflieBen konnte. Das 0,5 ml Eppi mit Schnipsel wurde in ein 1,5 ml Eppi gesteckt und bei 13 000 rpm
und RT so lange zentrifugiert, bis die restliche FlUssigkeit abgelaufen war. Der Blotschnipsel wurde so
in dem 0,5 ml Eppi plaziert, dass bei waagrechter Lage dieses, der Membranschnipsel mit 30 ul
Glycinpuffer Gberschichtet werden konnte. In dieser Lage wurde der Ansatz fir 10 min bei RT
inkubiert. AnschlieRend wurde das 0,5 ml Eppi in ein neues 1,5 ml Eppi Giberfihrt, in welches zuvor 5
ul einer Tris-Lésung (1M, pH 8) vorgelegt wurden. Der Ansatz wurde erneut bei 13 000 rpm und RT so
lange zentrifugiert, bis das Eluat in die Tris-Losung gelaufen war. Die Prozedur wurde mit 15 pl
Glycinpuffer wiederholt und ins gleiche 1,5 ml Eppi abzentrifugiert. Der Versuchsaufbau beruht
darauf, dass aus dem Antiserum nur diejenigen Antikorper auf den Blotschnipsel binden, welche ein
Epitop gegen das gewiinschte Protein tragen. Der so aufgereinigte Antikérper wurde bis zur
Verwendung bei 4°C gelagert.

Glycinpuffer
0,1 M Glycin
pH-Wert auf 2,5 mit HCl einstellen

BSA-Losung
10 % (w/v) BSA in 1xTBS

Tris-Losung
1M Tris
pH-Wert auf 8 mit HCl einstellen

2.12.8 Immunfluorszenzfarbung

Zur Lokalisation eines Proteins in einer zuvor fixierten Zelle, wurden in dieser Arbeit
Immunfluoreszenzfarbungen durchgefiihrt. Dabei wurde mit Hilfe von spezifischen primaren
Antikorpern das gewlinschte Protein dekoriert. AnschlieRend wurde ein sekundarer Antikorper
verwendet, der eine fluorochrome Gruppe besitzt und spezifisch den ersten Antikorper bindet. Die
fluorochrome Gruppe konnte dann unter dem Fluoreszenzmikroskop mit der entsprechenden
Wellenldange angeregt und so sichtbar gemacht werden.

2.12.8.1 Fixierung von Zellen mit Paraformaldehyd

Die zu fixierenden Zellen (ca. 150 000 Zellen) wurden mit Hilfe der Oltest-Zentrifuge fiir 2 min bei RT
und 1 500 rpm abzentrifugiert und das Pellet in Volvic-Wasser (iberflihrt um eine Hungerphase von
1,5 h einzuleiten. Nach dem Hungern und erneutem Zentrifugieren wurden die Zellen in 1,5 ml
eiskalte Fixierlosung getropft. Diese enthielt Triton X-100 um die Zellmembran permeabel zu
machen. Dies ist vor allem wichtig, wenn intrazellulare Strukturen/Proteine markiert werden sollen.
AnschlieBend wurden die Zellen 30 min bei RT inkubiert (fixiert) und dabei ab und zu invertiert. Um
restliches PFA zu binden, wurde die Reaktion durch zweimaliges Waschen mit einer Glycin-Losung
abgestoppt. Nach jedem Waschschritt wurde erneut fiir 2 min bei 1 000 rpm zentrifugiert. Um das
gebundene Uberschiissige PFA aus den Zellen zu bekommen, wurden die Zellen 4-6 Mal mit 1xPBS
gewaschen. Um die fixierten Zellen lagerungsfahig zu machen, wurden sie zum Schluss noch mit
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Blocking-Losung gewaschen. Das finale Zellpellet wurde in 500 ul Blocking-Losung resuspendiert und
konnte so bis zur Verwendung bei 4°C gelagert werden.

Blocking-Lésung
5 % (w/v) BSA in 1xPBS

Glycin-Lésung (0,05M)
3,75 g Glycin
ad 1 L H,O bidest.

Fixierl6sung
8 % (w/v) Paraformaldehyd

1 % (w/v) Triton-X-100
In 1xPBS

2.12.8.2 Immunmarkierung mit spezifischen Antikérpern

Hierzu wurden 100 pl der zuvor fixierten Zellen (2.12.8.1) in einen 3-Loch-Objekttrager Uberfihrt.
Wenn die Zellen zu Boden gesunken waren, konnte so viel Uberstand wie moglich abgenommen
werden. Es wurden 500 pl der Blocking-Losung zugegeben und gewartet bis die Zellen erneut zu
Boden gesunken waren. Der Uberstand wurde vorsichtig abgenommen. Nun wurden 500 pl des
primaren Antikorpers in Blocking-Losung (1:750 Anti-Flag) zugegeben und im Dunkeln Gber Nacht bei
4°C inkubiert. AnschlieRend wurden die Zellen nach Abnahme des Uberstandes und durch die Zugabe
von 500 pl 1xPBS gewaschen. Nach dem Absinken der Zellen wurde auch hier so viel Uberstand wie
moglich abgenommen. Der Waschschritt mit 1xPBS wurde weitere fiinf Mal durchgefihrt.
Anschlieend wurden die Zellen erneut fiir 10 min mit Blocking-Losung inkubiert. Auch hier wurden
die Zellen absinken gelassen und anschlieBend wurde so viel Uberstand wie méglich abgenommen.
Nun folgte die Inkubation mit 500 ul des sekundadren Antikérpers in Blocking-Lésung (1:2 000 Anti-
Rabbit, fluorochrome Gruppe Alexa®594) fir 1,5 h bei RT. Alle folgenden Schritte wurden im
Dunkeln (sofern moglich) durchgefiihrt. Es wurde erneut sechs Mal mit 1xPBS gewaschen. Nach der
Abnahme des Uberstandes wurden die markierten Zellen in ein Eppi Uberfihrt und mit 10 pul
Vectashield gemischt. Dies verhinderte die Ausbleichung des Fluoreszenzsignals. Die Zellen konnten
so bei 4°C gelagert werden.

Um die nun markierten Zellen unter dem Mikroskop anschauen zu koénnen, wurden 10 ul der
markierten Zellen auf einen Objekttrager getropft, mit 1 pl DAPI-L6sung [1ug/ml] versetzt und
abgedeckelt. Hierfir wurde das Deckglas zuerst mit durchsichtigem Nagellack an den Ecken auf dem
Objekttrager fixiert und nach kurzem antrocknen der Lacktropfen wurden auch die Kanten des
Deckglases mit Nagellack abgedichtet. Nach dem Trocknen des Lacks konnten die Objekttrager unter
dem Fluoreszenzmikroskop untersucht werden.

2.13 Tiefensequenzierung Kleiner RNA-Spezies und deren bioinformatische
Analyse

2.13.1 Konstruktion von allgemeinen siRNA-Libraries

Fir die Tiefensequenzierung von siRNA-Libraries wurden 50 pg an isolierter Gesamt-RNA (2.10.1)
Uber ein 17,5 %iges Harnstoffgel aufgetrennt (2.10.5) und mit SYBR®Gold [1:10 000 in 1xTBE] gefarbt
um die RNA unter blauem Licht sichtbar zu machen. AnschlieBend wurde der
untersuchungsrelevante Bereich aus dem Gel ausgeschnitten. Da in dieser Arbeit siRNAs untersucht

wurden, die im Schnitt eine GroRe von 22-23 nt aufwiesen, wurde der Bereich zum Ausschneiden von
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17 nt bis 25 nt gewahlt. So konnte zudem sichergstellt werden, dass die wahrend der Autogamie
auftretenden, sehr abundanten scanRNAs, die in Paramecium eine GroRe von ca. 26 nt aufweisen,
nicht mitkloniert werden, da diese in der spateren Sequenzierung viele Reads ,abfangen” wiirden.
Das ausgeschnittene Gelstlick, welches die RNA enthalt, wurde in kleine Stiickchen zerteilt und in ein
Reaktionsgefalk Uberfihrt. Den Gelstiicken wurde anschlieRend 3 Volumen [v/w] Natriumchlorid (0,3
M) zugegeben und fir 24 h rollend bei 4°C inkubiert. Dies bewirkt, dass die RNA durch das Salz
gebunden und stabilisiert wird und durch die Flissigkeit aus dem Gel geschwemmt wird. Der
Uberstand wurde in ein ,low-bind“ ReaktionsgefaR iberfiihrt, dessen Innenseite so beschichtet ist,
dass keine Nukleinsduren daran heften bleiben. Dem Ansatz wurde Glycogen [70 ng/ul] und 3 V
Ethanol (100 %) zugegeben, gemischt und Uber Nacht bei -20°C gefallt. Nach dem pelletieren der
RNA am nachsten Tag durch Zentrifugation bei 13 000 rpm bei 4°C fir 30 min und anschlieRendem
Waschen des Pellets bei 13000 rpm und 4°C fir 20 min wurde der Uberstand vollstindig
abgenommen und das Pellet in 5 pl RNAse-freiem Wasser gelost. Nun konnte die eigentliche Library
konstruiert werden. Hierfiir wurde der ,,NEBNext® Multiplex Small RNA Library Prep Set for llumina“-
Kit der Firma NEB nach Herstellerangaben mit folgenden Abweichungen verwendet: Die Adapter
wurden 1:2 verdiinnt in die Ligationen eingesetzt. Die Ligation des 3" Adapters wurde bei 16°C liber
Nacht mit der im Kit enthaltenen T4 RNA-Ligase2 (truncated) inkubiert und die Amplifikation in der
PCR wurde mit 15 Zyklen durchgefiihrt.

Eine schematische Ubersicht der durchgefiihrten Schritte ist in Abbildung 2.3 dargestellt. Die
erhaltene Library wurde mit Hilfe des QiaQuick PCR Purification Kits aufgereinigt und das erhaltene
Eluat Uber AMPure XP Beads nach Herstellerangaben (Beckman/Coulter) aufgereinigt und mit einem
,High Sensitivity DNA-Chip“ bzw. ,DNA-1000-Chip“ auf dem Bioanalyser Uberpriift. Die Libraries
wurden mittels Messung am Q-Bit quantifiziert und anschliefRend wurden dquimolare Mengen der
Proben durch llumina-Sequenzing auf dem Hiseq mit einem single-end Lauf sequenziert.

, brimer ) Erststrang
> 3" Adapter >>Hybr'|d'|s'|erung>> 5’ Adapter >> Synthese PCR

Abbildung 2.3: Schematische Darstellung der bei der Konstruktion der Libraries durchgefiihrten Schritte des verwendeten
Kits von NEB. Zuerst wurde der 3’ Adapter an die siRNA-Molekiile ligiert. Um Primerdimere zu vermeiden, wurde
anschlieBend der zum 3° Adapter homologe Primer hybridisiert. AnschlieBend wurde der 5° Adapter ligiert, der
Erststrang synthetisiert und zum Schluss die ligierten Molekiile per PCR amplifiziert.

2.13.2 Konstruktion von spezifischen siRNA-Libraries

In dieser Arbeit wurden auch Libraries konstruiert und untersucht, die spezifisch fir methylierte
siRNAs sind. Dabei wurde sich zunutze gemacht, dass die Reaktion der B-Eliminierung durch eine
Behandlung der RNA mit Periodat ein zweistufiger Prozess ist. Der erste Schritt stellt die B-Oxidation
des letzten Nukleotids der RNA dar. Das Periodat bendtigt zwei in cis benachbarte Hydroxylgruppen
um die Ringstruktur oxidieren zu konnen. Im Falle von methylierten RNAs ist eine der
Hydroxylgruppen durch eine Methylgruppe ersetzt und die Reaktion der B-Oxidation somit blockiert.
Die oxidierten unmethylierten RNAs tragen somit keine ligierbare 3"-OH-Gruppe mehr. Wohingegen
die oxidierten methylierten RNAs ligierbar bleiben. Fir die Konstruktion der Libraries, die spezifisch
flir methylierte siRNAs sind, wurden 60 pg an isolierter Gesamt-RNA (2.10.1) mit 1 ng des Kontroll-
Oligos versetzt und Uber Nacht aufkonzentriert (2.10.3). AnschlieBend wurde die gefdllte RNA mit
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Periodat behandelt (2.10.4), die RNA jedoch nach dem Abstoppen der B-Oxidations-Reaktion durch
Glycerin erneut gefallt. Dies bewirkt, dass alle nicht methylierten RNAs oxidiert und nicht mehr
ligierbar sind, die methylierten RNAs dagegen ligierbar bleiben. Die gefdllte RNA wurde am nachsten
Tag in 5 ul RNAse-freiem Wasser aufgenommen, Gber ein 17,5 %iges Harnstoffgel (2.10.5)
aufgetrennt und der untersuchungsrelevante Bereich von 17-25 nt ausgeschnitten und wie in Kapitel
2.13.1 beschrieben, aufgereinigt. Die eigentliche Library wurde ebenfalls mit dem , NEBNext®
Multiplex Small RNA Library Prep Set for llumina“-Kit der Firma NEB nach Herstellerangaben mit
folgenden Abweichungen verwendet: Die Adapter wurden 1:2 verdiinnt in die jeweilige Ligation
eingesetzt. Die Ligation des 3" Adapters wurde bei 16°C Gber Nacht mit der im Kit enthaltenen T4
RNA-Ligase2 (truncated) inkubiert und die Amplifikation in der PCR wurde mit 15 Zyklen
durchgefiihrt. Die erhaltene Libraries wurde mit Hilfe des QiaQuick PCR Purification Kits aufgereinigt
und das erhaltene Eluat Uber AMPure XP Beads nach Herstellerangaben aufgereinigt und mit einem
,High Sensitivity DNA-Chip“ auf dem Bioanalyser tGberprift. Die Libraries wurden mittels Messung am
Q-Bit quantifiziert und anschlieRend wurden aquimolare Mengen der Proben durch llumina-
Sequenzing auf dem Hiseq mit einem single-end Lauf sequenziert. Um die Reaktion der B-Oxidierung
Uberprifen zu kénnen, wurden 10 pug der RNA der abgestoppten Reaktion abgezweigt und 5 g
davon Gber Nacht aufkonzentriert (2.10.3). Mit den restlichen abgezweigten 5 pug der RNA wurde die
B-Eliminierung durchgefiihrt (vgl. 2.10.4). Nach Beenden der Reaktion wurden auch diese 5 pg RNA
Uber Nacht aufkonzentriert (2.10.3). Die 5 pg der B-oxidierten RNA und die 5 pg der B-eliminierten
RNA wurden gegeneinander auf ein Harnstoffgel aufgetragen, aufgetrennt und durch das Anlegen
einer Spannung auf eine Nylonmembran geblottet (2.10.5). Diese Art der Libraries wurde fiir RNA-
Spezies aus transgenen Zelllinien, die das pTl- Konstrukt tragen angefertigt. Zudem wurden einzelne
Gene stillgelegt, um deren Einfluss auf die RNA-Spezies zu ermitteln. Hieflir wurden die Gene ICL als
Negativkontrolle, Hen1l und die beiden Piwi-Proteine 8 und 14 in einer Doppelverfiitterung durch
Feeding stillgelegt (2.8.4).

2.13.3 Bioinformatische Auswertung

Die bioinformatischen Analysen und Auswertungen, der durch die Sequenzierung mit llumina
erhaltenen Reads, wurden von Dr. Marcel Schultz, Gruppenleiter am Max-Planck-Institut fir
Informatik in Saarbriicken und seinen Mitarbeitern durchgefihrt.

2.13.3.1 Alignments und Aufbereitung der siRNAs

Die erhaltenen Reads der siRNAs wurden mit dem Programm “Bowtie2” (Langmead und Salzberg,
2012) aligned. Als erstes wurden die sequenzierten Reads gegen eine Auswahl an genomischen
Sequenzen aligned, die eventuell Kontaminationen darstellen konnten, wie z.B. den Genomen der
Futterbakterien E.coli und Klebsiella. Diese Referenzsequenzen enthalten zusatzlich auch die
Sequenzen ribosomaler RNA aus Paramecium. Eine Liste der Sequenzen ist dem Anhang in Kapitel 8.8
zu entnehmen. All diejenigen Reads, die nicht auf die Kontaminations-Sequenzen gemappt haben,
wurden in einer zweiten Runde mit dem Genom von Paramecium tetraurelia aligned. Dabei wurden
nur die Reads beibehalten, die ohne Mismatch alignen. Diese verbleibenden Reads entsprechen der
Summe T.

Mit dem Programm “custom scripts” wurden Uberlappungen der Reads mit spezifischen Zielregionen
analysiert. Zur Visualisierung und Normalisierung wurde das Programm “language R” verwendet.

2.13.3.2 Normalisierung der Reads

Da die Sequenzierungen der einzelnen Libraries unterschiedliche Anzahlen an Reads ergaben,

mussten diese Normalisiert werden um sie untereinander vergleichen zu kénnen. Es gibt jedoch
53



Material und Methoden

keine bekannten speziellen Normalisierungs-Methoden, die spezifisch flir RNA-Seg-Daten kleiner
RNAs sind. Allerdings wurden mehrere Methoden fiir die Normalisierung vom mRNA-Seq-Daten
beschrieben. Es gibt zwei gingige Methoden um mRNA-Seg-Daten zu normalisieren. Die erste
Methode ist die Normalisierung an Hand der Gesamtreadzahl (total count scaling, TCS). Die zweite
Methode bezieht sich auf die mittlere logarithmische Anderung oder dhnlichen Quantifizierungen der
gemappten Reads auf spezielle Gene in verschiedenen mRNA-Seq-Daten (Dillies et al., 2013). Um
eine solche Anderung messen zu kénnen, muss jedoch eine Gen-Annotation vorhanden sein und es
muss zudem gewahrleistet sein, dass die Expressionsraten der meisten Gene in den
unterschiedlichen Libraries vergleichbar sind. Nachdem nur wenig tber den Ort, die GrolRe und die
Variabilitdt des Expressionsmusters von endogenen kleinen RNA produzierenden Loci in P. tetraurelia
bekannt ist, ist die zweite Methode hier nicht anwendbar. Deshalb wurde eine Variante des TCS, wie
sie von Sultan und Kollegen an mRNA-Seqg-Daten angewendet wurde (Sultan et al., 2008), benutzt.
Dabei werden die Proben an Hand eines Faktors, der den Unterschied in der Anzahl der mappenden
Reads zwischen den einzelnen Libraries abschatzt, normalisiert. Jedoch kann diese Art der
Normalisierung nur auf Daten stark exprimierter Genen angewendet werden, da der benutzte Faktor
nicht bertcksichtigt, dass es Unterschiede in der Expression der RNAs bei verschiedenen
Bedingungen geben kann (Dillies et al., 2013). Eine solche Variabilitdt in der Expression ist jedoch in
den in dieser Arbeit zu analysierenden Libraries gegeben. Hier wurde durch das Stilllegen einiger
Komponenten durch das dsRNA-Feeding, die dafiir notwendigen Enzyme zusatzlich verstarkt
exprimiert und zudem groRe Mengen an Feeding-assoziierten siRNAs in der Zelle synthetisiert,
welche ebenfalls mitsequenziert wurden. Die Anzahl K der siRNA-Reads, die auf die jeweilige
stillgelegte Komponente mappen, wurde deshalb aus dem Pool der zu analysierenden Reads
eliminiert.

Wenn T die die Summe der Reads ist, die auf das Genom mappen (vgl. 2.13.3.1) und K die Summe der
zu eliminierenden Feeding-assoziierten Reads ist, so ergibt sich als Normalisierung R’ fir die Reads R,
die in einer Region von Interesse alignen, folgende Formel:

R"=RX

T—-K
Wobei M das Maxium Uber alle Werte (T;-K3),...,(T,-K,,)lber alle n Proben ist.

Durch diese Normalisierung konnte eine Vergleichbarkeit der Libraries untereinander gewahrleistet
werden.

Eine Darstellung der Zusammensetzung der einzelnen Libraries ist dem Anhang in Kapitel 8.7 zu
entnehmen.
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3. Ergebnisse

In dieser Arbeit wurde das Einbringen von Transgenen in den Makronukleus, die so konstruiert sind,
dass sie einen endogenen RNAi-Mechanismus induzieren, genauer untersucht. Ziel war es, diesen
RNAi-Mechanismus mit seinen Komponenten und siRNAs zu untersuchen und detailliert zu
charakterisieren. Die Induktion eines RNAi-Mechanismus durch ein injiziertes Transgen bei
Paramecium wurde erstmals von Ruiz und Kollegen beschrieben (Ruiz et al., 1998).

Godiska und Mitarbeiter haben zudem herausgefunden, dass an lineare Transgene in Paramecium
Telomere angeheftet werden und die transgenen Sequenzen somit wie ,Minichromosomen”
repliziert und vegetativ von Zelle zu Zelle weitergegeben werden (Godiska et al., 1987; Forney und
Blackburn, 1987; Gilley et al., 1988).

Im Jahr 2001 wurde bekannt, dass endogene Gene durch das Einbringen eines homologen Transgens,
welchem jedoch die 3" UTR fehlt, effizient stillgelegt werden (Galvani und Sperling, 2001). Das in
dieser Arbeit verwendete Transgen pTl- ist in einem Teil seiner Sequenz homolog zum endogenen
nd169-Gen, und wurde schon von Marker und Kollegen verwendet und beschreiben (Marker et al.,
2010). Zudem wurde ein weiteres Derivat dieses Transgens, genannt pTl-/-, konstruiert und in dieser
Arbeit untersucht. Die verwendeten Transgene sind in Abbildung 3.1 dargestellt.
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Abbildung 3.1: Verwendete Transgen-Konstrukte. pTl+ beschreibt das linearisierte Ausgangs-Konstrukt, von dem
zunédchst die 3° kodierende Region inklusive UTR des nd169-Gens deletiert wurde (pTI-) (Marker et al., 2010). Ausgehend
von diesem pTI- Konstrukt wurde im 5° kodierenden Bereich eine Region von 359 bp deletiert (pTI-/-). Der bidirektionale
Promotor (schwarz, Doppelpfeil) wird von zwei Genen flankiert: dem gfp (griin) und dem nd169-Gen (grau). Die Bereiche
des Vektors sind weil} dargestellt.

Auf den verwendeten Transgenen liegt, wie in Abbildung 3.1 zu sehen ist, ein bidirektionaler
Promotor, der zu beiden Seiten von Genen flankiert wird. Auf der einen Seite liegt das ,green
fluorescent protein®, kurz gfp, das als Selektionsmarker dient. Auf der anderen Seite des Promotors
liegt eine Version des nd169-Gens. Im pTl+ Konstrukt ist dieses Gen vollstdndig, in den pTI- und pTI-/-
Konstrukten liegt eine am verkirzte Version des nd169-Gens vor. In dieser verkirzten Version des
nd169-Gens fehlt ein Teil der 3" kodierenden Region inklusive des Terminationssignals und UTR,
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sodass das Transkript dieses Gens ein nicht translatierbares Produkt fiir die Zelle ergibt und sie
deshalb dieses Transkript via RNAI stilllegt (Marker et al, 2010). Auf Grund der homologen Sequenz
des transgenen nd169-Gens zum endogenen nd169-Gen, kénnten die (iber RNAi synthetisierten
siRNAs auch auf das endogene Gen binden und dieses wiirde somit ebenfalls stillgelegt. Das nd169-
Gen kodiert fiir ein Protein, welches dafilir verantwortlich ist, dass die Zelle sogenannte Trichozysten
ausstoBen kann (Froissard et al., 2004). Dabei handelt es sich um diinne Proteinfiden, die
Kalziumabhangig von der Zelle ausgestolRen werden um z.B. einem Fressfeind entkommen zu kénnen
(Knoll et al., 1991). Die mit diesem Transgen injizierten Zellen kénnen somit anhand von zwei
Markern erkannt und charakterisiert werden. Zum Einen erscheinen die Zellen auf Grund der
Expression des GFPs griin unter dem Fluoreszenzmikroskop, zum Anderen fihrt das Stilllegen des
endogenen nd169-Gens dazu, dass Zellen, die das pTI- oder das pTI-/- Transgen tragen, keine
Trichozysten mehr ausstofRen kdnnen und somit einen Trich- Phanotyp aufweisen.

3.1 Allgemeine Charakteristika des Transgen-induzierten RNAi-

Mechanismus

Um ein effizientes Stilllegen des nd169-Gens zu gewahrleisten, sind verschiedene Parameter, wie z.B.
die Kopienzahl des Transgens, sowie die Menge an synthetisierten siRNAs zu berlicksichtigen. Zudem
spielen Kulturbedingungen wie z.B. die Temperatur eine grof3e Rolle.

3.1.1 Einfluss der Kopienzahl des Transgens

Zunachst wurden die Auswirkungen unterschiedlicher Kopienzahlen des Transgens in den injizierten
Zelllinien auf das Stilllegen des nd169-Gens hin untersucht. Die Injektion des pTI- Konstruktes
erfolgte manuell durch Mikroinjektion des linearisierten Transgens in den Makronukleus (2.8.5.3). Bei
dieser Methode ist die injizierende Menge des Transgens nicht experimentell kontrollierbar. Aus
diesem Grund wurden mehrere Zellen injiziert und auf ihren Phanotyp hin untersucht. Es wurden
zwei Zelllinien ausgewahlt, die sich in der Menge des injizierten Konstruktes unterscheiden. Eine
Zelllinie, die eine hohe Anzahl an Konstruktkopien trdgt, wurde pTI-1 genannt, eine weitere Zelllinie,
die dagegen eine geringe Anzahl an Kopien des Konstruktes tragt, wurde pTI-2 genannt. Um die
Kopienzahl des injizierten Konstruktes gegeneinander abgleichen zu kénnen, wurden beide Zelllinien
zu einer Massenkultur vermehrt. AnschlieBend wurde hochmolekulare genomische DNA, d.h. intakte
makronukleare Chromosomen, (2.11.3) isoliert und mittels Agarosegel-Elektrophorese (2.11.1)
aufgetrennt. In einem Southernblot (2.11.4) der mit einer Sonde gegen das gfp-Gen hybridisiert
wurde, konnten die pTI-Konstrukte, die als kleine Chromosomen vorliegen, detektiert werden.
Zudem konnte so ermittelt werden, ob das linearisierte Transgen als Monomer oder Dimer vorliegt.
Der Southernblot ist in Abbildung 3.2 dargestellt.
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Abbildung 3.2: Southernblot isolierter intakter Chromosomen verschiedener transgener Paramecium-Zelllinien. In A ist
das Agarosegel der aufgetrennten Chromosomen als Ladekontrolle dargestellt. In B ist der mit einer radioaktiv
markierten GFP-Sonde hybridisierte zugehoérige Southernblot dargestellt. Aufgetragen sind jeweils intakte Chromosomen
einer nicht injizierten Zelllinie (WT), einer Zelllinie mit einer geringen Kopienzahl an injiziertem pTI- Konstrukt (pTI-2) und
einer Zelllinie mit einer hohen Kopienzahl des pTI-Konstruktes (pTI-1). Der schwarze Pfeil markiert das als Monomer
vorliegende Konstrukt, der weie Pfeil das entsprechende Dimer. C zeigt die schematische Darstellung der Konstrukte als
Monomer (I) und Dimere (lI, Ill). Der bidirektionelle Promotor (Eckpfeil) wird von dem gfp-Gen (Griin) auf der einen Seite
von dem am 3’Ende verkiirzten nd169-Gen (Dunkelgrau) flankiert. Die Bereiche des Vektors sind in Hellgrau dargestelit.

Aus Abbildung 3.2 B wird ersichtlich, dass lediglich in den manipulierten Zelllinien pTI-1 und pTI-2 das
pTl- Konstrukt im Vergleich zum WT nachgewiesen werden konnte. Hierfiir wurde eine Sonde gegen
das GFP verwendet um nur das injizierte Transgen zu detektieren, nicht jedoch endogene Sequenzen.
Des Weiteren ist in Abbildung 3.2 zu erkennen, dass obwohl gleiche Mengen an isolierten
Chromosomen aufgetragen wurden (vgl. Abb. 3.2 A), die Zelllinie pTI-1 eine deutlich starkere Bande
flir das pTI- Konstrukt aufweist als die Zelllinie pTI-2.

Das pTI- Konstrukt ist ein Plasmid, das vor dem Injizieren in eine Zelle linearisiert wird (2.8.5.2). Durch
diese MaRRnahme kann gewaéhrleistet werden, dass das Transgen von der Zelle als Minichromosom
behandelt wird. Das pTI- Konstrukt weist in seiner linearisierten Form als Monomer eine GrofRe von
4,756 kb auf (vgl. Abb. 3.2 C I). Im Falle eines monomer vorliegenden Transgens wird vermutet, dass
dessen Transkript des nd169-Gens von einer RNA abhidngigen RNA-Polymerase als Template
verwendet und eine doppelstrangige RNA generiert wird, welche anschlieRend von einem Dicer-
Enzym zu siRNAs geschnitten werden kodnnte. Ein monomeres Transgen wiirde somit eine
ausreichende Synthese von siRNAs auslosen um das endogene nd169-Gen am effizientesten still zu
legen. Liegt das pTI- in der Zelle so als Dimer vor, dass sich die Bereiche des Transgens, die die gfp-
Gene enthalten, aneinander lagern, dndert sich an dieser Ausgangssituation nichts (vgl. Abb. 3.2 Ill).
Liegt das Dimer dagegen so vor, dass sich die Bereiche des Transgens, die die nd169-Genbereiche
enthalten gegenlaufig orientiert sind (vgl. Abb. 3.2 C Il), kénnte es passieren, dass eine
doppelstrangige RNA der nd169-Sequenz direkt generiert wird, da sich die Transkripte Uberlappen
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wiirden. Diese dsRNA kdnnte zwar ebenfalls die Synthese von siRNAs induzieren, jedoch kénnte sie
auch eventuell einen anderen, den dsRNA-induzierten, RNAi-Mechanismus induzieren.

Aus Abbildung 3.2 B geht hervor, dass in beiden pTI- Zelllinien das pTI- Konstrukt tiberwiegend als
Monomer vorliegt. In der Zelllinie pTI-1 liegt ein geringer Teil des injizierten Konstruktes als Dimer
vor, bei der Zelllinie pTI-2 konnte dagegen kein Dimer nachgewiesen werden. Aus Abbildung 3.3 wird
jedoch ersichtlich, dass beide pTI-Zelllinien das endogene nd169-Gen ausreichend stilllegen, um
einen Silencing-Phanotyp zu bewirken.

100 +
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prozentuale Anteil an Zellen mit einem

WT pTI-2 pTI-1

Abbildung 3.3: TrichozystenausstoR in transgenen Zelllinien. Aufgetragen ist der Anteil an Zellen der pTI-Zelllinien pTI-2
(wenig Kopien des Konstruktes), pTl-1 (viele Kopien des Konstruktes) und einer nicht injizierten Zelllinie (WT), die noch
fahig sind mehr als 50 % ihrer Trichozysten auszustoBen. Die Zellen wurden bei 32°C kultiviert. Das Experiment wurde
dreimal wiederholt (n = 3). Es wurden jeweils 100 Zellen ausgezahlt.

Wie in Abbildung 3.3 dargestellt ist, wurden Zellen als Trich- eingestuft, die weniger als 50 % ihrer
Trichozysten ausstoRBen kdnnen. Es konnte ein 90 %iger Trich- Phanotyp fir die Linie pTI-2 und ein 96
%iger Trich- Phanotyp fir die Zelllinie pTI-1 beobachtet werden. Es ist weiter zu sehen, dass in beiden
Zelllinien trotz des Silencings des nd169-Gens ungefahr 10 % der ausgezdhlten Zellen noch fahig
waren, Trichozysten auszustofen. Es ist also anzunehmen, dass beide Mengen an injiziertem
Konstrukt eine ausreichende Synthese an siRNAs triggern um das endogene nd169-Gen stillzulegen
und somit einen Trich- Phanotyp hervor zu rufen. Beide Zelllinien konnten zur Untersuchung weiterer
Charakteristika des Transgen-induzierten RNAi-Mechanismus verwendet werden.

3.1.2 Einfluss der Menge an akkumulierten siRNAs

Darauffolgend wurde die Menge an akkumulierten siRNAs und deren Charakteristika in beiden
transgenen Zelllinien verglichen. Transgen-induzierte siRNAs wurden flr Paramecium teilweise
bereits durch Marker und Garnier und Kollegen beschrieben (Marker et al., 2010; Garnier et al.,
2004). So konnte gezeigt werden, dass die Transgen-induzierten siRNAs 5° monophosphoryliert
vorliegen und eine Modifikation an ihrem 3" Ende aufweisen. Diese Modifikation spielt eine wichtige
Rolle bei der Stabilitdt der siRNAs (Yu et al.,, 2005; Ji und Chen, 2012). Zunachst wurde jedoch
untersucht, ob die unterschiedliche Menge an injiziertem pTI- Konstrukt in den verwendeten pTI-
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Zelllinien einen Einfluss auf die siRNA-Menge hat. Hierflir wurden beide Zelllinien zunachst in einer
Massenkultur bei 32°C angezogen, anschlieRend Gesamt-RNA aus diesen Zellen isoliert (2.10.1) und
auf eine Membran geblottet (2.10.5). Um zu testen, ob die siRNAs der hier verwendeten Zelllinien
ebenfalls eine Modifikation am 3" Ende tragen und ob die injizierte pTl- Menge einen Einfluss auf
diese Stabilisierung hat, wurde die RNA zusatzlich mit Periodat behandelt (2.10.4) und ebenfalls auf
die Membran Ubertragen. Der entsprechende Northernblot wurde mit radioaktiv markierten Sonden
hybridisiert und ist in Abbildung 3.4 dargestellt.

| ND169-Sonde
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Abbildung 3.4: Northernblot der siRNA-Menge transgener Zelllinien. Aufgetragen sind jeweils 15 pg der isolierten
Gesamt-RNA (pTI-1, pTI-2) sowie der B-eliminierten RNA (pTI-1 R-El, pTI-2 B-El) der jeweiligen Zelllinie. Den
aufgetragenen RNAs wurde ein hydroxylierter Kontroll-Oligo zugegeben, der den Erfolg der B-Eliminierungsreaktion
anzeigt. A) zeigt die Hybridisierung mit einer nd169-spezifischen PCR-Sonde. Die Bande der nd169-spezifischen siRNAs ist
mit einem roten Rechteck markiert. B) zeigt die Hybridisierung mit einer Kontroll-Sonde, die den Kontroll-Oligo markiert.
C) zeigt die Hybridisierung des Blots mit einer Glutamin-Sonde (GIn-Sonde) als Ladekontrolle. Die Exposition des
Phosphoimager-Screens betrug vier Wochen fiir die ND169-Sonde, einen Tag fiir die Kontroll-Sonde und drei Tage fiir die
GIn-Sonde.

Behandelt man RNA mit Periodat, fliihrt dies erst zu einer B-Oxidation des letzten Nukleotids am 3’
Ende und anschlieRend zu einer B-Eliminierung. Somit ist das behandelte RNA-Molekiil um ein
Nukleotid kiirzer als das vergleichbare unbehandelte. Tragt das RNA-Molekil jedoch eine
Modifikation am 3" Ende kann das Periodat die Oxidation und die daraus resultierende Eliminierung
der letzten Base nicht veranlassen. In einem denaturierenden Harnstoffgel, wie es zur Auftrennung
der siRNAs vor dem Blot verwendet wurde, zeigt sich in Folge dessen ein Laufunterschied zwischen
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der behandelten und der unbehandelten RNA, sofern die Reaktion erfolgreich war. Aus Abbildung 3.4
B wird deutlich, dass der zugefiigte Kontroll-Oligo mit einer Ldnge von 22 nt, der keine Modifikation
tragt, in der mit Periodat behandelten RNA-Spur nur noch eine Lange von 21 nt aufweist. Somit
wurde die letzte Base dieses Oligos durch die Behandlung mit Periodat abgespalten. Es ist davon
auszugehen, dass die Reaktion Behandlung der RNA mit Periodat effizient war. Somit kdnnen auch
die in Abbildung 3.4 A markierten siRNA-Banden eindeutig interpretiert werden. Die nd169-
spezifischen siRNAs in Abb. 3.4 A zeigen kein unterschiedliches Laufverhalten im Gel bei der
behandelten RNA im Vergleich zur Unbehandelten. Dies bedeutet, dass die nd169-spezifischen
siRNAs in beiden Zelllinien eine Modifikation am 3" Ende aufweisen. Vergleicht man die detektierbare
Menge an nd169-spezifischen siRNAs in den beiden unbehandelten RNAs (pTI-1 und pTI-2, Abb. 3.4
A) der transgenen Zelllinien, so fallt auf, dass die Zelllinie pTI-1 nur geringfligig mehr nd169-
apezifische siRNAs synthetisiert als die Zelllinie pTI-2. Jedoch weist bereits die Ladekontrolle der pTI-1
Zelllinie darauf hin, dass in diesem Fall eine groBere Menge an Gesamt-RNA geladen wurde (vgl. Abb.
3.4 B). Folglich hat die injizierte Menge an pTI- Konstrukt in den getesteten Zelllinien keinen Einfluss
auf die Menge der synthetisierten siRNAs. Diese ist in beiden Fallen ausreichend um den Silencing-
Phanotyp des endogenen nd169-Gens zu gewahrleisten.

3.1.3 Einfluss der Temperatur auf den Transgen-induzierten RNAi-Mechanismus

Auch Umwelteinflisse Uben einen starken Effekt auf RNAi-Mechanismen und damit auf die
Genregulation aus. Vor allem die Temperatur spielt eine groRe Rolle. Szittya und Kollegen haben fir
A. thaliana beschrieben, dass der durch ein Transgen induzierte RNAi-Mechanismus dem RNAi-
Mechanismus der nattrlichen Virus-Abwehr sehr dhnelt und stark Temperaturabhéngig ist (Szittya et
al., 2003). Dieser Regulationsmechanismus kann bei Temperaturen von 15°C und darunter nicht
mehr ablaufen. Die Gruppe um Szittya konnte zudem zeigen, dass dieser Effekt mit der Akkumulation
der siRNAs zu tun hat, da die Menge dieser bei niederen Temperaturen stark abnimmt (Szittya et al.,
2003). In weiteren Studien in Drosophila konnte ebenfalls gezeigt werden, dass auch hier ein
Transgen-induzierter RNAi-Mechanismus abhangig von der Temperatur ist. In dieser Studie konnten
Eric Fortier und John M. Belote keinen eindeutigen Silencing-Phdnotyp bei 22°C, jedoch bei 29°C
nachweisen (Fortier und Belote, 2000). Ferner wurden solche Versuche auch in Saugerzellen
durchgefiihrt, wobei ebenfalls eine starke Temperaturabhangigkeit des induzierten RNAI-
Mechanismus nachgewiesen werden konnte (Kameda et al., 2004).

Ob eine vergleichbare Temperaturabhdngigkeit des zu untersuchenden RNAi-Mechanismus in
transgenen Zelllinien von Paramecium besteht, wurde im Folgenden untersucht. Hierzu wurden die
transgenen Zelllinien pTI-1 und pTI-2 jeweils bei verschiedenen Temperaturen kultiviert und auf ihren
Silencing-Phdnotyp hin untersucht. Diese Analyse ist in Abbildung 3.5 dargestellt.
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Abbildung 3.5: Phdnotypische Analyse transgener Zelllinien bei verschiedenen Temperaturen. Aufgetragen ist der
prozentuale Anteil an Zellen, die Trichozysten ausstoBen (Trich+) und Zellen, die keine Trichozysten ausstoBen kdnnen
(Trich-). Die transgenen Zelllinien pTI-1 (A) und pTI-2 (B) wurden bei 18°C, 26°C und 32°C kultiviert. Das Experiment
wurde dreimal wiederholt (n = 3). Es wurden jeweils 100 Zellen ausgezihlt.

Aus Abbildung 3.5 wird klar ersichtlich, dass der Silencing-Phdnotyp des endogenen nd169-Gens, der
zu einem Trich- Phanotyp fihrt, in beiden transgenen Zelllinien nur bei 32°C seine volle Auspragung
erreicht. Bei 26°C weisen innerhalb der Zelllinie pTI-1 (Abb. 3.5 A) nur knapp 55 % der ausgezihlten
Zellen einen Silencing-Phanotyp auf; bei 18°C sind es sogar nur 38 %. Dieser Effekt ist bei der Zelllinie
pTI-1 etwas starker ausgepragt als bei der Zelllinie pTI-2 (Abb. 3.5 B). Hier kdnnen bei 26°C lediglich
28 % der ausgezahlten Zellen, bei 18°C sogar nur 12 % keine Trichozysten ausstoRen. Wie auch fir
andere Organsimen beschrieben, kann somit folglich auch in Paramecium tetraurelia ein Effekt der
Temperaturabhangigkeit auf den Transgen-induzierten RNAi-Mechanismus nachgewiesen werden.
Fiir Arabidopsis konnte, wie bereits erwdhnt, gezeigt werden, dass der Effekt auf eine reduzierte
Menge an siRNAs bei niederen Temperaturen zurickzufihren ist. Ob dies auch hier der Fall ist,
wurde als nachstes Uberprift. Hierfir wurden die transgenen Zelllinien bei verschiedenen
Temperaturen kultiviert und groRgezogen. Aus diesen Kulturen wurde anschlieBend RNA isoliert
(2.10.1), elektrophoretisch aufgetrennt und durch das Anlegen eines Vakuums auf eine Membran
geblottet (2.10.5). Der mit radioaktiv markierten Sonden hybridisierte zugehorige Northernblot ist in
Abbildung 3.6 dargestellt.
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Abbildung 3.6: Northernblot der siRNA-Menge transgener Zelllinien bei verschiedenen Temperaturen. Die Zellen wurden
bei 18°C, 26°C und 32°C kultiviert und Gesamt-RNA aus den Massenkulturen isoliert. Aufgetragen wurden bei der
Zelllinie pTI-1 je 15 pg, bei der Zelllinie pTI-2 je 10 pg der isolierten Gesamt-RNA. A) zeigt die Hybridisierung mit einer
nd169-spezifischen PCR-Sonde. Die Bande der nd169-spezifischen siRNAs ist mit einem roten Rechteck markiert. B) zeigt
die Hybridisierung des Blots mit einer Glutamin-Sonde (GIn-Sonde) als Ladekontrolle. Die Exposition des Phosphoimager-
Screens betrug vier Wochen fiir die ND169-Sonde und drei Tage fiir die GIn-Sonde.

Marker und Kollegen konnten beschreiben, dass die nd169-spezifischen siRNAs des Transgen-
induzierten RNAi-Mechanismus eine GréBe von ca. 22 nt auf dem Northernblot aufweisen (Marker et
al., 2010). Auf dem Northernblot in Abbildung 3.6 ist zu erkennen, dass bei der Zelllinie pTI-1 deutlich
mehr dieser nd169-spezifische siRNAs bei 32°C zu detektieren sind, als bei den weiteren getesteten
Temperaturen. Dies bestatigt die phanotypische Analyse aus Abbildung 3.5. Die Menge an
spezifischen siRNAs bei 18°C und 26°C dagegen andert sich nicht, obwohl auch hier ein Unterschied
im Silencing-Phanotyp gezeigt werden konnte (vgl. Abb. 3.5 A). Allerdings ist hier zu erwahnen, dass
bei der Spur der Linie pTI-1 bei 32°C etwas mehr Gesamt-RNA geladen wurde (vgl. Abb. 3.6 B). Zudem
bleibt anzumerken, dass in allen Spuren der pTI-1 Zelllinie Degradationsprodukte l|angerer
Transkripte detektiert wurden.

In den Spuren der Zelllinie pTI-2 ist bei den Temperaturen von 18°C und 26°C ebenfalls kein
Unterschied in der Menge an nd169-spezifischen siRNAs zu erkennen, obwohl auch hier ein Effekt in
der phanotypischen Analyse an Hand von Abbildung 3.5 gezeigt werden konnte. Allerdings ist hier
auch keine deutliche Zunahme an siRNAs bei 32°C zu sehen. Hierbei muss jedoch hervorgehoben
werden, dass bei der Spur der Zelllinie pTI-2 bei 32°C nahezu keine Degradationsprodukte detektiert
wurden. Es kann nicht eindeutig bewiesen werden, dass die Menge an nd169-spezifischen siRNAs mit
steigender Temperatur zunimmt. Es konnte dennoch gezeigt werden, dass die siRNA-Mengen
innerhalb einer Zelllinie bei den Temperaturen von 26°C zu 18°C nicht abnehmen, obwohl auch
zwischen diesen Temperaturen eine Abnahme im Trich- Phdnotyp zu verzeichnen ist (vgl. Abb. 3.5).
Man kann den Schluss ziehen, dass die Temperatur zwar Schwankungen in der relativen Menge an
siRNAs hervorruft, diese jedoch keinen Einfluss auf die Temperaturabhangigkeit des Trich- Phanotyps
hat.

Beide getesteten Zelllinien verhalten sich tendenziell in den vorherigen Untersuchungen gleich. Fir

die folgenden Versuche wurde jedoch nur die Zelllinie pTI-1 herangezogen, da bei dieser Linie der
temperaturabhangige Trich- Phanotyp deutlicher zu sehen ist. Auf Grund der hdheren injizierten
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Konstruktmenge sind bei dieser Zelllinie auch die nd169-spezifischen siRNAs und Transkripte des
Transgens leichter zu detektieren.

Um zu Uberprifen, ob der stark unterschiedliche Silencing-Phanotyp des nd169-Gens bei den
verschiedenen Temperaturen darauf beruht, dass es bei 32°C mehr Transkript des injizierten
Transgens und damit auch mehr Template fiir die Generierung von siRNAs gibt, wurden Zellen der
Linie pTI-1 erneut bei den verschiedenen Temperaturen kultiviert, zu einer Massenkultur
herangezogen und Gesamt-RNA daraus isoliert (2.10.1). Die RNA wurde mittels eines
denaturierenden Agarosegels elektrophoretisch aufgetrennt und anschliefend auf eine Membran
Ubertragen (2.10.6). Der mit radioaktiv markierten Sonden hybridisierte zugehorige Northernblot ist
in Abbildung 3.7 dargestellt.
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Abbildung 3.7: Northernblot der Transkriptmengen des Transgens. Aufgetragen sind jeweils 15 pg der isolierten Gesamt-
RNA bei Kultivierung der Zellen bei 18°C, 26°C und 32°C. Hybridisiert wurde der Blot mit spezifischen radioaktiv
markierten Sonden. A) zeigt die detektierte Transkriptmenge des vom pTI- Transgen generierten nd169. B) zeigt die
detektierte Transkriptmenge des gfp. C) zeigt die im Agarosegel mit Ethidiumbromid angefarbte Bande der 17S rRNA als
Ladekontrolle. Die Exposition des Phosphoimager-Screens betrug vier Wochen fiir die ND169-Sonde und drei Wochen fiir
die GFP-Sonde.

Da auf dem Northernblot in Abbildung 3.7 Gesamt-RNA aufgetragen wurde, kénnten bei der
Hybridisierung dieses Northernblots mit der ND169-Sonde generell zwei Transkripte detektiert
werden. Diese sind das Transkript des endogenen nd169-Gens und das Transkript des verkiirzten
nd169-Gens des Transgens, da die verwendete ND169-Sonde Homologie zu beiden Genen aufweist.
Das transgene nd169-Gen besitzt kein Terminationssignal mehr, sodass das Transkript, welches vom
bidirektionalen Promotor des Transgens in nd169-Ende transkribiert wird, folglich auch die
Vektorsequenz, die sich im linearisierten pTl- Konstrukt an die verkirzte Version des nd169-Gens
anschlieft, enthalt (vgl. Abb. 3.1). Dieses Transkript weist eine GréRe von 2,8 kb auf. Die mRNA des
endogenen nd169 weist dagegen eine GrofRe von 1,8 kb auf. Das in Abbildung 3.7 A dargestellte
detektierte nd169-Transkript stammt folglich vom Transgen. Der Northernblot in Abbildung 3.7 zeigt
deutlich, dass bei gleicher Menge an geladener Gesamt-RNA (vgl. Abb. 3.7 C) weniger Transkript
sowohl des gfp-Gens als auch des nd169-Gens bei 32°C im Vergleich zu 18°C und 26°C vorliegt.

Zieht man nun die in Abbildung 3.6 A gezeigte Menge an nd169-spezifischen siRNAs der Zelllinie pTI-1
zur Diskussion hinzu, ergibt das ein gegenldufiges Bild. Bei 32°C liegt weniger Transkript des
transgenen nd169-Gens vor, diese Menge wird aber von der RNAi-Maschinerie effizient genutzt um
eine groRe Menge an siRNAs zu generieren, die dann wiederum den starksten Silencing-Phdnotyp
hervorrufen. Bei 18°C steht dagegen mehr Transkript des Transgens zur Verfligung, welches auch zu
deutlich detektierbaren Mengen an siRNAs umgesetzt wird (vgl. Abb. 3.6), jedoch nicht zu einem

63



Ergebnisse

ausreichenden Silencing-Phanotyp fiihrt. Somit ist der beobachtete von der Temperatur abhangige
Silencing-Phanotyp des endogenen nd169-Gens nicht auf die temperaturabhdngige Transkriptmenge
des Transgens zurlickzufiihren.

Da in Abbildung 3.7 deutlich mehr Transkript des gfp-Gens bei 18°C als bei 32°C vorliegt, sollten die
entsprechend kultivierten Zellen auch einen Unterschied in der Fluoreszenz zeigen, sofern keine
Temperaturabhangigen Stabilitdtseffekte des gfp eine Rolle spielen. Dies sollte durch
Fluoreszenzaufnahmen (iberprift werden, um zu testen, wie verlasslich die aus Abbildung 3.7
gewonnenen Beobachtungen sind. Die Aufnahmen der Fluoreszenz sind in Abbildung 3.8 dargestellt.
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Abbildung 3.8: Fluoreszenzaufnahmen des GFPs transgener pTl- Zelllinien bei verschiedenen Temperaturen. Die Zellen
wurden bei 18°C, 26°C und 32°C fiir mindestens drei Tage kultiviert. A) zeigt die Hellfeldaufnahme der Zelle (DIC). B) zeigt
die Kernfarbung mit DAPI. C) zeigt die Fluoreszenz des GFPs bei einer Anregung mit einer Wellenlédnge von A =488 nm. Die
Belichtungszeit betragt in C bei allen Zellen 790 ms. Der MaRstab entspricht 20 pm.

Wie in Abbildung 3.8 C deutlich zu sehen ist, fluoreszieren die Zellen bei 26°C und bei 18°C starker als
bei 32°C. Aufgrund der einheitlichen Belichtungszeit von 790 ms, ldsst sich der Schluss ziehen, dass
die Zellen bei 18°C tatsachlich starker fluoreszieren und folglich mehr GFP exprimieren als bei 32°C.
Es bleibt jedoch anzumerken, dass eventuelle temperaturabhingige Stabilitdtseffekte des GFP-
Proteins nicht ausgeschlossen werden kénnen.

Die mittels Northernblot detektierte unterschiedliche Transkriptmenge des gfp (vgl. Abb. 3.7)
korreliert mit der Menge an GFP-Protein, welches an Hand der Fluoreszenzaufnahmen sichtbar wird
(Abbildung 3.8).
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Da der starkste Silencing-Phanotyp des endogenen nd169-Gens bei 32°C (vgl. Abb. 3.5) nicht an Hand
einer temperaturabhadngigen Transkriptmenge des injizierten Transgens zu erklaren ist, wurde mittels
guantitativer real-time PCR Uberprift, ob einzelne Komponenten des induzierten RNAi-Mechanismus
ein differentielles Expressionsmuster bei verschiedenen Temperaturen aufweisen. Hierfiir wurden
die Zellen erneut bei den verschiedenen Temperaturen zu einer Massenkultur angezogen und RNA
isoliert. Diese wurde anschlieBend mit Oligo-dT-Primern in cDNA umgeschrieben. Die erhaltene cDNA
wurde in der real-time PCR mit genspezifischen Primern quantitativ analysiert (2.11.2.1). Die
errechneten relativen Transkriptmengen der einzelnen Komponenten, normalisiert zum
Housekeeping-Gen actinl1-1, sind in Abbildung 3.9 dargestellt.
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Abbildung 3.9: Relative Expressionslevel der RNAi-Komponenten bei verschiedenen Temperaturen. Dargestellt ist das zu
Actin 1-1 relative Expressionslevel der einzelnen RNAi-Komponenten Rdr3, Rdr2, Dcrl und Henl, bestimmt durch eine
quantitative real-time PCR. Die Kulturen, aus denen die RNA isoliert wurde, wurden bei verschiedenen Temperaturen
(18°C, 26°C und 32°C). GAPDH wurde als weiteres Housekeeping-Gen zur internen Kontrolle herangezogen. Dargestellt
sind die Mittelwerte aus jeweils drei biologischen Replikaten (n = 3) mit Standardabweichungen. Das Signifikanzniveau
wurde bei jeder getesten Komponente fiir die Abweichung des Expressionslevels von 32°C und 26°C jeweils zu 18°C
berechnet (T-Test; *p <0,05; **p<0,01; ***p<0,001). Die Messungen zeigen keinen signifikanten Unterschied.

In Abbildung 3.9 ist deutlich zu erkennen, dass es zwar geringfligige Unterschiede im
Expressionsmuster der einzelnen Komponenten bei den verschiedenen Temperaturen gibt, diese
jedoch nicht signifikant sind. Die mittels T-Test ermittelten p-Werte fir die Signifikanz der
Abweichung im Expressionslevel sind dem Anhang in Kapitel 8.6 zu entnehmen. Im Vergleich dazu
zeigt die interne Kontrolle GAPDH keine Unterschiede. Die Komponenten Rdr2, Rdr3 und Dcrl
weisen bei 32°C das hochste Expressionslevel auf, allerdings ist dieser Anstieg um das 0,5 fache nicht
signifikant. Das Expressionslevel von Henl weist die starksten Schwankungen im Expressionsmuster
auf, jedoch wurden hier auch die grofRten Standardabweichungen gemessen.

Die durchgefiihrten Analysen weisen darauf hin, dass der Transgen-induzierte RNAi-Mechanismus
eine Abhdngigkeit der Temperatur zeigt, worauf diese jedoch zurilickzufiihren ist, konnte in dieser
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Arbeit nicht eindeutig geklart werden. Es konnte jedoch gezeigt werden, dass diese Abhangigkeit
weder auf der Menge an Transkript des injizierten pTl- Konstruktes, ferner auf der Menge an
synthetisierten siRNAs, noch auf der erhéhten Expression einzelner Komponenten des Mechanismus
beruht.

3.2 Tiefensequenzierung Kleiner RNA-Spezies aus transgenen Zelllinien
Carradec und Kollegen konnten fir den dsRNA-assoziierten RNAi-Weg nicht nur priméare siRNAs, die
vom originialen exogenen Triggermolekll stammen, nachweisen, sondern auch sekundare siRNAs
detektieren, die von einer mRNA stammen (Carradec et al., 2014). Sekundéare siRNAs werden von
einem endogenen Transkript synthetisiert. Um untersuchen zu koénnen, ob auch im Transgen-
induzierten RNAi-Mechanismus sekundare siRNAs vorkommen, die von einem endogenen Transkript
stammen, wurde zunachst versucht diese per Northernblot-Analyse zu detektieren. Im Falle des in
dieser Arbeit verwendeten pTI- Transgens, konnten sekundare siRNAs nur in dem Bereich des nd169-
Gens nachgewiesen werden, der im Transgen im Vergleich zum endogenen nd169-Gen deletiert ist.
Kénnen siRNAs in diesem Bereich mit einer spezifischen Sonde im Northernblot nachgewiesen
werden, kdnnen diese nur von einem endogenen Transkript stammen und sind somit sekundare
siRNAs. Ein Beispiel fiir den Versuch nd169-spezifische sekundare siRNAs vom 3° Ende der nd169-
Sequenz, per Northernblot zu analysieren ist in Kapitel 8.5 im Anhang dargestellt. Allerdings konnten
mit der verwendeten Sonde keine sekundaren siRNAs per Northernblot nachgewiesen werden (vgl.
Abb. 8.2). Northernblot-Analysen lassen zudem lediglich eine Aussage Uber die Menge der
detektierten siRNAs zu. Aussagen (iber die Strangspezifitat oder die Orientierung der siRNAs kénnen
mit den Northernblot-Analysen nicht getroffen werden.

Um dennoch untersuchen zu kbénnen, ob es im Transgen-induzierten RNAi-Mechanismus
verschiedene Klassen an siRNAs und somit sekunddre siRNAs gibt, wurden Tiefensequenzierungen
kleiner RNA-Spezies durchgefiihrt, da hierbei zwischen primaren und sekundaren siRNAs innerhalb
eines einzelnen Gens diskriminiert werden kann. Zudem konnen durch die Analyse der
Tiefensequenzierungen auch Aussagen Uber die Strangspezifitdat oder den Sequenzabschnitt im Gen
von welchem die siRNAs synthetisiert werden, getroffen werden.

Fir diese Art der Analyse wurde RNA aus den zu untersuchenden transgenen Zelllinien isoliert
(2.10.1), zu Libraries, die spezifisch fiir kleine RNA-Spezies sind, kloniert (2.13.1) und anschlieRBend
auf dem Hiseg-Sequenzierer mittels lumina-next generation-Sequenzierung sequenziert.

Um eventuell Riickschliisse auf die Synthese der siRNA-Klassen oder deren spezifische Stabilisierung
ziehen zu koénnen, wurden zundchst vor dem Hintergrund transgener Zelllinien folgende
Komponenten mittels dsRNA-Feeding stillgelegt und anschlielend die daraus isolierte RNA zu
Libraries kloniert und sequenziert: Rdr2, Cid2, Ptiwi 8/14, Ptiwi 13, Hen1 und ICL (ic/7a) als Kontrolle.
Das Gen icl7a kodiert fiir ein nicht essentielles Protein des Cytoskeletts. Dieses Protein ist nicht in
den zu untersuchenden RNAi-Mechanismus involviert. Es kann somit als Kontrolle verwendet und als
,Wildtyp“ angesehen werden, da auch hier die Bedingungen des dsRNA-Feedings greifen.

Dabei wurden zunichst die Komponenten Henl und Ptiwi 8/14 sowie die Kontrolle ICL im
Hintergrund des pTI- Konstruktes sequenziert um generelle Aussagen (iber die Stabilisierung der
siRNAs treffen zu kdnnen und herauzufinden, ob die beiden Ptiwis 8 und 14 in die Akkumulation
einer spezifischen Transgen-induzierten siRNA-Klasse involviert sind. In diversen Studien wurden
Methylierungen von RNA-Spezies als Stabilitdtsmerkmal ausgewiesen (Li et al., 2005; Ji und Chen,
2012). Auch das Laden von RNA-Spezies, wie z.B. miRNAs, in das im RISC-Komplex enthaltene
Argonauten-Protein wurde als Stabilitditsmerkmal in Sdaugerzellen und in Arabidopsis beschrieben
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(Winter und Diederichs, 2011; Vaucheret et al., 2006). Zudem vermittelt die Slicer-Aktivitdt des
Argonauten-Proteins das eigentliche Silencing. Die katalytische Doméne (PAZ-Doméne) der
Argonauten-Proteine, an die die RNA gebunden wird, ist zudem so aufgebaut, dass sie eine Art
Tasche bildet und die RNA so vor dem Angriff von Nukleasen schitzt (Vaucheret et al.,
2006).Argonauten- bzw. Piwi-Proteine stellen somit Schliisselkomponenten dar.

In einer Studie von Carradec und Kollegen wurde beschrieben, dass die Komponenten Rdr2 und Cid2
einen Einfluss auf sekunddre mit dem dsRNA-Feeding assoziierte siRNAs haben (Carradec et al.,
2014). Zudem wurde vermutet, dass Ptiwi 13 eine Rolle bei der Akkumulation der transgenen siRNAs
spielt (Marker et al., 2014). Um untersuchen zu kénnen und zu bestimmen ob diese Komponenten
auch in die Akkumulation der eventuell vorkommenden sekundaren Transgen-induzierten siRNAs
involviert sind, wurden diese Komponenten einschlieRlich der ICL-Kontrolle im Hintergrund des pTI-/-
Konstruktes stillgelegt und die aus diesen Kulruten isolierte RNA zu Libraries kloniert und
sequenziert. Das pTI-/- Konstrukt wurde hier ausgewahlt, da dieses im 5° kodierenden Bereich des
nd169-Gens eine Region von 359 Basenpaaren zusatzlich zum deletierten Bereich des 3" Endes im
Vergleich zum endogenen nd169-Gen aufweist, die spezifisch flr eventuell vorkommende sekundare
siRNAs ist und somit mehr Bereiche zur Analyse dieser sekundaren siRNAs zur Verfligung stehen.

Die Behandlung und Vorbereitung der RNA fir eine mogliche Klonierung in eine siRNA-Library musste
im Laufe dieser Arbeit zunachst etabliert werden. Um eine solche Library, die spezifisch fir kleine
RNA-Spezies ist, klonieren zu kdnnen, musste eine Zellkultur zu einer Massenkultur herangezogen
werden und Gesamt-RNA aus dieser isoliert werden (2.10.1). Vor der Isolierung der RNA wurden die
Zellen auf ihren vegetativen Zustand hin mittels DAPI-Farbung (2.3.8) Uberpriift um auszuschlieRen,
dass die wahrend der Autogamie sehr abundanten und ca. 26 nt langen scanRNAs nicht mitkloniert
werden. Eine solche DAPI-Farbung entspricht jedoch nur einer Stichprobe, die zwar moglichst
aussagekraftig gewahlt wurde, der damit detektierte Zustand der Zelle jedoch nicht unbedingt auf
alle Zellen der Kultur zutreffen muss. Um trotzdem auszuschlieRen, dass die scanRNAs mitkloniert
und somit spater mitsequenziert werden, wurde die isolierte Gesamt-RNA (iber ein denaturierendes
Mini-Harnstoff-Gel aufgetrennt und der Bereich des Gels, der die RNA einer GrofRe zwischen 17 nt
und 25 nt enthalt, aus dem Gel ausgeschnitten und aufgereinigt. Dieser Bereich wurde zudem
ausgewahlt, da bereits von Marker und Kollegen gezeigt werden konnte, dass die im Transgen-
induzierten RNAi-Mechanismus involvierten siRNAs eine ungefdhre Grofle von 22 nt aufweisen
(Marker et al., 2010), ein Laufartefakt im Gel aber nicht ausgeschlossen werden kann. Das selektive
Ausschneiden aus dem Gel entspricht zudem einem ersten Aufreinigungsschritt, da so auch alle
groBeren und kleineren Fraktionen der RNA aussortiert werden konnten. Ein Beispiel fir ein
ausgeschnittenes Minigel ist in Abbildung 3.10 A dargestellt. Durch das Ausschneiden der RNA aus
dem Gel und anschlieBendem Eluieren war ein erneutes Fallen der RNA (2.10.3) nétig. Durch dieses
Verfahren wurde die Eingangsmenge an RNA fir den zum Klonieren verwendeten , NEBNext®
Multiplex Small RNA Library Prep Set for llumina“-Kit jedoch deutlich reduziert, sodass im Laufe des
Protokolls, die verwendeten Adapter 1:2 verdiinnt in die Ligation eingesetzt wurden. Um die spatere
Anzahl der Reads wahrend der Sequenzierung zu erhéhen, wurden die ligierten siRNAs wahrend des
Protokolls des Kits per PCR amplifiziert. Um moglichst viel Template fir die anschlieRende
Sequenzierung zu erhalten, wurde eine Amplifikation von 15 Zyklen gewadhlt. Um nicht ligierte
Adapter, Adapterdimere und restliche Primer aus der PCR-Reaktion zu entfernen, wurden die nun
fertig klonierten siRNA-Libraries zusatzlich Glber AMPure XP Beads (Beckman/Coulter) aufgereinigt
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und mittels Q-Bit Messung quantifiziert. Anschliefend wurde 1 ul der Library mit einem DNA-1000-
Chip auf dem Bioanalyzer Uberprift. Ein Beispiel dieser Analyse ist in Abbildung 3.10 B dargestellt.
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Abbildung 3.10: Aufreinigungsschritte des Klonierungsverfahrens der siRNA-Libraries. A) zeigt ein ausgeschnittenes mit
SYBR® Gold gefarbtes Mini-Harnstoff-Gel. Aufgetragen wurden 50 ug einer isolierten Gesamt-RNA (gesRNA). Der mit
einem schwarzen Pfeil markierte Bereich, der verglichen mit einem 5" hydroxylierten Markermolekiil einer G6Be von 19-
25 nt entspricht, wurde mit einem Skalpell ausgeschnitten. B) zeigt die graphische Darstellung der Analyse mittels DNA-
1000-Chip auf dem Bioanalyzer. Links ist die Auftrennung des Gr6Renstandarts (M) gegen eine Probe dargestellt, Rechts
das zugehorige Elektropherogramm der Probe. Die Peaks entsprechen der kleinsten (griiner Pfeil) und der groBten (lila
Pfeil) Markerbande als Referenz, sowie der GroRe der klonierten Fragmente (schwarzer Pfeil).

In Abbildung 3.10 A sieht man den ausgeschnittenen Bereich eines verwendeten Mini-Harnstoff-Gels,
der einer GroRe zwischen 19-25 nt des hydroxylierten Markers entspricht (schwarzer Pfeil). Dieser
Bereich entspricht einer GréRe der zu klonierenden RNA von ca. 17-25 nt, da der Marker auf Grund
der Hydroxylgruppe schneller im Gel wandert als die eigentlichen RNA-Molekiile. Aus Abbildung 3.10
B wird deutlich, dass die durchgefiihrten Aufreinigungsschritte der Libraries effizient waren. Es ist
lediglich eine Bande in der GréRe von ca. 140 bp zu erkennen. Dies entspricht der ausgeschnittenen
FragmentgroRRe inklusive der ligierten Adapter an beiden Enden. Die aufgereinigten und klonierten
Libraries konnten somit flr die Sequenzierung verwendet werden.

Um tiefergehende Aussagen Uber eine Stabilisierung von siRNAs treffen zu kénnen, wurden in dieser
Arbeit auch Libraries kloniert und untersucht, die spezifisch flir methylierte siRNAs sind. Bei der
Konstruktion dieser Art der Libraries wurde sich zunutze gemacht, dass die Reaktion der B-
Eliminierung durch eine Behandlung der RNA mit Periodat ein zweistufiger Prozess ist. Der erste
Schritt ist die B-Oxidation der RNA durch das Periodat. Durch die Oxidation der RNA liegt keine 3’-
OH-Gruppe mehr vor, die fir die Klonierung der Library notwendig ist. Im Falle von methylierten
RNAs ist eine der cis-OH-Gruppen durch eine Methylgruppe ersetzt und die Reaktion der B-Oxidation
ist somit blockiert. Die methylierten siRNAs sind jedoch weiterhin ligierbar.

Der zweite Schritt der Reaktion, die B-Eliminierung, stellt die Abspaltung des letzten Nukleotids dar.
Diese Abspaltung kann durch ein Harnstoffgel nachvollzogen werden, da es durch die Abspaltung des
letzten Nukleotids zu einem Laufunterschied im Gel im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle gibt.
Der RNA, die fir diese Art der Libraries eingesetzt wurde, wurde zudem vor der Behandlung mit
Periodat ein hydroxylierter Kontroll-Oligo untergemischt, sodass die Reaktion an Hand von diesem
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ebenfalls nachvollzogen werden konnte. Bei der Konstruktion dieser Libraries wurden 60 pg RNA mit
Periodat behandelt, die Reaktion jedoch nach der B-Oxidation abgestoppt. So konnte sichergestellt
werden, dass die nicht methylierten RNA-Spezies oxidiert und damit nicht ligierbar sind und die
klonierte Libraries somit nur methylierte siRNA enthalten. Bevor die behandelte RNA mit dem
,NEBNext® Multiplex Small RNA Library Prep Set for llumina“-Kit zu Libraries kloniert wurde, wurden
10 pg der B-oxidierten RNA abgezweigt und mit der Halfte davon der zweite Schritt, die B-
Eliminierung durchgefiihrt. Beide Proben, die 5 pg der B-oxidierten RNA und die 5 pg der B-
eliminierten RNA-Probe wurden elektrophoretisch aufgetrennt, auf eine Membran geblottet (2.10.5)
und mit einer radioaktiv markierten Sonde gegen den Kontroll-Oligo hybridisiert (2.10.7) um die
Reaktion der B-Eliminierung nachvollziehen zu kdénnen. Der zugehoérige Blot ist in Abbildung 3.11
dargestellt.
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Abbildung 3.11: Northernblot als Kontrolle der siRNA-Libraries, die spezifisch methylierte siRNAs enthalten. A entspricht
der Bande der B-Oxidations-Reaktion. B entspricht der Bande der B-Eliminierungs-Reaktion. Aufgetragen sind je 5 ug der
behandelten isolierten RNA transgener Zelllinien im Hintergrund des pTl- Konstruktes und Feedings gegen ICL, Hen1 und
die Ptiwi8/14. Dies entspricht ca. 0,25 ng des Kontroll-Oligos pro Spur. Hybridisiert wurde der Blot mit der Kontroll-Sonde
gegen den Oligo. Die Exposition des Phosphoimager-Screens betrug einen Tag.

Aus Abbildung 3.11 geht hervor, dass die Reaktion der B-Eliminierung bei allen klonierten Libraries
erfolgreich verlaufen ist. In den Spuren, die mit ,B“ bezeichnet sind, ist klar zu erkennen, dass der
zweite Schritt, die B-Eliminierung effektiv war und dies bedeutet, dass auch der erste Schritt der
Reaktion, die B-Oxidation erfolgreich war. Allerdings bleibt hier anzumerken, dass bei den Spuren,
die mit ,,A“ gekennzeichnet sind und den oxidierten Ringstrukturen entsprechen, eine Doppelbande
zu sehen ist. Dies weist darauf hin, dass ein Teil der B-oxidierten RNA zu diesem Zeitpunkt schon B-
eliminiert wurde und die resultierenden RNA-Molekiile wieder ligierbar sind. Trotzdem wurden die
klonierten Libraries zur Sequenzierung verwendet.

3.2.1 Grofdenverteilung der Reads

Zunadchst wurde in den verschiedenen Libraries untersucht, welche funktionelle GroRe die
sequenzierten siRNAs aufweisen und ob diese GroRenverteilung von bestimmten Faktoren oder
Komponenten abhangt. Die GroRenverteilung ergab jedoch zwischen den sequenzierten Libraries
keinen Unterschied, weshalb die GroéBenverteilung der siRNAs der pTl-icl-Library beispielhaft in
Abbildung 3.12 dargestellt ist.
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Abbildung 3.12: GroBenverteilung der sequenzierten Reads. Aufgetragen ist der prozentuale Anteil der gemappten Reads
gegen ihre Linge gemessen in Nukleotiden. Beispielhaft wurde die Gr6Benverteilung der sequenzierten pTI- icl-Library
dargestelit.

Wie in Abbildung 3.11 zu sehen ist, weisen die sequenzierten siRNAs eine dominante Lange von 23 nt
auf, jedoch sind auch siRNAs in der GréRe von 17 bis 25 nt zu detektieren. Diese GroRenverteilung
war allen sequenzierten siRNAs der verschiedenen Libraries gemein. Kleine Schwankungen der
Anzahl der gemappten Reads der Linge von 17-22 nt und 24-25 nt zwischen den untersuchten
Libraries waren jedoch zu detektieren. In den vorangegangenen Northernblot-Analysen weisen die
Transgen-induzierten siRNAs jedoch eine GroRRe von 22 nt auf. Allerdings wurde die GréRe von 22 nt
an Hand des Abgleichs mit den Markerbanden bestimmt. Die hydroxylierten Markermolekile
wandern auf Grund der Hydroxylgruppe jedoch langsamer in einem Harnstoffgel als die
phosphorylierten siRNAs. Auf Grund dieses Laufunterschiedes und aus dem Peak bei einer Lange von
23 nt in Abbildung 3.12 lasst sich schlieRen, dass die GréRe der siRNAs von 23 nt die biologisch
funktionelle GroRe im Transgen-induzierten RNAi-Mechanismus darstellt.

3.2.2 Vorkommen von sekundaren siRNAs und durch sie vermittelte Transitivitat
Sekundare siRNAs stellen eine Amplifikation von primaren siRNAs dar. Sie werden in Pflanzen z.B.
von einer RNA abhdngigen RNA-Polymerase von Transkripten amplifiziert, die urspriinglich das Ziel
von primdren siRNAs waren (Yoshikawa, 2013). Ob diese sekundéaren pflanzlichen siRNAs jedoch de
novo von der RdRP synthetisiert werden, oder ob die RdRP eine lange doppelstrangige RNA
synthetisiert, aus der die sekundadren siRNAs via Dicer herausgeschnitten werden, konnte bislang
nicht geklart werden. Sekundare siRNAs wurden in weiteren Studien an Arabidopsis als diejenigen
beschrieben, die Transitivitat vermitteln (Baulcombe, 2007; Voinnet, 2008). Transitivitat beschreibt
das Vorkommen von sekundaren siRNAs und die Ausbreitung des damit verbundenen Phanotyps
Uber das urspriingliche Triggermolekil hinaus.

Um zu testen, ob auch im Falle des Transgen-induzierten RNAi-Mechanismus in Paramecium
transitive sekundare siRNAs vorkommen, wurden die Reads aus der pTI-/-kleb-Library gegen das
endogene nd169-Gen gemappt. Diese Library beinhaltet RNA aus transgenen Zellen, die das pTI-/-
Konstrukt tragen, jedoch keinem dsRNA-Feeding unterzogen wurden. Diese Zellen wurden mit dem
Bakterium Klebsiella pneumoniae gefiittert, das keine dsRNA anreichert. Somit kdnnen hier
allgemeine Aussagen Uiber den Transgen-induzierten RNAi-Mechanismus und dessen siRNAs
getroffen werden.

Dem pTI-/- Konstrukt fehlen im Vergleich zur endogenen Sequenz 359 Basen in der 5" Region und 227
Basen am 3" Ende des kodierenden Bereiches (Abb. 3.1). Finden sich in den sequenzierten Libraries
Reads und damit siRNAs, die homolog zu den im Transgen deletierten Bereichen der endogenen
Gensequenz sind, bedeutet dies, dass sekundare siRNAs auch in diesem Mechanismus vorkommen.
Da diese nur von einem Transkript des endogenen nd169-Gens stammen kénnen, entsprechen sie
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den flir Arabidopsis beschriebenen transitiven siRNAs, da diese mRNA des endogenen nd169-Gens
urspriinglich Ziel der vom Transgen synthetisierten primaren siRNAs ist. Eine graphische Darstellung
der gemappten Reads liber die endogene nd169-Sequenz ist in Abbildung 3.13 gezeigt.
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Abbildung 3.13: Verteilung der sequenzierten Reads der pTI-/-kleb-Library iiber die endogene nd169-Sequenz. A) zeigt
den Couverageblot. Die Positionen in der nd169-Gensequenz sind in Basenpaaren auf der X-Achse aufgetragen und als
Rechteck graphisch dargestellt. Die schwarzen Linien im Rechteck entsprechen den Introns, die Grau hinterlegten
Bereiche des Rechtecks entsprechen den Regionen, die im pTI-/- Konstrukt deletiert wurden. Die Y-Achse stellt die
Anzahl der gemappten Reads in einer Log10-Skala unterteilt in sense (grau) und antisense (schwarz) Orientierung dar. B)
zeigt die antisense Ratio der gemappten Reads in den Bereichen, die im pTI-/- Konstrukt deletiert wurden, sowie im
Genkorper des nd169-Gens.

Wie in Abb. 3.13 A klar zu sehen ist, konnen in beiden Bereichen, die im pTI-/- Konstrukt im Vergleich
zum endogenen Gen deletiert sind, eindeutig Reads und somit siRNAs nachgewiesen werden. Dies
bedeutet, dass es sekundare transitive siRNAs im Transgen-induzierten RNAi-Mechanismus gibt.
Diese transitiven siRNAs kdnnen sich nur vom Genkdérper her ausbreiten, da nur dieser das Ziel der
primdren siRNAs war. So entspricht die Transitivitdt, die dadurch am 3 Ende des nd169-Gens
detektiert werden kann, einer Transitivitdit in 3"~ Richtung. Die detektierte Transitivitdt im
5'deletierten Bereich entspricht einer Uberlagerung aus 3" und 5° gerichteter Transitivitit, da
Genaufwarts von der im 5” Bereich des Gens deletierten Region, noch ca. 200 Basen verbleiben.

Zudem kann man in der Graphik der antisense Ratio erkennen, dass die Reads, die auf die im
Transgen deletierten Bereiche mappen und sekundadren siRNAs entsprechen eine lber 90 %ige
antisense-Orientierung aufweisen (vgl. Abb. 3.13 B). Die Ratio der antisense orientierten Reads
entspricht in der 5° deletierten Region 0,99 (99 %) und in der 3" deletierten Region 0,94 (94%). Die
Reads, die dagegen auf den Genkdrper mappen und einer Mischung aus priméaren und sekundéaren
siRNAs entsprechen, zeigen eine antisense Ratio von 0,78. Hier sind also etwas mehr sense
orientierte siRNAs zu detektieren als in den anderen analysierten Bereichen.
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3.3 Methylierung der siRNAs durch die 2°-0- Methyltransferase Hen1

In Abbildung 3.4 und Kapitel 3.1.2 wie auch durch Marker und Kollegen (Marker et al., 2010) wurde
bereits dargestellt, dass die in den Transgen-induzierten RNAi-Mechanismus involvierten siRNAs eine
Modifikation an ihrem 3 Ende tragen. Bei dieser Modifikation kénnte es sich um eine Methylierung
handeln, da Methylierungen von RNA-Spezies schon in anderen Studien als Stabilitaitsmerkmal
ausgewiesen wurden (Li et al., 2005; Ji und Chen, 2012). Diese Art der Modifikation ist selektiv flr
bestimmte RNA-Spezies. Flr Tetrahymena thermophila konnte gezeigt werden, dass die Keimbahn
assoziierten 29 nt langen scanRNAs methyliert sind, die dort vorkommenden 23-24 nt langen siRNAs
jedoch nicht (Kurth und Mochizuki, 2009; Mochizuki und Kurth, 2013). Flir Paramecium tetraurelia
konnten Marker und Kollegen zeigen, dass die Transgen-induzierten siRNAs am 3" Ende modifiziert
sind, die dsRNA-Feeding assoziierten jedoch nicht (Marker et al., 2010). Daraus kann der Schluss
gezogen werden, dass eine Methylierung unter anderem zur Diskriminierung verschiedener Klassen
an siRNAs herangezogen werden kann.

Aus Studien an Arabidopsis weill man, dass eine solche Methylierung durch die 2'-O-
Methyltransferase Hen (Hua Enhancer) vermittelt wird (Chen et al., 2002). Das Genom von
Paramecium weist ein einziges Gen auf, das fiir eine potentielle 2'-O-Methyltransferase kodiert,
welches nach dem Homolog aus Arabidopsis ebenfalls hen1 genannt wurde (siehe auch Abb. 3.17).

Zunachst wurde phanotypisch analysiert, ob dieses Henl-Homolog in den Transgen-induzierten
RNAi-Mechanismus involviert ist. Dafiir wurde Henl durch das dsRNA-Feeding, wie es von Galvani
und Sperling beschrieben wurde, stillgelegt (Galvani und Sperling, 2002). Fir den erwarteten
Phanotyp des in dieser Arbeit untersuchten Transgen-induzierten RNAi-Mechanismus ergibt sich
folgendes Bild: Da die Zellen ein injiziertes Transgen tragen, das Homologie zum endogenen nd169-
Gen aufweist, und das endogene nd169-Gen somit stillgelegt wird, kénnen die Zellen keine
Trichozysten mehr ausstoflen. Schaltet man eine Komponente dieses Mechanismus durch das
dsRNA-Feeding aus, wird dieser Mechanismus unterbrochen und die Zellen zeigen wieder einen
AusstoR der Trichozysten.

Fir eine solche phanotypische Analyse wurden transgene Zellen in einer Massenkultur bei 32°C fiir 5
Tage mit dem entsprechenden Feeding-Medium gegen Hen1 kultiviert (2.8.4) und anschlieRend auf
den Ausstol$ der Trichozysten hin untersucht. Als Kontrolle wurde zudem das Gen ic/7a durch dsRNA-
Feeding stillgelegt, da das durch dieses Gen kodierte Protein nicht in den RNAi-Mechanismus
involviert ist und fiir ein Protein des Cytoskeletts kodiert. Die entsprechende Graphik ist in Abbildung
3.14 A dargestellt.

Um zu Uberprifen, ob Henl in die Akkumulation und der spezifischen Stabilisierung der Transgen-
induzierten siRNAs involviert ist, wurde zudem Gesamt-RNA aus diesen Kulturen isoliert (2.10.1) und
auf eine Membran geblottet (2.10.5). Zudem wurde die isolierte RNA mit Periodat behandelt (2.10.4)
und ebenfalls mit auf die Membran geblottet um untersuchen zu koénnen, ob Henl fir die
Modifikation der Transgen-induzierten siRNAs verantwortlich ist. Der Northernblot wurde mit
radioaktiv markierten Sonden hybridisiert (2.10.7) und ist in Abbildung 3.14 B dargestellt.

Hierbei bleibt anzumerken, dass es schwierig ist, die nd169-spezifischen transgenen siRNAs in den
Feeding-Kulturen zu detektieren. Dies liegt zum einen daran, dass die Menge an verbliebenen siRNAs
bei einem Feeding gegen ein in ihre Synthese oder Stabilisierung involviertes Protein schwer
nachzuweisen ist. Dies triff zwar nicht auf Henl zu, jedoch wurde diese Methode auch fiir andere
RNAi-Komponenten durchgefihrt, bei denen die Involvierung in beide RNAi-Wege aufgezeigt werden
konnte (vgl. Abb. 3.25 und Kapitel 3.5). Zum anderen kommt es teilweise zu einer Art Konkurrenz in
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der Synthese der siRNAs. Durch den RNAi-Mechanismus des dsRNA-Feedings werden enorm viele
Feeding-assoziierte siRNAs synthetisiert um die Komponenten still zu legen. Es ware denkbar, dass
Komponenten die in beiden RNAi-Wegen involviert sind, mit der Synthese der Feeding-assoziierten
siRNAs so ausgelastet sind, dass sie keine oder nur noch sehr wenige Transgen-induzierte siRNAs
synthetisieren.

Fiir die Detektion der Transgen-induzierten nd169-spezifischen siRNAs wurde daher eine radioaktiv
markierte PCR-Sonde verwendet, die den kompletten open reading frame (ORF) des nd169-Gens
abdeckt und die Exposition des Phosphoimager-Screens wurde auf drei Wochen angelegt.
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Abbildung 3.14: Nachweis der Involvierung von Henl in den Transgen-induzierten RNAi-Mechanismus. A) zeigt die
phdnotypische Analyse des Hen1-Silencings im Vergleich zur Kontrolle, dem ICL-Silencing. Dargestellt ist der prozentuale
Anteil der Zellen, die fahig sind mehr als 50 % ihrer Trichozysten auszustoRen. Das Signifikanzniveau (T-Test; *p <0,05;
**p<0,01; ***p<0,001) wurde zur ICL-Kontrolle berechnet. Das Experiment wurde dreimal wiederholt (n = 3). Es wurden
je 100 Zellen ausgezdhlt. B) zeigt den Northernblot der aus den Feeding-Kulturen isolierten und mit Periodat behandelten
Gesamt-RNA gegen die unbehandelte RNA. Hybridisiert wurde der Blot mit radioaktiv markierten Sonden gegen den
Vektorbereich, der sich nach der nd169-Sequenz auf dem Transgen befindet, um die vom Transgen synthetisierten
siRNAs zu detektieren; gegen das nd169-Gen, um die nd169-spezifischen siRNAs zu detektieren; gegen den
untergemischten Kontroll-Oligo um zu testen, ob die B-Eliminierungsreaktion erfolgreich verlaufen ist und mit der Gin-
Sonde, die als Ladekontrolle dient. Die Exposition des Phosphoimager-Screens betrug 3 Wochen fiir die ND169-Sonde
und die Vektor-Sonde, bzw. 1 Tag fiir die beiden anderen Sonden.

Aus Abbildung 3.14 A wird ersichtlich, dass die 2’-O-Methyltransferase Henl in den Transgen-
induzierten RNAi-Mechanismus involviert ist. Es ist klar zu erkennen, dass die Anzahl der Zellen, die
einen Trichozystenausstoll von weniger als 50 % und damit den gewilinschten Silencing-Phanotyp
aufweisen, im Vergleich zur ICL-Kontrolle stark reduziert ist. Der prozentuale Anteil der Zellen, die
keine Trichozysten ausstoRenden fillt auf 42 %. Diese Abnahme ist mit p = 3,4e™ hoch signifikant und
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bedeutet, dass der Stilllegungs-Mechanismus, der diesem Phanotyp zu Grunde liegt, zwar noch
ablaufen kann, jedoch erheblich gestort ist. Dies belegt also die Involvierung von Henl in diesen
Mechanismus.

Vergleicht man die detektierbaren Mengen an nd169-spezifischen siRNAs in der Spur des Henl-
Silencings mit der Spur des ICL-Silencings auf dem Northernblot, so sieht man, dass das Stilllegen von
Henl keinen Einfluss auf die Menge der siRNAs hat (vgl. Abb. 3.14 B ND169-Sonde). Eine
Stabilisierung der siRNAs durch eine Methylgruppe scheint folglich keine oder eine nur geringe Rolle
fir die Akkumulation der siRNAs im untersuchten Transgen-induzierten RNAi-Mechanismus zu
spielen. In beiden Spuren ist dieselbe Menge nd169-spezifischer siRNAs zu detektieren (vgl. Abb. 3.14
ND169-Sonde). Aus Abbildung 3.14 B und der Hybridisierung mit der GIn-Sonde wird zudem
ersichtlich, dass vergleichbare Mengen an Gesamt-RNA aufgetragen wurden (vgl. Abb. 3.14 B GIn-
Sonde).

Aus der Hybridisierung des Northernblots mit der ND169-Sonde wird weiter deutlich, dass die Bande
der nd169-spezifischen siRNAs in der Spur der mit Periodat behandelten RNA des Henl-Feedings,
einen GroéRenunterschied von ca. 2 nt im Wanderverhalten im Vergleich zur Spur der unbehandelten
RNA aufweist. Beim ICL-Feeding ist dies nicht zu beobachten. Dies bedeutet, dass die Transgen-
induzierten nd169-spezifischen siRNAs im Hen1-Feeding zuganglich fiir die Periodat-Behandlung sind.
Daraus lasst sich eindeutig schlieRen, dass die Modifikation am 3" Ende der siRNAs im Henl-Feeding
fehlt. Somit muss es sich bei dieser Modifikation um eine Methylgruppe handeln, die durch die RNA-
Methyltransferase Henl angehdngt wird. Zudem wird in der Hybridisierung des Blots mit der
Kontroll-Sonde deutlich, dass die Reaktion der B-Eliminierung in den entsprechenden Spuren
vollstandig ablief. Es ist klar zu erkennen, dass die Bande des PB-eliminierten Oligos einen
GroRenunterschied im Wanderverhalten von ca. 2 nt im Vergleich zur Bande des jeweiligen
unbeahndelten Oligos aufweist. Dies ist sowohl in der Spur der ICL-Stilllegung, als auch in der Spur
der Hen1-Stilllegung zu beobachten (Abb. 3.14 B Kontroll-Sonde).

Aus Abbildung 3.14 B der Hybridisierung mit der Vektor-Sonde wird zudem ersichtlich, dass auch dort
spezifische siRNAs detektierbar sind, die diesen GroRenunterschied von ca. 2 nt in der Spur der B-
eliminierten RNA bei der Stilllegung von Henl im Vergleich zur Spur der unbehandelten RNA
ebenfalls aufweisen. Diese siRNAs stammen vom Vektorbereich des Transgens, der sich dem nd169-
kodierenden Bereich des Transgens anschlielt und entsprechen somit primaren siRNAs. Die Lage der
verwendeten Sonde ist in Abbildung 3.1 dargestellt. Allerdings bleibt hier anzumerken, dass das
Grundgerust der pTl Konstrukte dem dsRNA-Feeding-Vektor L4400 entspricht, wodurch die
verwendete Vektorsonde in ihrer Sequenz auch zu dem Feeding-Vektor homolog ist und auch die
primaren dsRNA-Feeding assoziierten siRNAs detektieren kénnte. Das zugehdrige Alignment ist in
Kapitel 8.9 dargestellt. Jedoch wurde von Marker und Kollegen gezeigt, dass die dsRNA-Feeding-
assoziierten siRNAs keine Modifikation aufweisen (Marker et al., 2010). Da hier jedoch eine
Modifikation aufgezeigt werden kann, kann der Schluf® gezogen werden, dass hier iberwiegend die
primaren Transgen-induzierten siRNAs detektiert werden und auch diese durch Henl methyliert
werden.

Zusammenfassend ldsst sich also sagen, dass sowohl die mit der Vektor-Sonde detektierbaren
primaren siRNAs, als auch die mit der ND169-Sonde detektierbaren primaren und sekundaren siRNAs
ihre Modifikation am 3 Ende durch ein Stilllegen von Henl verlieren. Diese Modifikation stellt
folglich eine Henl-vermittelte Methylierung dar.
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Fiir Arabidopsis konnte gezeigt werden, dass die miRNAs durch ein Stilllegen von Henl nicht mehr
methyliert sind. Dieses Wegfallen der Methylgruppe fiihrte dazu, dass die miRNAs polyuridinyliert
wurden und somit zur Degradation markiert wurden (Yu et al., 2005; Li et al, 2005; Ji und Chen et al.,
2012). Um untersuchen zu kénnen, ob in Paramecium eventuell auch Nukleotide an die siRNAs
angehangt werden, wenn die Methylgruppe duch ein Silencing von Henl wegféllt, wurden die
Tiefensequenzierungen herangezogen. Folgende Libraries wurden daraufhin auf ihre
GroRenverteilung hin untersucht: die pTl-ic/-Library (ICL) als Kontrolle und die pTI-henl-Library
(Hen1) sowie die fir methylierte siRNAs spezifische Libraries, pTl-ic/lMe-Library (ICL-Me) und die pTI-
heniMe-Library (Hen1-Me). Abbildung 3.15 zeigt die graphische Darstellung dieser durchgefiihrten
Analysen in den verschiedenen Libraries.
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Abbildung 3.15: Nachweis der Methylierung sekunddrer Transgen-induzierter siRNAs an Hand der
Tiefensequenzierungen. A) zeigt den Northernblot als Kontrolle der siRNA-Libraries, die spezifisch methylierte siRNAs
enthalten, wobei A der Bande der B-Oxidations-Reaktion und B der Bande der B-Eliminierungs-Reaktion entspricht.
Aufgetragen sind je 5 pg der behandelten isolierten RNA transgener Zelllinien im Hintergrund des pTI- Konstruktes und
Feedings gegen ICL und Henl. Dies entspricht ca. 0,25 ng des Kontroll-Oligos pro Spur. Hybridisiert wurde der Blot mit
der Kontroll-Sonde gegen den Oligo. Die Exposition des Phosphoimager-Screens betrug einen Tag. B) zeigt die
prozentuale GroBenverteilung der gemappten Reads am 3° Ende des nd169-Gens. Dargestellt sind jeweils die
Sequenzierungen der pTl-icl-Library (ICL) als Kontrolle und der pTl-hen1-Library (Henl) sowie die fiir methylierte siRNAs
spezifische Libraries, pTl-ic/Me-Library (ICL-Me) und die pTl-hen1Me-Library (Henl-Me). C) zeigt die prozentuale
GroRenverteilung der gemappten Reads im Genkorper des nd169-Gens.
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Aus Abbildung 3.15 A lasst sich zunachst erkennen, dass die Reaktion der B-Eliminierung sowohl in
der pTl-ic/lMe-Library (ICL) als auch in der pTI-hen1Me-Library (Hen1) erfolgreich war. Dies bedeutet,
dass diese beiden Libraries nur siRNAs enthalten, die methyliert sind und somit zur genaueren
Charakterisierung dieser herangezogen werden kénnen.

Abbildung 3.15 B zeigt die Analyse des 3" Ende des nd169-Gens und somit der sekundaren siRNAs, da
nur diese in dieser Region des nd169-Gens mappen kdnnen. Vergleicht man die pTl-icl-Library (ICL)
mit der pTl-henl-Library (Henl), so sieht man, dass ein Wegfallen der Methylierung durch das
Stilllegen von Henl keinen Einfluss auf die GroRenverteilung der siRNAs hat. Daraus ladsst sich
schlieflen, dass das Wegfallen der Methylgruppe nicht das Anhdangen von Nukleotiden nach sich
zieht, wie es z.B. fur die miRNAs aus Arabidopsis beschrieben wurde (Yu et al., 2005; Li et al, 2005; Ji
und Chen et al., 2012).

Auch in der pTl-ic/lMe-Library (ICL-Me) ist in dieser analysierten Region kein Unterschied in der
GroRenverteilung der gemappten Reads zu erkennen. In der Analyse der pTl-hen1Me-Library (Hen1-
Me) in dieser Region ist jedoch zu sehen, dass die GrofRenverteilung zusammenbricht. Es ist kein
eindeutiger Peak mehr bei 23 nt zu sehen (vgl. Abb. 3.15 B). Die detektierten Reads in dieser Library
entsprechen den sekundéaren siRNAs, die trotz des Stilllegens von Henl noch methyliert sind, was
folglich einer Restaktivitdt von Henl entspricht oder stellen unmethylierte Degradationsprodukte
dar, die nach der Behandlung der RNA mit Periodat bei der Konstruktion der Libraries wieder
ligierbar waren (vgl. Abb. 3.11).

Die siRNAs, die auf den Genkorper des nd169-Gens mappen (Abb. 3.15 C), kdnnen sowohl primére als
auch sekundare siRNAs sein. Die Analyse dieser Region entspricht folglich einer Mischung beider
siRNA-Klassen. Vergleicht man erneut die pTl-ic/-Library (ICL) mit der pTl-henl-Library (Hen1), so
sieht man, dass ein Wegfallen der Methylierung durch das Stilllegen von Henl auch hier keinen
Einfluss auf die GroRenverteilung beider siRNA-Klassen hat. Auch die GréRBenverteilung der pTl-ic/lMe-
Library (ICL-Me) aus Abbildung 3.15 C zeigt dieselbe GroRenverteilung der gemappten Reads wie die
pTl-icl-Library (ICL) und die pTl-henl-Library (Henl). Auch hier ist zu sehen, dass die
GroRenverteilung der Reads nur bei der Analyse der pTl-henlMe-Library (Henl-Me)
zusammenbricht. Auch hier ist kein eindeutiger Peak bei einer GréRe von 23 nt mehr zu detektieren
(vgl. Abb. 3.15 C).

Zusammenfassend ldsst sich sagen, dass das Wegfallen der Methylierung keinen oder einen nur
geringen destabilisierenden Effekt auf die GroRenverteilung der siRNAs ausiibt. Eine Anderung der
GroRenverteilung, wie es bei einer Polyuridinylierung nach dem Wegfallen der Methylgruppe fir
Arabidopsis gezeigt wurde, konnte hiermit nicht bestatigt werden.

Um den Einfluss der fehlenden Methylierung auf die siRNAs besser beschreiben zu kénnen, wurden
die Tiefensequenzierungen der pTl-ic/-Library (ICL) als Kontrolle und der pTl-henl-Library (Henl),
sowie der pTl-ic/Me-Library (ICL-Me) und der pTIl-hen1Me-Library (Hen1-Me) darauf hin untersucht.
Das Ergebnis dieser Analysen ist in Abbildung 3.16 dargestellt.
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Abbildung 3.16: Verteilung der sequenzierten Reads liber die endogene nd169-Sequenz der pTl-henl-Library (Henl) im
Vergleich zur pTl-icl-Library (ICL). A) Couverageblots. Die Positionen in der nd169-Gensequenz sind in Basenpaaren auf
der X-Achse aufgetragen und als Rechteck graphisch dargestellt. Die schwarzen Linien im Rechteck entsprechen den
Introns, die Grau hinterlegten Bereiche des Rechtecks entsprechen den Regionen, die im pTl- Konstrukt deletiert wurden.
Die Y-Achse stellt die Anzahl der normalisierten gemappten Reads in einer Log10-Skala unterteilt in sense (grau) und
antisense (schwarz) Orientierung dar. B) entspricht der graphischen Darstellung der normalisierten mappenden
Readzahlen in den verschiedenen Regionen, die im pTI- Konstrukt deletiert wurden, sowie im Genkérper des nd169-
Gens. C) zeigt die Anderung der Abnahme der gemappten Reads in den verschiedenen Regionen der pTl-heni-Library im
Vergleich zur pTl-icl-Library und der pTl-hen1Me-Library im Vergleich zur pTl-ic/lMe-Library D) zeigt die antisense Ratio
der gemappten Reads in den Bereichen, die im pTl- Konstrukt deletiert wurden, sowie im Genkorper des nd169-Gens.

Abbildung 3.16 A und B bestéatigen den Schluss aus den vorherigen Analysen, dass das Wegfallen der
Methylierung durch ein Stilllegen von Hen1 keinen oder einen nur geringen Effekt auf die Verteilung
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der Reads Uber das nd169-Gen oder deren Stabilisierung auslibt. Es sind in der pTl-henl-Library
(Hen1) insgesamt weniger Reads zu verzeichnen, die auf die einzelnen Regionen im Vergleich zur pTI-
icl-Library (ICL) mappen (Abb. 3.16 A und B). In beiden analysierten Bereichen ist eine 1-1,2fache
Abnahme der mappenden Reads zu detektieren (Abb. 3.16 C oberer Graph). Auch die Orientierung
der siRNAs andert sich durch ein Stilllegen von Henl nicht. In beiden analysierten Bereichen des
nd169-Gens liegt die antisense Ratio beider Libraries ungefdhr bei 1 (Abbildung 3.16 D). Somit kann
der Schluss gezogen werden, dass das Henl nicht zwischen sense und antisense orientierten siRNAs
unterscheidet und beide gleichermafien methyliert.

Betrachtet man die pTI-hen1Me-library (Hen-Me), so ist zu sehen, dass im Vergleich zur pTl-ic/Me-
Library (ICL-Me) weniger Redas auf die analysierten Bereiche mappen (vgl. Abb. 3.16. A und B).
Sowohl im 3’ deletierten Bereich als auch im Genkorper nimmt die Anzahl der mappenden Reads um
das Zweifache ab (vgl. Abb. 3.16 C unterer Graph). Die Ratio des antisense orietierten Reads dndert
sich jedoch bei einer Stilllegung von Henl im Vergleich zu ICL in beiden analysierten Bereichen nicht
(vgl. Abb. 3.16 D). Es bleibt hier jedoch anzumerken, dass die Henl-Me-Library Reads der
methylierten siRNAs enthalt, die aus einer Restaktivitdat von Hen1 trotz der Stilllegung stammen oder
aber sie enthalt Reads von RNAs, die nach der Behandlung mit Periodat wieder ligierbar waren (vgl.
Abb. 3.11). Eindeutige Riickschliisse auf die Methylierung von primaren oder sekundaren siRNAs
kénnen somit an Hand von dieser Library nicht gezogen werden.

3.4 Lokalisation von Hen1

RNAi-Mechanismen koénnen in verschiedenen Kompartimenten der Zelle ablaufen und
unterschiedliche  Regulationsformen induzieren. Diese Regulationen konnen entweder
transkriptionell oder post-transkriptionell ablaufen. Bei der post-transkriptionellen RNAi werden die
Gene zwar transkribiert, die mRNA wird jedoch durch den RISC-Komplex zur Degradation markiert
oder die Translation gehemmt. Bei der transkriptionellen RNAi werden ebenfalls durch den RISC-
Komplex modifizierende Enzyme zum Chromatin geleitet, was zu einer Anderung der Modifikationen
am Chromatin filhren kann und somit zu einer Anderung der Transkriptionsrate. Um untersuchen zu
kénnen in welchem Kompartiment der Transgen-induzierte RNAi-Mechanismus ablauft und
eventuelle Schlisse auf die Art der Regulierung ziehen zu kénnen, wurde ein Antikdrper gegen ein
Protein des Transgen-induzierten RNAi-Mechanismus synthetisiert. Das Hen1-Protein stellt fiir diese
Zwecke den optimalen Kandidaten dar. Hen1 liegt in Paramecium tetraurelia als ,single copy” Gen
vor, obwohl Paramecium drei Genomduplikationen durchlief (Aury et al., 2006). So weisen 68 % der
Gene in Paramecium mindestens ein Ohnolog im Genom auf (Aury et al., 2006). Dies ldsst vermuten,
dass der Selektionsdruck auf diesem Gen sehr hoch ist und dieses Enzym essentiell fiir die Zelle sein
kénnte. Somit ist es unwahrscheinlich, dass es zu spezifischen Kreuzreaktionen des Antikorpers mit
dhnlichen Proteinen kommen kann. Das Henl aus Paramecium besitzt eine einzige katalytische
Domaéne, die einer Methyltransferase-Domane (MTase) entspricht. Dies wurde durch einem Abgleich
mit der Pfam-Datenbank (Finn et al., 2014) bestatigt. Diese Analyse ist vergleichend mit einer von
Vilkaitis und Kollegen durchgefiihrten Studie (Vilkaitis et al., 2010) in Abbildung 3.17 dargestellt.
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Abbildung 3.17: Analyse der Proteindoméanen verschiedener Henl-Homologe. A) zeigt die aus Vilkaitis et al., 2010
entnommene modifizierte schematische Analyse der Proteindomanen verschiedener Henl-Homologe aus Arabidopsis
thaliana (AtHenl), Drosophila melanogaster (DmHenl), Mus Muskulus (MmHenl) und Tetrahymena thermophila
(TtHen1). B) zeigt das Ergebnis der Analyse der Proteindomdnen von Henl aus Paramecium tetraurelia (PtHen1) mit Hilfe
der Pfam-Datenbank (Finn et al., 2014).

Aus Abbildung 3.17 wird ersichtlich, dass das Henl-Homolog aus Arabidopsis neben der MTase-
Domane als einziges Protein noch zahlreiche andere Domanen aufweist, wie zum Beispiel die beiden
dsRBD-Motife, die Bindedomédnen fir doppelstrangige RNA-Molekile darstellen. Alle weiteren
analysierten homologen Henl-Proteine aus den anderen Organismen einschlieBlich Paramecium
besitzen dagegen nur eine einzige bekannte Proteindomane: die MTase-Domane. Diese scheint somit
in allen eukaryotischen RNA-Methyltransferasen sowohl in ihrer Sequenz als auch in ihrem
Vorkommen hoch konserviert zu sein. Um dies genauer beschreiben zu kénnen, wurde als nachstes
ein Alignment dieser MTase-Domdne aus verschiedenen Organismen angefertigt. Dies ist in
Abbildung 3.18 dargestellt.
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Abbildung 3.18: Alignment der MTase-Domanen der Henl-Homologe aus verschiedenen Organsimen. Das Alignment
wurde mit Hilfe des Programms ClustalW erstellt (Thompson et al., 1994). Hierfir wurden die Proteinsequenzen der
MTase-Domidnen aus Arabidopsis thaliana, Drosophila melanogaster, Tetrahymena thermophila und Paramecium
tetraurelia gegeneinander abgeglichen. Farbig hinterlegt sind die identischen bzw. zueinander sehr &hnlichen
Aminosauren. Der Schwellenwert fiir identische Aminosauren pro Position betragt 75 %.

An Hand des Alignments in Abbildung 3.18 kann bestéatigt werden, dass die MTase-Domanen der
analysierten Henl-Homologe aus den verschiedenen Organismen starke Ahnlichkeiten zueinander
aufweisen und diese MTase-Domane somit in den untersuchten Organismen konserviert ist. Die
meisten Abweichungen im Alignment mit den anderen Sequenzen weist die Sequenz aus Arabidopsis
auf. Dies konnte darauf beruhen, dass diese analysierte Sequenz die einzige pflanzliche ist, die
anderen Sequenzen tierischen Ursprungs sind.

Auf Grund dieser Analysen stellt sich die MTase-Doméane des Hen1 als geeignet dar, um als Antigen-
Sequenz verwendet zu werden. Zur Erzeugung ausreichender Mengen an Antigen zur Immunisierung
eines Hasen und anschlieRender Antikdrper-Gewinnung, wurde das Antigen in E. coli Uiberexprimiert
(2.12.6). Hierzu wurde die Aminosduresequenz des ausgesuchten Antigens aus Paramecium in den
DNA-Code von E. coli revers translatiert. Damit die Antikorper spater jedoch auch das Paramecium
spezifische Hen1-Protein detektieren konnen, musste bei dieser reversen Translation darauf geachtet
werden, dass Paramecium einen anderen Kodoncode verwendet als E. coli. Die so generierte
Sequengz, die fiir das Antigen kodiert und dem Kodoncode von Paramecium entspricht, hat eine Lange
von 459 Nukleotiden und ist dem Anhang zu entnehmen (vgl. 8.1). Diese Sequenz wurde von der
Firma GenScript artifiziell synthetisiert und im Rahmen dieser Arbeit in den Expressionsvektor
PRSETA kloniert und in E. coli Rosetta2 liberexprimiert. Das Plasmid pRSETA kodiert zudem fiir einen
His-Tag. Um nachzuweisen, dass das Antigen tatsachlich Gberexprimiert wird, wurde Gesamt-Protein
isoliert und gegen den WT auf einem SDS-Gel aufgetrennt und mit Blue-Silver gefarbt (Daten nicht
gezeigt). Um das Uberexprimierte Antigen zur Gewinnung eines Antikérpers einsetzen zu kénnen,
wurde eine Aufreinigung Gber Ni/NTA-Beads durchgefiihrt (2.12.6.1). Hierbei bindet der negativ
geladene His-Tag an die positiv geladenen Nickelkligelchen und das Protein kann so lber eine Saule
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aufgereinigt werden. Das mit Blue-Silver gefarbte SDS-Gel einer solchen Aufreinigung ist in Abbildung
3.19 dargestellt.
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Abbildung 3.19: Mit Blue-Silver gefirbtes SDS-Gel des iliber eine Ni/NTA-Siule aufgereinigten Henl-Antigens.
Aufgetragen wurden je 10 ul der entnommenen Probe pro Aufreinigungsschritt. Dabei entspricht die Spur 1 dem
Uberstand nach der Sonifizierung der Zellen, 2 dem aufgefangenem Waschpuffer nach dem Sonifizieren, 3 den
Zelltriimmern der sonifizierten Zellen, 4 den Nickelbeads, 5 dem Durchfluss des Lysats iiber die Nickelsdaule und die Spur
6 dem Waschpuffer der Nickelsdule. Die Spuren 7 bis 10 zeigen die Elutionen mit Puffer D, die Spuren 11 bis 14 die
Elutionen mit Puffer E.

Das Molekulargewicht des tiberexprimierten Antigens von Henl betragt zusammen mit dem His-Tag
ca. 18,5 kDa, wobei das Molekulargewicht des His-Tags nur knapp 1 kDa (Terpe, 2003) entspricht. In
Abbildung 3.18 ist zu sehen, dass diese spezifische Bande in den Zellen angereichert ist (vgl. Abb.
3.19 Spur 3). Zudem ist in dieser Abbildung zu erkennen, dass das Protein Uber eine Nickelsdule
erfolgreich aufgereinigt werden kann (vgl. Abb. 3.19 Spuren 11-14). Zur Immunisierung eines Hasen
und anschlieBender Antikoérper-Gewinnung konnte dieses Antigen folglich verwendet werden. Die
Antigenmenge des Eluats der Nickelsaule, das in Abbildung 3.19 Spur 14 am meisten Antigen enthalt,
wurde quantifiziert und zur Immunisierung eines Hasen an die Firma Seqlab Gbermittelt. Dort wurde
einem Hasen nach einem dreimonatigen Immunisierungs-Schema insgesamt viermal das Antigen
injiziert und zu verschiedenen Zeitpunkten Blutproben entnommen, um zu testen, ob der Hase
Antikorper gegen das injizierte Antigen bildet. Um die erhaltenen Blutproben testen zu kénnen,
wurden verschiedene Mengen des aufgereinigten Antigens auf eine Membran gedottet und
anschlieRend mit den Blutseren, welche Antikérper gegen das Antigen enthalten sollten, dekoriert.
Der zugehorige Dotblot ist in Abbildung 3.20 dargestellt.
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Abbildung 3.20: Dotblot des Henl1-Antigens. Aufgetragen wurden 0,0025 pg, 0,5 pg und 2,5 ug des Henl-Antigens in
pUC57. PIS (Prdimmunserum) stellt die Blutprobe des immunisierten Hasen vor der ersten Injektion dar, 1te Blutung
entspricht der Blutabnahme des Hasen nach der zweiten Injektion mit dem Antigen und die 2te Blutung entspricht der
Blutprobe nach der dritten Injektion des Hasen mit dem Antigen. Die finale Blutung entspricht der Blutprobe mit dem
finalen Antikoérpertiter. Die Seren wurden jeweils 1:100 verdiinnt liber Nacht mit dem Blot inkubiert. Der sekundare Anti-
Hase-Antikorper wurde 1:5000 fiir 1 Stunde inkubiert. Die Entwicklungszeit betrug 1 Sekunde.

Aus Abbildung 3.20 bei der Hybridisierung mit dem Praimmunserum (PIS) wird ersichtlich, dass der
Hase zunéchst nicht auf das Henl-Antigen reagiert. Dies bedeutet, das versuchstier hatte zuvor noch
keinen Kontakt zu einem dhnlichen Protein oder Organismus und hat somit noch keine Antikdrper
gegen Henl im Blut. Der Hase konnte somit immunisiert und zur Antikérper-Gewinnung genutzt
werden.

In der Spur der ersten Blutung in Abbildung 3.20 ist deutlich zu erkennen, dass das Tier nach der
zweiten Injektion mit dem Antigen bereits spezifische Antikorper gebildet hat. In der Spur der
zweiten Blutung in Abbildung 3.20 wird deutlich, dass hier auch eine Konzentration des Antigens von
0,025 pg gut zu detektieren ist. Daraus lasst sich folglich schlieBen, dass die Immunisierung des
Hasen mit dem Henl-Antigen erfolgreich verlief und der Hase steigende und ausreichende Mengen
an Antikoérper gegen das Antigen gebildet hat. Nach einer weiteren Injektion des Hasen mit einer
groReren Menge des Antigens wurde die finale Blutung eingeleitet. Das erhaltene Blutserum
entspricht nun einem polyklonalen Antiserum gegen das Henl-Antigen. Der Antikorpertiter der
finalen Blutung ist ausreichend um das Antigen in geringen Mengen zu detektieren (vgl. Abb. 3.20
finale Blutung).

Um einen Hinweis auf die Lokalisation von Henl in der Zelle zu bekommen, wurden neben dem
Gesamt-Protein auch Proteinfraktionen aus isolierten Kernen elektrophoretisch aufgetrennt und auf
eine Membran geblottet (2.12.4). Das Serum wurde (iber eine Affinitatsaufreingung aufgereinigt, um
unspezifische Antikorper aus dem Serum zu filtern (2.12.7). Der Westernblot wurde mit dem
aufgereinigten Serum dekoriert und ist in Abbildung 3.21 dargestellt. Hierbei wurden Zelldquivalente
Mengen des jeweils aufgereinigten Proteins aus je 5 000 Zellen aufgetragen (vgl. 2.12.1).
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Abbildung 3.21: Westernblot des aufgereinigten Henl1-Antikorpers. Aufgetragen sind Aquivalente Proteinmengen aus
5000 Zellen an Gesamt-Protein bzw. an isoliertem Protein der Kernfraktion. A) zeigt die Dekorierung mit dem Affinitats-
aufgereinigtem Antiserum gegen Henl (a-Henl). Der schwarze Pfeil entspricht der spezifischen Bande des nativen
Paramecium Henl von 39,6 kDa. Zur Dekorierung wurden 100 pl des ,rohen” Serum aufgereingt und in einer 1:1000
Verdiinnung iiber Nacht inkubiert. Der sekunddre Anti-Hase-Antikdrper wurde 1:5000 fiir eine Stunde inkubiert. Die
Entwicklungszeit betrug zwei Minuten. B) zeigt die Dekorierung mit einem Antikorper gegen das Histon 4 (a-H4). Diese
Markierung dient als Ladekontrolle. Dieser Antikérper wurde 1:1000 verdiinnt iiber Nacht mit dem Blot inkubiert. Der
sekundare Anti-Hase-Antikorper wurde 1:5000 fiir eine Stunde inkubiert. Die Entwicklungszeit betrug drei Minuten.

Die Abbildung 3.21 A zeigt deutlich, dass der vom Hasen gebildete Antikorper-Titer ausreicht um das
native Henl-Protein in einem Westernblot zu detektieren. Aus dieser Abbildung wird zudem
ersichtlich, dass die spezifische Bande des nativen Henl, die einem an Hand der Markerbanden
abgelesenen Molekulargewicht von 35 kDa entspricht (Abb. 3.21 schwarzer Pfeil), sowohl im
aufgetragenen Gesamt-Protein, als auch in der Proteinfraktion der zuvor isolierten Kerne zu
detektieren ist. Allerdings entspricht die Laufhohe der Bande auf dem Blot nicht ganz dem an Hand
der Aminosauresequenz errechneten Molekulargewicht von 39,6 kDa. Jedoch muss das errechnete
Molekulargewicht von 39,6 kDa nicht mit dem Laufverhalten des nativen Proteins in einem SDS-Gel
Ubereinstimmen. Es ist davon auszugehen, dass es sich bei der Bande mit den abgelesenen 35 kDa
tatsachlich um das markierte Hen1-Protein handelt.

In der Spur des Proteins aus der Kernfraktion wurde insgesamt weniger Protein aufgetragen (vgl.
Abb. 3.21 B). Da die Henl spezifische Bande trotz geringer geladener Proteinmenge auch in der
Proteinfraktion der Kerne zu sehen ist, gibt dies einen Hinweis darauf, dass Henl in den Kernen
lokalisiert sein kdnnte.

Mit dem Henl-Serum wurde eine weitere wahrscheinlich unspezifische Bande in der Spur des
Gesamt-Proteins markiert. Diese weist ein Molekulargewicht von etwa 60 kDa auf (Abb. 3.21 A).

Um die tatsachliche Lokalisation von Henl nachzuweisen, wurde im Folgenden eine
Immunfluoreszenzfarbung gegen das Henl-Protein durchgefiihrt. Da das aufgereinigte polyklonale
Serum jedoch unspezifische Banden im Gesamt-Protein (vgl. Abb. 3.21 A) detektiert und dies bei
einer Immunfluoreszenzfarbung zu falsch-positiven Ergebnissen fiihren kdnnte, konnte dieses Serum
fir die Farbungen nicht genutzt werden. Deshalb wurde ein Fusionsprotein von Henl mit einem

Flagtag hergestellt. Somit kann anschlieRend mit einem monoklonalen Antikdrper gegen den Flagtag
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das Fusionsprotein in der Imnmunfluoreszenzfarbung detektiert werden. Die Fusion mit einem Flagtag
sorgt zudem fir eine Signalverstarkung, da der Flagtag als dreifache Kopie vorliegt (3xFlagtag) und
somit mehr spezifische primare Antikérper gegen den Flagtag an das Fusionsprotein binden kénnen.
Folglich konnen auch mehr sekundare Antikdrper den gebundenen primaren Antikorper detektieren
und dies fuhrt zu mehr fluorochromen Gruppen, die angeregt und dann detektiert werden kénnen.

Flr die Herstellung des Fusionsproteins wurde zunéachst die fir das Henl kodierende Gensequenz
per PCR und speziellen Primern (vgl. Tab. 2.4) amplifiziert. Diese Gensequenz wurde in den
passenden ORF der fir die Flagtag kodierenden Sequenz in ein Plasmid kloniert. Dieses Plasmid
konnte dann durch die Mikroinjektion in Paramecium eingebracht werden, wo es exprimiert und
repliziert wird. Da die Lokalisation eines Proteins von Signalpeptiden abhangen kann, die entweder
am N-terminalen oder am C-terminalen Ende der Peptidsequenz angehdngt werden, wurden in
dieser Arbeit verschiedene Fusionproteine kloniert.

Zum einen wurde ein Konstrukt kloniert, bei dem der Flagtag am C-terminalen Ende des Henl-
Proteins sitzt, zum anderen wurde ein Fusionsprotein kloniert, bei dem der Flagtag am N-terminalen
Ende des Henl sitzt. Diese Konstrukte wurden linearisiert und in den Makronukleus des
Parameciums injiziert (2.8.5). Die injizierten Zellen wurden zu einer Massenkultur angezogen und
Gesamt-Protein durch Aufkochen der Zellen in Ldmmli-Puffer (2.12.1) isoliert. Danach wurden
zelldquivalente Mengen an Protein (vgl. 2.12.1) auf eine Membran gedottet und mit einem
Antikorper gegen den Flagtag dekoriert (2.12.4). Der zugehorige Dotblot ist in Abbildung 3.22
dargestellt.
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Abbildung 3.22: Dotblot der Hen1-Flagtag-Fusionsproteine. Aufgetragen sind zelldquivalente Mengen an Gesamt-Protein
isoliert aus 2000, 5000 und 10 000 Zellen. Hierfiir wurden Zellen verwendet, die das C-terminale Konstrukt enthalten,
Zellen, die das N-terminale Konstrukt enthalten und Zellen, die kein Konstrukt enthalten (WT). Dekoriert wurde der Blot
mit einem monoklonalen Antikorper gegen den Flagtag in einer 1:2500 Verdiinnung tGiber Nacht. Der sekunddre Anti-
Maus-Antikorper wurde 1:3000 verdiinnt fiir eine Stunde inkubiert. Die Entwicklungszeit betrug 20 Sekunden.

Aus dem Dotblot in Abbildung 3.22 wird ersichtlich, dass sowohl das C-terminale als auch das N-
terminale Fusionsprotein in den jeweiligen Zellen exprimiert werden und detektiert werden kénnen.
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Im WT dagegen wird nichts detektiert. Es fallt auf, dass das C-terminale Fusionsprotein starker
exprimiert wird als das N-terminale. Jedoch wurden beide Konstrukte nach der Klonierung separat
aufgereinigt und in unterschiedliche Zellen injiziert. Es ist somit davon auszugehen, dass keine
identischen Mengen an Konstrukt injiziert wurden und somit auch keine identischen Mengen an
Protein von den Zellen synthetisiert werden. Beide Fusionsproteine werden exprimiert und liefern
ein Produkt, das auf Proteinebene an Hand von Westernblot-Analysen nachweisbar ist.

Um zu Uberprifen, ob diese mit dem Antikdrper gegen den Flagtag detektierte Konstrukte auch in
ihrer GroRe den Henl-Fusionsproteinen entsprechen, wurde ein weiterer Westernblot angefertigt.
Hierzu wurde erneut Gesamt-Protein aus den Massenkulturen isoliert, elektrophoretisch in einem
SDS-Gel aufgetrennt und auf eine Membran geblottet (2.12.4). AnschlieRend wurde der Westernblot
sowohl mit dem Affinitats-aufgereinigten polyklonalen Henl-Serum, als auch erneut mit dem
monoklonalen Antikdrper gegen den Flagtag dekoriert. Der zugehorige Blot ist in Abbildung 3.23
dargestellt.
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Abbildung 3.23: Westernblot der Hen1-Flagtag-Fusionsproteine. Aufgetragen sind je 80 pg an isoliertem Gesamt-Protein
der jeweiligen Zelllinie. A) zeigt die Dekorierung des Blots mit dem monoklonalen Antikérper gegen den Flagtag (a-
Flagtag). Dekoriert wurde in einer 1:2500 Verdiinnung tiber Nacht. Der sekunddre Anti-Maus-Antikérper wurde 1:3000
verdiinnt fiir eine Stunde inkubiert. Die Entwicklungszeit betrdgt 3 Minuten. B) zeigt die Dekorierung mit dem Affinitats-
aufgereinigtem Antiserum gegen Henl (a-Hen1). Zur Dekorierung wurden 100 pl des ,rohen” Serum aufgereingt und in
einer 1:1000 Verdiinnung Uber Nacht inkubiert. Der sekunddre Anti-Hase-Antikorper wurde 1:5000 fiir eine Stunde
inkubiert. Die Entwicklungszeit betrug vier Minuten. Die sehr schwache Bande des Hen1-Proteins der N-terminalen Spur
wurde mit einem roten Rechteck markiert. C) zeigt die Dekorierung mit einem Antikdrper gegen das alpha-Tubulin (a-
Tubulin). Diese Markierung dient als Ladekontrolle. Dieser Antikdrper wurde 1:2500 verdiinnt {iber Nacht mit dem Blot
inkubiert. Der sekundare Anti-Maus-Antikorper wurde 1:3000 fiir eine Stunde inkubiert. Die Entwicklungszeit betrug drei
Minuten.

Aus dem Westernblot in Abbildung 3.23 geht hervor, dass die Dekorierungen mit dem Henl-Serum
und mit dem Antikorper gegen den Flagtag dieselbe Henl-spezifische Bande in den Spuren der
jeweils injizierten Zelllinie (C-terminal und N-terminal) aufweisen (vgl. Abb. 3.23 A und B). Diese
entspricht einem errechneten Molekulargewicht von 42,33 kDa, wobei der 3xFlagtag einem
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Molekulargewicht von 2,73 kDa entspricht (Terpe, 2003). In der uninjizierten Zelllinie (WT) ist
dagegen keine Henl spezifische Bande zu detektieren. Fiir die Dekorierung mit dem Flagtag-
Antikorper entspricht dies den Erwartungen, da hier ja kein Konstrukt injiziert wurde und somit auch
kein Protein synthetisiert werden kann, das von dem Flagtag-Antikérper erkannt wird (Abb. 3.23 A).
Fir die Dekorierung mit dem Henl1-Serum (Abb. 3.23 B) ist dies jedoch nur dadurch zu erklaren, dass
die Aufreinigung des Antiserums vor der Dekorierung zwar gelungen ist, jedoch die gewonnene
Menge spezifischer Antikdrper nur sehr gering war. Somit konnten zwar die Uberexprimierten
Fusionsproteine, nicht jedoch das endogene native Hen1 detektiert werden.

Die wahrscheinlich unspezifische Doppelbande in der Markierung mit dem Henl-Serum bei einem
Molekulargewicht von 60 — 70 kDa ist, wie auch schon in Abbildung 3.21 A, erneut zu sehen.

Anhand der Ladekontrolle an Abbildung 3.23 C ist zu erkennen, dass zudem nicht exakt gleiche
Mengen an Protein aufgetragen wurden. Die detektierten Mengen sind zwar vergleichbar, jedoch
wurde bei der WT-Spur generell weniger aufgetragen als bei den beiden anderen. Aus diesen
Analysen kann somit der Schluss gezogen werden, dass das Hen1-Flagtag-Fusionsprotein sowohl im
C-terminalen als auch im N-terminalen Konstrukt in den jeweiligen Zelllinien vollstdandig in ganzer
Lange exprimiert wird und mit dem Flagtag-Antikorper detektiert werden kann.

Diese getesteten transgenen Zelllinien wurden fiir die Immunfluoreszenzfarbungen verwendet. Daflir
wurden die Zellen fiir 5 Tage bei 32°C inkubiert und zu einer Massenkultur herangezogen.
AnschlieBend wurden die Zellen mit 8 %igem Paraformaldehyd fiir 30 min fixiert und mit Triton X-100
permeabilisiert (2.12.8.1). Nach mehrmaligem Waschen wurden die fixierten Zellen tiber Nacht mit
dem Flagtag-Antikorper dekoriert und das Fluoreszenzsignal des sekundaren Antikérpers mit einem
Fluoreszenzmikroskop dokumentiert. Exemplarisch sind die Fluoreszensaufnahmen in Abbildung 3.24
dargestellt.

In den Hellfeld-Aufnahmen in Abbildung 3.24 ist zu erkennen, dass alle Zellen im Querschnitt
aufgenommen wurden. In den DAPI-Farbungen ist bei allen Zellen eindeutig der Makronukleus sowie
die beiden Mikronuklei, die in Abbildung 3.24 mit weilRen Pfeilspitzen markiert sind, zu erkennen.

In der Aufnahme des N-terminalen Konstruktes kann man in der Alexa Fluor® 495-Anregung kein
eindeutiges Signal erkennen. Die Zelle erscheint in der Fluoreszenz homogen rot. Im WT ist dies
ebenfalls zu beobachten. Da der Flagtag-Antikdrper in den uninjizierten WT-Zellen eigentlich kein
spezifisches Ziel detektieren kann, gibt die homogene Farbung der Zellen in der Alexa Fluor® 495-
Anregung das Hintergrundlevel an unspezifischen Bindungen an.

In den beiden dargestellten Aufnahmen der Zelllinie mit C-terminalem Konstrukt dagegen ist diese
Farbung im Cytoplasma nicht zu erkennen. Das C-terminale Fusionsprotein kann aber eindeutig im
Makronukleus sowie in den beiden Mikronuklei detektiert werden. Da die Aufnahme-Ebene so
gewahlt wurde, dass der Makronukleus im Querschnitt vorliegt, kann man aus den Farbungen des C-
terminalen Konstruktes in Abbildung 3.24 erkennen, dass der Kern nicht homogen angefarbt ist,
sondern, dass das Signal vielmehr an der Kernmembran lokalisiert ist und somit eine Kreisstruktur in
eben diesem Querschnitt bildet (vgl. Abbildung 3.24 Makronukleus). Ebenfalls sind in der Farbung
des C-terminalen Konstruktes mit der Alexa Fluor® 495-Anregung die Mikronuklei stark angefarbt. An
Hand dieser Immunfluoreszenzfarbungen kann somit der Schluss gezogen werden, dass das Hen1 in
den Kernen — sowohl an oder in den beiden Mikronuklei, als auch am oder im Makronukleus,
lokalisiert ist.

In den Farbungen wurde allerdings das rekombinante Fusionsprotein und nicht das native Henl
detektiert. Jedoch ist der Flagtag sehr klein, sodass anzunehmen ist, dass das Fusionsprotein in der
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Faltung der Peptidsequenz durch den Flagtag kaum gestort wird und es sich deshalb wie das native
Hen1l faltet und dementsprechend gleich lokalisiert ist.

Es lasst sich vermuten, dass am N-terminalen Ende des Proteins Signalpeptide angehangt sind, die die
Lokalisation des Proteins in den Kernen vermitteln. Kénnen diese Signalpeptide nicht angehangt
werden, da in diesem Fall der Flagtag das N-terminale Ende blockiert, geht das Signal zur eigentlichen
Lokalisation verloren. Dies wird durch die homogene Farbung mit dem N-terminalen Konstrukt in
Abbildung 3.24 bestatigt.
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Abbildung 3.24: Immunfluoreszenzfarbung der Fusionsproteine. Dargestellt ist exemplarisch je eine Zelle pro Farbung der
jeweiligen Zelllinie, die kein (WT), das C-terminale oder das N-terminale Fusionsprotein tragt. Markiert wurden die Zellen
tiber Nacht bei 4°C mit einer 1:750 Verdiinnung des Flagtag-Antikérpers und mit einer 1:5000 Verdiinnung des
sekunddren Alexa Fluor®495 F(ab), Anti-Maus-Antikorpers fiir zwei Stunden. Die Belichtungszeit fiir Alexa betrug eine
Sekunde. DAPI und Hellfeld wurden mit automatischer Belichtungszeit aufgenommen. Die weiRen Pfeilspitzen markieren
die Mikronuklei. Die Farbungen wurden dreimal wiederholt.
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An Hand der Fluoreszenzaufnahmen lasst sich also sagen, dass das Henl-Protein in oder an den
Kernen von Paramecium lokalisiert ist. Dies legt den Schluss nahe, dass es sich bei dem Transgen
vermittelten Silencing eher um ein transkriptionelles Silencing handeln kénnte, allerdings kann an
Hand der durchgefiihrten Analysen ein post-transkriptionelles Silencing nicht ausgeschlossen
werden.

Um den Transgen-induzierten RNAi-Mechanismus weiter charakterisieren zu konnen und eventuell
Riickschliisse auf die Synthese der entdeckten sekundaren siRNAs ziehen zu kdnnen, wurden in
weiteren Analysen die Involvierung weiterer Komponenten getestet.

3.5 Involvierung weiterer Komponenten in die Akkumulation der siRNAs

Im RNAi-Mechanismus, der dem Transgen-Silencing zu Grunde liegt, wird angenommen, dass Rdr3 in
die Synthese der siRNAs involviert sind (Marker et al., 2010). Marker und Kollegen konnten zeigen,
dass die entstanden siRNAs eine Modifikation an ihrem 3 Ende tragen, was mit dieser Arbeit
bestatigt werden konnte. Weiterhin konnte in dieser Arbeit dargestellt werden, dass es sich bei
dieser Modifikation wahrscheinlich um eine Henl-vermittelte Methylgruppe handelt.
Methylierungen dienen der selektiven Stabilisierung von RNA-Spezies (Yu et al., 2005; Li et al., 2005;
Kurth und Mochizuki, 2009). Auch das Binden von RNA-Spezies an ein Argonauten-Protein wirkt
stabilisierend und schiitzt selektiv vor Degradation. Wird eine doppelstrangige RNA-Spezies von
einem Argonauten-Protein gebunden, wird der ,guide Strang” selektiv behalten und der , passenger
Strang” verworfen (Kawamata et al., 2010; Tomari et al., 2004; Schwarz et al., 2003; Khvorova et al.,
2003). Argonauten-Proteine kdnnen RNAs nicht nur binden, sie leiten diese auch zu ihrem Zielort in
der Zelle (Guang et al., 2008) und vermitteln das eigentliche Stillegen des Zielgens. Von der
Arbeitsgruppe um Eric Meyer wurden die sogenannten Ptiwis, Paramecium tetraurelia spezifische
Piwi-Proteine, genauer untersucht und charakterisiert (Bouhouche et al., 2010). Piwis stellen eine
Unterklasse der Argonauten-Familie dar. Paramecium tetraurelia besitzt insgesamt 17 dieser
Unterklasse, jedoch kein Protein der Argonauten-Klasse. In der Studie von Bouhouche und Kollegen
konnte gezeigt werden, dass Ptiwi 8, Ptiwi 13 und Ptiwi 14 eine Rolle im Transgen-Silencing spielen
(Bouhouche et al., 2010). Hierbei bleibt anzumerken dass die Ptiwis 8 und 14 auf den Transgen-
induzierten RNAi-Mechanismus beschrankt sind, Ptiwi 13 dagegen noch in einem weiteren, den als
dsRNA-Feeding bekannten RNAi-Mechanismus, eine Rolle spielt (Bouhouche et al., 2010).

Die beiden Komponenten Rdr2 und Cid2 wurden dariiber hinaus von Marker und Kollegen in einer
weiteren Studie beschrieben (Marker et al., 2014). Bei Rdr2 handelt es sich ebenfalls um eine RNA
abhangige RNA-Polymerase, bei Cid2 handelt es sich um eine nicht weiter beschriebene Nukleotidyl-
Transferase. Beide Komponenten spielen eine Rolle in dem ebenfalls exogen getriggerten dsRNA-
Feeding-Mechanismus.

Um zu testen ob und wenn ja welche Rolle diese Komponenten im Transgen-induzierten RNAi-
Mechanismus spielen, wurde diese im Folgenden durch phanotypische Analysen untersucht. Dafir
wurden transgene Zellen in einer Massenkultur bei 32°C fir 5 Tage mit dem entsprechenden
Feeding-Medium kultiviert und anschlieRend auf ihren Phanotyp hin untersucht. Die entsprechende
Graphik ist in Abbildung 3.25 dargestellt. Diese Kulturen wurden zudem zur Klonierung der siRNA-
Libraries verwendet (s. Kapitel 3.5). Deshalb wurden die Kulturen des dsRNA-Feedings gegen
Ptiwi 8/14 sowie gegen Rdr3 an Zellen durchgefiihrt, die das pTI-Konstrukt tragen; die Verfutterung
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homologer dsRNA zu Rdr2, Cid2 und gegen das Ptiwi 13 dagegen an Zellen, die das pTI-/- Konstrukt
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Abbildung 3.25: Prozentualer Anteil der Trichozysten ausstoRenden Zellen der transgenen Kulturen im dsRNA-Feeding. In
Blau sind die ausgezdhlten Zellen der mit dem pTI- Konstrukt injizierten und dem entsprechenden Feeding-Medium
kultivierten Zellen dargestellt. In Rot sind die ausgezihlten Zellen der mit dem pTI-/- Konstrukt injizierten und dem
entsprechenden Feeding-Medium kultivierten Zellen dargestellt. Die beiden Ptiwis 8 und 14 wurden als kombinierte
Verfiitterung durchgefiihrt. Das Experiment wurde dreimal wiederholt (n = 3). Es wurden jeweils 100 Zellen ausgezdhlt.
Das Signifikanzniveau (T-Test; *p <0,05; **p<0,01; ***p<0,001) wurde zur jeweiligen ICL-Kontrolle des injizierten
Konstruktes berechnet.

Aus Abbildung 3.25 wird ersichtlich, dass alle getesteten Komponenten in den Transgen-induzierten
RNAi-Mechanismus involviert sind. Die Verflitterung von dsRNA, die homolog zum Zielgen icl ist,
entspricht dem Phanotyp der Ausgangszellen, da icl fir ein Gen des Cytoskeletts kodiert und dieses
nicht durch das injizierte Transgen beeinflusst wird. Somit kann das ICL-Silencing als Kontrolle
herangezogen werden. Die Verflitterung von dsRNA, die homolog zu rdr3 ist, wurde als
Positivkontrolle ebenfalls mit aufgetragen. Hier wurde eine Involvierung bereits in der Literatur
beschrieben (Marker et al., 2010) und konnte auch mit dieser Analyse bestdtigt werden (p =
0,00000302). Ebenso die jeweiligen Analysen der Ptiwi-Proteine. Bouhouche und Kollegen konnten
nachweisen, dass Ptiwi 8 und Ptiwi 14 eine 96 %ige Homologie ihrer Gensequenz aufweisen
(Bouhouche et al., 2010). Zudem wird Ptiwi 8 wahrend dem vegetativen Wachstum im Vergleich zu
Ptiwi 14 nur schwach exprimiert (Bouhouche et al., 2010). Diese beiden Ptiwis wurden deshalb als
Ptiwi 8/14 in einer Doppelverfiitterung analysiert. Die Analyse aus Abbildung 3.25 zeigt auch in
diesem Fall eine hohe Signifikanz der Abnahme des endogenen nd169-Silencings in allen analysierten
ds-Verflitterungen gegen die jeweiligen Ptiwi-Proteine verglichen mit der jeweiligen ICL-Kontrolle auf
40 % (Ptiwi 8/14 p=5,36e'8 bzw. Ptiwi 13 p =0,000366). Auch fir Rdr2 und Cid2 konnte eine
Involvierung in den hier untersuchten Transgen-induzierten RNAi-Mechanismus nachgewiesen
werden. Hier sank der Anteil an ausgezahlten Zellen, die keine Trichozysten mehr ausstoRen kénnen
von 84 % der entsprechenden ICL-Kontrolle hoch signifikant auf 30 % bei Rdr2 und auf 19 % bei Cid2
ab (Rdr2 p = 0,000392, Cid2 p = 3,26e™).
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Es konnte somit fiir alle getesteten Komponenten eine Involvierung in den Mechanismus bestatigt
werden.

3.5.1 Rolle der analysierten Komponenten im Transgen-induzierten RNAi-Mechanismus
Zunachst sollte die Rolle der von Bouhouche beschriebenen Ptiwis untersucht werden (Bouhouche et
al., 2010). Hierfur wurden transgene dsRNA-Feeding-Kulturen, die das pTI- Konstrukt tragen, bei 32°C
fiir 5 Tage kultiviert. AnschlieBend wurde RNA isoliert (2.10.1) und elektrophoretisch aufgetrennt
(2.10.5) und auf eine Membran geblottet (2.10.5). Dieser Blot wurde mit radioaktiv markierten
Sonden hybridisiert (2.10.7). Der zugehorige Northernblot ist in Abbildung 3.26 dargestellt.
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Abbildung 3.26: Northernblot der siRNA-Menge der transgenen Feeding-Kulturen. Hybridisiert wurde der Blot mit
radioaktiv markierten Sonden gegen den Vektor-Bereich des Transgens (Oben) und gegen das nd169-Gen (Mitte). Die
GIn-Sonde (Unten) wurde als Ladekontrolle verwendet. Aufgetragen sind je 15 pug Gesamt-RNA der jeweiligen Feeding-
Kulturen transgener pTl- Zellen. Es wurden 16 cm lange Harnstoffgele verwendet. Die Exposition des Phosphoimager-
Screens betrug vier Wochen fiir die ND169-Sonde und die Vektor-Sonde und drei Tage fiir die GIn-Sonde.

In Abbildung 3.26 ist zu sehen, dass die Menge an nd169-spezifischen siRNAs im Rdr3-Feeding der
pTl- Zelllinie im Vergleich zur Kontrolle, dem ICL-Feeding, stark reduziert ist (vgl. ND169-Sonde, rotes
Rechteck). Nachdem Rdr3 eine Rolle in der Synthese dieser siRNAs zugesprochen wird (Marker et al,
2010), entspricht dies den Erwartungen. Aus Abb. 3.26 Idsst sich ebenfalls erkennen, dass die Menge

an nd169-spezifischen siRNAs im Ptiwi 8 Feeding dagegen im Vergleich zu der Kontrolle unverandert
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ist. Betrachtet man nun die Menge an nd169-spezifischen siRNAs in der Ptiwi 8/14
Doppelverfiitterung, so ist eine Abnahme der Menge an spezifischen siRNAs zu verzeichnen. Dies
lasst darauf schlieBen, dass nicht Ptiwi 8, sondern Ptiwi 14 einen Einfluss auf die siRNA-Menge hat.
Ein solcher Einfluss auf die siRNA-Menge kann auch fiir Ptiwi 13 beschrieben werden.

Bei Rdr3 kénnte die Reduktion der Menge an nd169-spezifischen siRNAs darauf beruhen, dass Rdr3
in die eigentliche Synthese involviert sein kdnnte. Da den hier analysierten Ptiwis aus Paramecium
auch eine Slicer-Aktivitat zugesprochen wird (Bouhouche et al., 2010), konnte diese Vermutung auch
auf die Ptiwis zutreffen. Allerdings kénnte die Reduktion der siRNA-Menge bei einer Stilllegung der
Ptiwis auch auf einer fehlenden selektiven Stabilisierung der siRNAs durch die Bindung der siRNA an
das Ptiwi beruhen. Sind diese Ptiwis durch das dsRNA-Feeding stillgelegt, so kénnten die siRNAs
eventuell leichter degradiert werden.

Auch in der Hybridisierung mit der Vektor-Sonde (Abb. 3.26 Vektor-Sonde), die die primaren vom
Transgen stammenden siRNAs detektiert (vgl. Kapitel 3.3), ist eine Abnahme der siRNA-Menge in der
Ptiwi 13 und in der Ptiwi 8/14 Doppelverfutterung zu sehen. Auch hier ist zu erkennen, dass die
Reduktion der siRNA-Menge abhdngig von Ptiwi 14 und nicht von Ptiwi 8 ist, da die detektierbare
siRNA-Menge in der Ptiwi 8 Verfltterung im Vergleich zur ICL-Kontrolle unverandert ist. Die Spur der
Rdr3 Verfiitterung zeigt in der Hybridisierung mit der Vektor-Sonde (Abb. 3.26 Vektor-Sonde) keine
Reduktion der detektierbaren siRNA-Menge. Dies konnte darauf hindeuten, dass Rdr3 zwar in die
Akkumulation von Transgen-induzierten siRNAs involviert ist, allerdings zeigen diese Ergebnisse, dass
es sich hierbei um die Akkumulation der sekundaren siRNAs handeln misste. Die primaren Transgen-
induzierten siRNAs vom Vektorbereich des Transgens, die mit dieser Sonde detektiert werden, zeigen
keine Abhangigkeit von Rdr3. Auch hier bleibt zu erwahnen, dass das Grundgerist der pTl Konstrukte
dem dsRNA-Feeding-Vektor L4400 entspricht, wodurch die verwendete Vektorsonde in ihrer Sequenz
auch zu dem Feeding-Vektor homolog ist und auch die dsRNA-Feeding assoziierten primaren siRNAs
detektieren konnte (vgl. Abb. 8.3). Jedoch wurde von Marker und Kollegen gezeigt, dass die dsRNA-
Feeding-assoziierten siRNAs nicht modifiziert sind (Marker et al., 2010). Die in Abbildung 3.27 mit der
Vektor-Sonde detektierten siRNAs weisen allerdings eine Modifikation auf. Somit ist davon
auszugehen, dass hier Uberwiegend die primaren Transgen-induzierten siRNAs detektiert werden
und somit interpretiert werden kénnen.

Zusammenfassend lasst sich hieraus schlieRen, dass die beiden Ptiwis 13 und 14 in die Akkumulation
sowohl der primdren, als auch der sekundaren Transgen-induzierten siRNAs involviert sind. Wobei
hier anzumerken ist, dass die Reduktion der siRNAs, die auf den Genkérper des nd169 mappen und
mit der ND169-Sonde detektiert werden, auch darauf beruhen kann, dass nur die primaren siRNAs
reduziert sind, die verblieben sekundaren siRNAs jedoch noch nachzuweisen sind (vgl. 4.2.2.1)

Flr Tetrahymena thermophila wurde beschrieben, dass das homologe Protein (Henl1p) zu Henl aus
Paramecium tetraurelia kleine RNA-Spezies nur methylieren kann, wenn diese an ein Argonauten-
Protein gebunden sind (Kurth und Mochizuki, 2009). Auch Tetrahymena besitzt nur Argonauten der
Piwi-Klasse, insgesamt 12 Stlick, die numerisch Twil-12p genannt werden (Kurth und Mochizuki,
2009). In der Studie von Kurth und Mochizuki wurde die Interaktion von Henlp mit dem Piwi Twilp
beschrieben. Wurde Twilp stillgelegt, konnte auch keine Methylierung der siRNAs mehr
nachgewiesen werden. Daraus wurde der Schluss gezogen, dass Henlp und Twilp direkt interagieren
und das Binden der siRNAs durch das Piwi-Protein die Voraussetzung darstellt, dass die siRNAs durch
Henlp methyliert werden konnen (Kurth und Mochizuki, 2009). Auch fiir die piRNAs aus Drosophila
wurde beschrieben, dass diese erst methyliert werden, wenn sie an ein Piwi gebunden sind. Somit
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interagieren auch in Drosophila das dortige Henl-Homolog ,Pimet“ und das Piwi-Protein direkt
miteinander (Saito et al.,, 2007). Ob dies fur die Transgen-induzierten siRNAs und einem der
untersuchten Ptiwis in Paramecium auch der Fall ist, sollte daher genauer untersucht werden. Hierfir
wurde die isolierte RNA aus den dsRNA-Feeding-Kulturen der Ptiwis mit Periodat behandelt (2.10.4),
elektrophoretisch aufgetrennt und auf eine Membran geblottet (2.10.5). AnschlieBend wurde der
Northernblot mit radioaktiv markierten Sonden hybridisiert (2.10.7). Der zugehorige Northernblot ist
in Abbildung 3.27 dargestellt.
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Abbildung 3.27: Northernblot der B-eliminierten Gesamt-RNA transgener Feeding-Kulturen. Aufgetragen sind jeweils
20 pg der isolierten B-eliminierten RNA (B-El) der jeweiligen dsRNA-Feeding-Kulturen. Zum GroBenvergleich wurden 20
ug der isolierten unbehandelten Gesamt-RNA des ICL-Feedings zusatzlich mit aufgetragen. Bei den Periodat behandelten
RNAs wurde ein Kontroll-Oligo untergemischt, der den Verlauf der B-Eliminierungsreaktion anzeigt. Die Sonden wurden
radioaktiv markiert. In der Mitte ist die Hybridisierung mit einer nd169-spezifischen PCR-Sonde dargestellt. Die Bande
der nd169-spezifischen siRNAs ist mit einem roten Rechteck markiert. Oben ist die Hybridisierung mit der Vektor-Sonde
dargestellt. Die spezifischen siRNAs sind mit einem roten Rechteck markiert. Unten ist die Hybridisierung mit einer
Kontroll-Sonde, die den Kontroll-Oligo markiert, dargestellt. Die Hybridisierung des Blots mit einer Glutamin-Sonde (GIn-
Sonde) dient als Ladekontrolle. Die Exposition des Phosphoimager-Screens betrug vier Wochen fiir die ND169-Sonde und
die Vektor-Sonde, einen Tag fiir die Kontroll-Sonde und drei Tage fiir die GIn-Sonde.
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Auf dem in Abbildung 3.27 Mitte dargestellten Northernblot kann man bei keiner Spur der Ptiwi-
Stilllegungen einen GroRenunterschied der nd169-spezifischen siRNAs durch die B-Eliminierung im
Vergleich zur unbehandelten ICL-Kontrolle erkennen (Abb. 3.27 Mitte; ND169-Sonde). Dieses Bild
zeigt sich auch fir die Hybridisierung des Blots mit der Vektor-Sonde (Abb. 3.27 Oben; Vektor-
Sonde). Auch die hier detektierten siRNAs sind in den Ptiwi Verfiitterungen noch methyliert und
weisen somit keinen Laufunterschied auf. Wie in der Markierung mit der Kontroll-Sonde (Abb. 3.27
Unten; Kontroll-Sonde) zu sehen ist, ist die Reaktion durch die Behandlung mit Periodat erfolgreich
jedoch nicht vollstandig verlaufen. Es ist zu sehen, dass kleine Mengen des Oligos nicht vollstandig
eliminiert wurden. Dies wird durch die leichten Banden der Abbildung 3.27 Unten (Kontroll-Sonde),
die eine GroRRe von 22 nt aufweisen, deutlich. Diese laufen auf derselben Hohe wie die Bande der
unbehandelten ICL-Spur. Dennoch kénnen die Banden in den Hybridisierungen mit den anderen
Sonden (Vektor- und ND169-Sonde) eindeutig interpretiert werden, da die Reaktion der R-
Eliminierung ausreichend war um Unterschiede auch im Laufverhalten der mit diesen Sonden
(Vektor- und ND169-Sonde) detektierten siRNAs zu erkennen. Aus Abbildung 3.27 und der
Hybridisierung mit der GIn-Sonde wird zudem ersichtlich, dass vergleichbare Mengen an Gesamt-RNA
aufgetragen wurden (Abb. 3.27; GIn-Sonde).

Somit kann eine direkte Interaktion von Henl mit einem der Ptiwis, wie es fir Tetrahymena
beschrieben wurde (Kurth und Mochizuki, 2009), zwar nicht ausgeschlossen werden, jedoch scheinen
das Binden der siRNAs an ein Ptiwi-Protein und die Methylierung der siRNAs durch Henl zwei
voneinander unabhdngige Mechanismen zu sein. Vielmehr hat es den Anschein, als wirden die
siRNAs erst methyliert und anschlieend erst in das Ptiwi geladen.

Da die hier dargestellten Northernblots jedoch lediglich eine Aussage Uber die detektierbaren
Mengen der einzelnen siRNA-Klassen zulassen, jedoch keine Riickschliisse auf die Orientierung oder
den genauen Bereiches des nd169-Gens von dem sie synthetisiert werden zulassen, wurden fiir die
Analyse dieser Kriterien die Tiefensequenzierungen der siRNAs herangezogen.

Fir die Komponeten Rdr2, Cid2 und Ptiwi 13 wurde eine generelle Involvierung in den Transgen-
induzierten RNAi-Mechanismus und in den dsRNA-Feeding assoziierten Mechanismus beschrieben
(Marker et al., 2014; Bouhouche et al., 2011). Fiur die Komponenten Rdr2 und Cid2 konnte zudem
von Caradec und Kollegen gezeigt werden, dass sie in die Akkumulation der sekundaren siRNAs des
dsRNA-Feeding-Mechanismus involviert sind (Carradec et al., 2014).

Um eine Aussage Uber die Involvierung dieser Komponenten in die Akkumulation oder Synthese der
Transgen-induzierten sekunddren siRNAs treffen zu kénnen, wurden diese Komponenten durch
dsRNA-Feeding in transgenen Zellen stillgelegt (vgl. Kapitel 3.5; vgl. Abb. 3.25) und die aus diesen
Kulturen isolierte RNA (2.10.1) zu Libraries kloniert und sequenziert (2.13.1). Um mehr Bereiche zur
Analyse der sekundaren siRNAs zur Verfliigung zu haben, wurde hierbei der transgene Hintergrund
des pTl-/- Konstruktes gewdhlt. Die graphische Darstellung der mit den Sequenzierungen
durchgefiihrten Analysen zur Charakterisierung der siRNAs ist in Abbildung 3.28 dargestellt.
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Abbildung 3.28: Verteilung der sequenzierten Reads iiber die endogene nd169-Sequenz der Komponenten Rdr2,Cid2 und
Ptiwi 13. A) Northernblot der isolierten RNA aus den jeweiligen Feeding-Kulturen gegen ICL als Kontrolle und die
jeweiligen Komponenten Rdr2, Cid2 und Ptiwi 13. Die Exposition des Phosphoimager-Screens betrug 3 Wochen fiir
ND169-Sonde und 1 Tag fiir die GIn-Sonde. B) Couverageblots. Die Positionen in der nd169-Gensequenz sind in
Basenpaaren auf der X-Achse aufgetragen und als Rechteck graphisch dargestellt. Die schwarzen Linien im Rechteck
entsprechen den Introns, die grau hinterlegten Bereiche des Rechtecks entsprechen den Regionen, die im pTI-/-
Konstrukt deletiert wurden. Die Y-Achse stellt die Anzahl der gemappten Reads in einer Log10-Skala unterteilt in sense
(grau) und antisense (schwarz) Orientierung dar. C) entspricht der graphischen Darstellung der normalisierten
mappenden Readzahlen in den verschiedenen Regionen, die im pTl-/- Konstrukt deletiert wurden, sowie im Genkérper
des nd169-Gens. D) zeigt die Anderung der Abnahme der gemappten Reads in den verschiedenen Regionen in der pTI-/-
rdr2-, pTl-/-cid2- und pTI-/-ptiwil3-Library im Vergleich zur pTI-/-icl-Library. E) zeigt die antisense Ratio der gemappten
Reads in den Bereichen, die im pTI-/- Konstrukt deletiert wurden, sowie im Genkérper des nd169-Gens.
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An Hand von Abbildung 3.28 A zeigt sich, dass die detektierbare Menge an nd169-spezifischen siRNAs
in den Stilllegungen von Rdr2, Cid2 und Ptiwi 13 im Vergleich zur ICL-Kontrolle stark reduziert sind.
Bei der dsRNA-Verfiitterung gegen Rdr2 und Cid2 ist keine Bande der siRNAs mehr bei der
Hybridisierung mit der ND169-Sonde zu detektieren, bei der Stilllegungen von Ptiwi 13 ist noch eine
leichte Bande nachweisbar. Dies deutet darauf hin, dass alle drei Komponenten in die Akkumulation
der siRNAs involviert sind.

In den Couverageblots (Abbildung 3.28 B) zeigt sich, dass die Reads, die auf die Bereiche mappen, die
im pTI-/- Konstrukt deletiert sind, von den Komponenten Rdr2, Cid2 und Ptiwi 13 abhangen. In
Abbildung 3.28 B und C ist zu erkennen, dass die generelle Anzahl der Reads in der pTI-/-rdr2-Library
(Rdr2), der pTI-/-cid2-Library (Cid2) sowie der pTl-/-ptiwil3-Library (Ptiwi 13) im Vergleich zur pTI-/-
icl-Library (ICL) reduziert ist, die Bereiche der sekundaren siRNAs, also der 5° deletierte und der 3’
deletierte Bereich, jedoch am starksten betroffen sind. Dies wird auch in der Graphik der
Anderungsrate in Abbildung 3.28 D deutlich. Hier sieht man, dass die Menge an Reads in der pTI-/-
rdr2-Library, die auf den 5° deletierten Bereich mappen, um das Zwoélffache im Vergleich zur ICL-
Kontrolle abnimmt. Die Anderungsrate in der pTl-/-cid2-Library sowie der pTI-/-ptiwil3-Library
betragt in diesem Bereiche nur ca. das Vierfache. Ebenso im 3" deletierten Bereich. Hier liegt die
Menge an Reads in der pTl-/-rdr2-Library, die auf den 3" deletierten Bereich mappen, um ca. 15fach
reduziert vor im Vergleich zur ICL-Kontrolle. In der pTI-/-cid2-Library sowie der pTl-/-ptiwil3-Library
ist die Anzahl der mappenden Reads um das Neun- bzw. Siebenfache reduziert. Somit bewirkt die
Stilllegung von Rdr2 die grofRite Abnahme der Anzahl an mappenden Reads in den Bereichen, die
spezifisch fur sekundare siRNAs sind. Daraus lasst sich schlieRen, dass die Komponenten Rdr2, Cid2
und Ptiwi 13 in die Akkumulation der sekundaren siRNAs involviert sind. Es bleibt anzumerken, dass
sich auch die Anzahl an Reads im Genkorper der einzelnen Libraries im Vergleich zur ICL-Kontrolle
andern. Hier ist fur die pTl-/-rdr2-Library eine Abnhame der Reads um das Fiinffache, bei der pTI-/-
cid2-Library eine Abnhame um das 2,5fache und bei der pTI-/-ptiwil3-Library eine Abnahme um das
Zweifache zu detektieren. Allerdings stellt dieser Bereich eine Mischung aus primadren und
sekundaren siRNAs dar. Es bleibt also offen, ob diese Abnahme darauf beruht, dass nur die
sekundaren siRNAs, die in diesem Bereich detektiert werden, reduziert sind oder ob auch die
primaren siRNAs aus diesem Bereich reduziert sind.

In Abbildung 3.28 E ist die Ratio der antisense orientierten Reads dargestellt. Hier zeigt sich ein
geteiltes Bild fiir die analysierten Bereiche der sekundaren siRNAs. Wahrend die antisense Ratio im 5’
deletierten Bereich in allen analysierten Libraries bei ca. 1 liegt, verschiebt sich dieses Ergebnis im 3’
deletierten Bereich. Hier ist vor allem in der pTl-/-rdr2-Library und der pTI-/-cid2-Library im Vergleich
zur pTl-/-icl-Library eine Abnahme der antisense orientierten Reads auf ca. 60% zu verzeichnen. Ein
gleiches Bild Idsst sich auch fir den Genkdrper beschreiben. Auch hier dndert sich die Ratio in der
pTl-/-rdr2-Library und der pTI-/-cid2-Library im Vergleich zur ICL-Kontrolle auf denselben Wert von
ca. 0,6. Fur die pTI-/-ptiwil3-Library kann dies jedoch nicht bestatigt werden. Hier ist in keinem der
analysierten Bereiche eine deutliche Anderung der antisense orientierten Reads im Vergleich zur
pTl-/-icl-Library zu detektieren.

Zusammenfassend lasst sich hieraus schlielen, dass die Komponenten Rdr2, Cid2 und Ptiwi 13 eine
Rolle in der Akkumulation vor allem der sekundaren Transgen-induzierten siRNAs haben, da sich die
Menge an mappenden Reads in diesen Bereichen bei der Stillegung dieser Komponenten am
starksten dndert. Wobei diese Anderung bei Rdr2 im Vergleich zu Cid2 und Ptiwi 13 am stérksten ist.
Ob diese drei Komponenten auch in die Akkumulation der primaren siRNAs involviert sind, bleibt
offen.
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Da mit den Northernblot-Analysen aus Abbildung 3.25 und 3.26 bereits gezeigt werden konnte, dass
auch Ptiwi 14 einen Einfluss auf die Akkumulation der siRNAs hat, wurden nun auch hierzu die
Tiefensequenzierungen zur weiteren Charakterisierung der siRNA-Klassen herangezogen. Es muss
jedoch darauf hingewiesen werden, dass die dazu klonierte Library nur als Doppelverfiitterung gegen
Ptiwi 8 und 14 vorliegt und deshalb Ptiwi 14 alleine nur indirekt analysiert werden konnte. Das
Ergebnis der durchgefiihrten Analysen zur Charakterisierung der siRNAs ist in Abbildung 3.29
dargestellt.
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Abbildung 3.29: Verteilung der sequenzierten Reads liber die endogene nd169-Sequenz der Komponenten Ptiwi 8/14. A)
Couverageblots. Die Positionen in der nd169-Gensequenz sind in Basenpaaren auf der X-Achse aufgetragen und als
Rechteck graphisch dargestellt. Die schwarzen Linien im Rechteck entsprechen den Introns, die grau hinterlegten
Bereiche des Rechtecks entsprechen den Regionen, die im pTl- Konstrukt deletiert wurden. Die Y-Achse stellt die Anzahl
der gemappten Reads in einer Logl0-Skala unterteilt in sense (grau) und antisense (schwarz) Orientierung dar. B)
entspricht der graphischen Darstellung der normalisierten mappenden Readzahlen in den verschiedenen Regionen, die
im pTl- Konstrukt deletiert wurden, sowie im Genkérper des nd169-Gens. C) zeigt die Anderung der Abnahme der
gemappten Reads in den verschiedenen Regionen der pTI-ptiwi8/14-Library im Vergleich zur pTl-icl-Library D) zeigt die
antisense Ratio der gemappten Reads in den Bereichen, die im pTl- Konstrukt deletiert wurden, sowie im Genkorper des
nd169-Gens. E) zeigt die antisense Ratio der gemappten Reads in den Bereichen, die im pTI- Konstrukt deletiert wurden,
sowie im Genkorper des nd169-Gens.
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Sieht man sich die graphischen Darstellungen in Abbildung 3.29 A und 3.29 B an, so erkennt man,
dass die Anzahl der Reads bei der pTl-ptiwi8/14-Library im Vergleich zur pTl-icl-Library, die auf den
Genkorper sowie auch auf den 3" deletierten Bereich mappen, reduziert ist. Deutlich ist dies in
Abbildung 3.29 C an Hand der Anderungsrate zu erkennen. Hier ist zu sehen, dass die Menge an
mappenden Reads im 3" deletierten in der pTI-ptiwi8/14-Library im Vergleich zur pTl-icl-Library
Bereich dreifach reduziert ist. Im Genkoérper betragt die Abnhame nur ca. das Zweifache. Auch hier
bleibt offen, ob diese Abnahme im Genkoérper darauf beruht, dass nur die sekundaren siRNAs, die in
diesem Bereich detektiert werden, reduziert sind oder ob auch die primaren siRNAs aus diesem
Bereich reduziert sind.

Aus Abbildung 3.29 D wird deutlich, dass sich die Ratio der antisense orientierten siRNAs nicht durch
das Stilllegen der beiden Ptiwis andert.

Es kann also festgehalten werden, dass die beiden Ptiwis 8 und 14 einen generellen Einfluss auf die
Akkumulation der sekundaren siRNAs, die im 3° deletierten Bereich zu detektieren sind, haben. Ob
sie auch einen Einfluss auf die primaren siRNAs haben bleibt jedoch offen. Vergleicht man dieses
Ergebnis mit den Northernblot-Analysen aus Abbildung 3.26, so lasst sich vermuten, dass dieser
Effekt jedoch auf Ptiwi 14 zuriickzufiihren ist.

Da von der isolierten RNA dieser Ptiwi 8/14 Doppelverfiitterung ebenfalls eine Library kloniert
wurde, die spezifisch fur methylierte siRNAs ist, wurde diese pTI-ptiwi8/14Me-Library nun
herangezogen um zum einen das Ergebnis der Northernblot-Analyse aus Abbildung 3.27 zu
Uberprifen, dass das Binden an das Ptiwi 8 oder 14 keinen Einfluss auf die Methylierung durch Hen1l
hat, und zum anderen einen Einblick in den zeitlichen Verlauf der Prozesse zu erlangen. Die
Ergebnisse der Analysen sind in Abbildung 3.30 dargestellt.
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Abbildung 3.30: Vergleich zwischen methylierten und unmethylierten transgenen siRNAs im Ptiwi 8/14 Silencing. A) zeigt
den Northernblot als Kontrolle der siRNA-Libraries, die spezifisch methylierte siRNAs enthalten, wobei A der Bande der
B-Eliminierungs-Reaktion und B der Bande der B-Oxidations-Reaktion entspricht. Aufgetragen sind je 5 pg der
behandelten isolierten RNA transgener Zelllinien im Hintergrund des pTI- Konstruktes und Feedings gegen ICL und Ptiwi
8/14. Dies entspricht ca. 0,25 ng des Kontroll-Oligos pro Spur. Hybridisiert wurde der Blot mit der Kontroll-Sonde gegen
den Oligo. Die Exposition des Phosphoimager-Screens betrug einen Tag. B) Couverageblots. Die Positionen in der nd169-
Gensequenz sind in Basenpaaren auf der X-Achse aufgetragen und als Rechteck graphisch dargestellt. Die schwarzen
Linien im Rechteck entsprechen den Introns, die grau hinterlegten Bereiche des Rechtecks entsprechen den Regionen,
die im pTI- Konstrukt deletiert wurden. Die Y-Achse stellt die Anzahl der gemappten Reads in einer Log10-Skala unterteilt
in sense (grau) und antisense (schwarz) Orientierung dar. C) entspricht der graphischen Darstellung der normalisierten
mappenden Readzahlen in den verschiedenen Regionen, die im pTl- Konstrukt deletiert wurden, sowie im Genkdorper des
nd169-Gens. D) zeigt die Anderung der Abnahme der gemappten Reads in den verschiedenen Regionen der der pTI-
ptiwi8/14Me-Library im Vergleich zur pTl-ic/Me-Library. E) zeigt die antisense Ratio der gemappten Reads in den
Bereichen, die im pTI- Konstrukt deletiert wurden, sowie im Genkérper des nd169-Gens.
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Aus Abbildung 3.30 A geht hervor, dass die Reaktion der B-Eliminierung sowohl in der pTl-ic/lMe-
Library als auch in der pTI-ptiwi 8/14Me-Library erfolgreich war. Dies bedeutet, dass diese beiden
Libraries nur siRNAs enthalten, die methyliert sind und somit zur Analyse herangezogen werden
kénnen. Weiter ist in Abbildung 3.30 B und C zu erkennen, dass die mappenden Reads in der
pTl-ptiwi8/14Me-Library im Vergleich zur pTl-ic/lMe-Library in beiden Bereichen reduziert ist. Aus der
Graphik in Abbildung 3.30 D ist zu entnehmen, dass die Menge der Reads im 3’deletierten Bereich
um das 2,2fache abnimmt, im Genkérper ca. 1,9fach. Auch die antisense Ratio dndert sich nicht (vgl.
Abb. 3.30 E).

Dies deutet darauf hin, dass die hier detektierten siRNAs noch methyliert sind und wiirde somit das
Ergebnis aus der Northernblot-Analyse aus Abbildung 3.27 bestatigen. Diese beiden Ptiwis wiirden
also nicht von Henl benétigt werden, um die Methylgruppe zu transferieren, wie es fiir Tetrahymena
beschrieben wurde (Kurth und Mochizuki, 2009). Somit kénnte auch der Schluss gezogen werden,
dass die Methylierung vor dem Laden der siRNAs in die Ptiwis stattfindet.

Daraus lasst sich zusammenfassen, dass alle gestesten Komponenten eine Rolle bei der Akkumulation
der siRNAs spielen. Vor allem Rdr2, aber auch Cid2, Ptiwi 13 und die Ptiwis 8/14 haben einen Einfluss
auf die sekundéaren siRNAs, wobei ein Einfluss auf die primaren siRNAs dieser Komponenten offen
bleibt. Der hier detektierte Effekt der Doppelverfutterung der Ptiwis 8/14 auf die Akkumulation der
siRNAs ist allerdings eher auf Ptiwi 14 zurickzufihren. Zudem gibt es Hinweise darauf, dass das
Binden der siRNAs an ein Ptiwi nach dem Methylieren der siRNA stattfindet.
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4. Diskussion

4.1 Allgemeine Charakteristika des Transgen-induzierten RNAi-

Mechanismus

Galvani und Sperling haben in ihren Studien verschieden aufgebaute Transgene in den Kern von
Paramecium injiziert und auf ihren induzierten Phanotyp hin untersucht. Sie konnten zeigen, dass ein
effizientes Stilllegen des Zielgens nur erfolgt, wenn das dazu homologe Transgen eine Version des
Gens enthélt, die am 3" Ende verkdrzt ist und somit die 3" UTR und das natlirliche Terminationssignal
fehlen (Galvani und Sperling, 2001). Dies wurde durch die Gruppe um Olivier Garnier bestatigt. Auch
sie injizierten verschiedene Konstrukte in Paramecien und konnten zeigen, dass ein effizientes
Stilllegen des Zielgens nur erfolgt, wenn die 3" UTR fehlt (Garnier et al., 2004). In der ,, untranslated
Region” befinden sich Signalsequenzen, die z.B. die natlirliche Lokalisation des kodierten Proteins
definieren. Ein injiziertes Konstrukt, das diese Information und ein Terminationssignal enthalt, ergibt
fir die Zelle ein normales Transkript und flhrt nicht zum gewiinschten Silencing-Phdnotyp des
Zielgens (Galvani und Sperling, 2001). Die injizierte verkirzte Version dagegen ergibt fiir die Zelle ein
nicht translatierbares nonsense-Transkript, da zum einen das Terminationssignal und zum anderen
das poly-Adenylierungssignal fehlt. Es wird vermutet, dass die Zelle versucht, dieses Transkript iber
einen RNAi-Mechanismus schnellstmoglich abzubauen, wobei siRNAs eine wichtige Rolle spielen.
Sind diese kleinen RNAs homolog zu einem endogenen Zielgen, wird dieses stillgelegt (Galvani und
Sperling, 2001). Galvani und Sperling konnten zudem nachweisen, dass es sowohl sense als auch
antisense Transkripte des injizierten Transgens gibt. Sie stellten mehrere Hypothesen auf, wie die
dsRNA, die den Ausloser zur Synthese der siRNAs darstellt, von der Zelle generiert wird. Zum einen
kénnten kryptische Initiationsstellen, also eine Art Promotor auf beiden Strangen bewirken, dass
eben beide Strange transkribiert werden und so eine dsRNA ausbilden kénnen. Zum anderen
konnten sich invertierte sich wiederholende Sequenzen, sogenannte inverted Repeats (IR)
aneinander anlagern und somit Hairpin-Konstrukte ausbilden, die die Synthese von kleinen RNAs zur
Folge haben (Galvani und Sperling, 2001). Es wurde aber auch die Mdglichkeit beschrieben, dass das
injizierte Konstrukt ein abberantes Konstrukt liefert, das von einer RNA abhangigen RNA-Polymerase
als Template benutzt wird um einen Zweitstrang zu synthetisieren und sich somit eine dsRNA bildet
(Galvani und Sperling, 2001). Die in dieser Arbeit verwendeten pTl- und pTl-/- Konstrukte fiihren zu
einem erfolgreichen Stilllegen des Zielgens nd169, da sie eine 3 verkiirzte Version dieses Gens tragen
und somit kein natirliches Terminationssignal oder die 3° UTR aufweisen (vgl. Abb. 3.1). Die
entstehenden Transkripte sind somit nicht translatierbar und werden RNAi-abhadngig stillgelegt.
Dabei ist hier anzunehmen, dass bei der initialen Synthese der dsRNA eine RdRP eine Rolle spielt, da
im Laufe dieser Arbeit die Involvierung der Homologe Rdr2 und Rdr3 in die Akkumulation dieser
siRNAs gezeigt werden konnte (vgl. Abb. 3.25). Es ist also anzunehmen, dass es sich bei dem Ausléser
flr die Synthese der dsRNA um ein aberrantes Transkript des Transgens handelt.

4.1.1: Schwellenwert zur Replikation des injizierten Transgens

Gilley und Kollegen fiihrten ebenfalls Studien mit injizierten Konstrukten an Paramecium durch. Sie
testeten, welchen generellen Aufbau ein injiziertes Konstrukt aufweisen muss, um von Zelle zu Zelle
weitergegeben und repliziert zu werden (Gilley et al., 1988). Sie testeten lineare, zirkuldre und
supercoiled Konstrukte und konnten fiir alle Konstrukte Transkripte in Tochterzellen nachweisen.
Allerdings entsprachen diese bei den Ringstrukturen nicht dem Volllangen-Transkript sondern
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kleineren Fragmenten. Gilley und Kollegen konnten zeigen, dass injizierte ringférmige Konstrukte von
der Zelle linearisiert werden (Gilley et al., 1988). Godiska und Kollegen testeten zudem zirkulare
Konstrukte und auch sie konnten sehen, dass diese zirkuldaren Konstrukte von der Zelle zunachst
linerisiert werden (Godiska et al., 1987). Der Mechanismus war jedoch unbekannt. Beide Gruppen
konnten nicht belegen, ob die Bruchstellen an spezifischen Motiven oder zufallig erscheinen. In
dieser Arbeit wurden deshalb die verwendeten pTl Konstrukte vor der Injektion durch
Restriktionsenzyme gezielt linearisiert, um sicherzustellen, dass ein auf dem Transgen kodiertes Gen
nicht durch einen zufélligen Bruch der Struktur zerstort wird.

Gilley und Kollegen konnten zudem zeigen, dass in Paramecium injizierte Transgene in linearer Form
autonom repliziert werden und von Zelle zu Zelle weitergegeben werden. Dabei behalten sie ihre
Kopienzahl bei. Dies entsprach in den von Ihnen durchgefiihrten Studien 50.000 bis 100.000 Kopien
pro Zelle (Gilley et al., 1988). Sie konnten zudem zeigen, dass den linearen Konstrukten
Telomersequenzen in einer Ldnge von 300 nt de novo angehdngt werden und dies nicht an
spezifischen Sequenzen erfolgt. Sie konnten daher zeigen, dass das injizierte Konstrukt zum
Replizieren keine Paramecium-spezifische Sequenz sein muss (Gilley et al., 1988). Auch von Godiska
und Kollegen wurde beschrieben, dass die Kopienzahl eines in Paramecium injizierten Transgens bei
der Aufteilung von Zelle zu Zelle gleich bleibt (Godiska et al., 1987). Dies entsprach in diesen Studien
45.000 bis 135.000 Kopien pro Zelle und ist daher mit der Studie von Gilley und Kollegen vergleichbar
(Godiska et al., 1987). Godiska und Kollegen konnten zudem zeigen, dass die Menge an injiziertem
Transgen einen Einfluss auf die Exprimierbarkeit des Transgens hat. Wurden in der durchgefiihrten
Studie geringere Mengen an Transgen injiziert, konnten sie keinen Phanotyp nachweisen. Die
standartisierte Menge von 45.000 bis 135.000 Kopien pro Zelle erscheint als Schwellenwert (Godiska
et al., 1987). In dieser Arbeit wurden transgene Zelllinien untersucht, die viel oder wenig Konstrukt
tragen, da eine genaue Quantifizierung der injizierten Konstruktmenge im Rahmen dieser Arbeit
nicht durchgefiihrt wurde (vgl. Kapitel 3.1.1). Es konnte jedoch gezeigt werden, dass in beiden
Zelllinien das jeweilige injizierte Konstrukt von Zelle zu Zelle weitergegeben wird, da alle Zellen einer
Kultur grin fluoreszieren (vgl. Abb. 3.8). Es ist daher anzunehmen, dass die in dieser Arbeit
untersuchten Zelllinien beide liber diesem von Godiska und Kollegen beschriebenen und von Gilley
und Kollegen bestatigen Schwellenwert liegen, der erreicht werden muss, damit das Transgen von
der Zelle exprimiert wird.

4.1.2: Schwellenwert zum Stilllegen eines Zielgens durch ein injiziertes Transgen

Garnier und Kollegen konnten in ihrer Studie zu injizierten Transgenen in Paramecium beobachten,
dass es auch einen Schwellenwert gibt, der iberschritten werden muss, um die Stilllegung und damit
die Induktion eines RNAi-Mechanismus auszulésen (Garnier et al., 2004). Sie haben Transgene
charakterisiert, die nicht nur von der Zelle exprimiert werden, sondern auch ein Stilllegen eines
Zielgens induzieren. Diese untersuchten Transgene wiesen entweder eine am 3" Ende verkirzte
Version von Genen auf, die somit keine 3° UTR mehr aufwiesen oder aber sie beinhalteten einen
Frameshift in der kodierenden Sequenz. Beide Arten an Transgenen lieferten somit Produkte, die fir
die Zelle nicht translatierbar waren (Garnier et al., 2004). Garnier und Kollegen konnten ein
effektives Stilllegen eines Zielgens nur beobachten, wenn das injizierte Transgen in ausreichender
Menge vorlag. Wurden weniger als 800 Kopien des Transgens pro Makronukleus injiziert, war kein
eindeutiger Silencing-Phdnotyp zu verzeichnen (Garnier et al., 2004). Beide in dieser Arbeit
getesteten Zelllinien zeigen etwa denselben Silencing-Phanotyp, obwohl unterschiedliche Mengen an
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injiziertem Konstrukt vorliegen. In beiden Zelllinien konnten ca. 90 % der ausgezahlten Zellen keine
Trichozysten mehr ausstofRen (vgl. Abb. 3.3). Zudem konnte im Rahmen dieser Arbeit gezeigt werden,
dass beide Zelllinien ausreichende Mengen an siRNAs synthetisieren um diesen Phanotyp auszuldsen
(vgl. Abb. 3.4). Daraus lasst sich schlieBen, dass auch geringere Mengen an injiziertem Transgen
ausreichen um eine Kaskade in Gang zu setzen, die nach dem ,Alles oder Nichts“-Prinzip ablduft,
wenn dieser von Garnier beschriebene Schwellenwert der Transgenmenge zum Auslésen eines
Silencings erreicht ist. Mit erreichen dieses Schwellenwertes wird der RNAi-Mechanismus in Gang
gesetzt, die siRNAs synthetisiert und das Zielgen dadurch stillgelegt. Dies trifft jedoch nur dann zu,
wenn das injizierte Transgen ein nicht translatierbares Transkript liefert.

4.1.3: Temperaturabhiangigkeit des Transgen-induzierten RNAi-Mechanismus

Im Rahmen dieser Arbeit konnte dargestellt werden, dass der Transgen-induzierte RNAI-
Mechanismus in Paramecium tetraurelia abhangig von der Temperatur ist (vgl. Abb. 3.5). Es konnte
gezeigt werden, dass nur bei der Kultivierung der transgenen Zellen bei 32°C ein ausreichender
Silencing-Phanotyp von nahezu 100 % generiert werden kann. Mit sinkender Temperatur wurde auch
der detektierte Phdnotyp geringer, obwohl die Zellen einer Zelllinie die gleiche Menge an Konstrukt
tragen. So sank der ausgezdhlte Trich- Phanotyp der Zelllinie pTI-1 von 98 % bei 32°C auf 56 % bei
26°C und fiel anschlieRend auf 29 % bei 18°C. Bei der Zelllinie pTI-2 war der Unterschied sogar noch
deutlicher. Hier konnte bei 32°C noch ein Trich- Phanotyp von 96 % detektiert werden. Dieser lag bei
26°C noch bei 29 % und fiel auf 13 % bei 18°C (vgl. Abb. 3.5). Auch in anderen Studien an anderen
Organismen wurden temperaturabhdngige Effekte von RNAi-Mechanismen beschrieben. Fir
Arabidopsis konnte die Gruppe um Szittya zeigen, dass der RNAi-Mechanismus, der der Abwehr von
Viren dient, ebenfalls stark von der Temperatur abhangt (Szittya et al., 2003). So wiesen Pflanzen, die
bei 27°C kultiviert wurden keine Symptome des Virusbefalls auf. Mit sinkenden Temperaturen waren
dagegen starker werdende Symptome zu detektieren. Die Tatsache, dass bei 27°C keine Symptome
mehr zu detektieren waren, wurde auf ein ,heat masking” durch ein hyperaktives RNAi-Silencing
zurlickgefiihrt (Szittya et al., 2003). In Pflanzen dhnelt der RNAi-Mechanismus, der durch das
Einbringen eines Transgens induziert wird, dem RNAi-Mechanismus, der der Abwehr von Viren dient,
identisch sind sie jedoch nicht (Voinnet, 2001). Sie unterscheiden sich lediglich in der Synthese der
dsRNA zur Induktion des RNAi-Mechanismus (Dalmay et al., 2000). Wahrend bei einem Transgen-
induzierten RNAi-Mechanismus in Arabidopsis die dsRNA durch die endogene RNA abhangige RNA-
Polymerase SDE1 synthetisiert wird, ist die Virus-induzierte dsRNA-Synthese unabhangig von dieser
SDE1 (Dalmay et al., 2000). Szittya und Kollegen konnten so durch das Einbringen eines Transgens,
das ein gfp-Gen als Reportergen aufweist, analysieren, welchen Einfluss die Temperatur auf das
Stilllegen dieses Reportergens und somit auf den RNAi-Mechanismus hat. Sie fiihrten Analysen zu der
detektierbaren Menge an gfp-spezifischen siRNAs durch. Sie konnten zeigen, dass die Menge an
detektierbaren siRNAs mit steigender Temperatur zunahm. Zudem konnten sie zeigen, dass
gleichzeitig die detektierbare Menge an gfp-mRNA abnahm (Szittya et al., 2003). Daraus konnten sie
schlieBen, dass bei hoheren Temperaturen mehr siRNAs zur Verfligung stehen um die vorhandenen
Transkripte des Reportergens zur Degradation zu markieren. Szittya und Kollegen haben diesen
Effekt damit erklart, dass die Aktivitat des Dicer-Enzyms, welches zur Synthese der siRNAs benétigt
wird, bei niederen Temperaturen stark eingeschrankt ist (Szittya et al., 2003).

Im Laufe dieser Arbeit konnte dargelegt werden, dass die detektierbare Menge der gfp-mRNA als
Reporter sowie die Menge des transgenen nd169-Transkriptes bei Zunahme der Temperatur von
18°C zu 32°C abnimmt (vgl. Abb. 3.7). Es konnte zwar nicht eindeutig gezeigt werden, dass die Menge
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an nd169-spezifischen siRNAs bei der hochsten untersuchten Temperatur von 32°C ebenfalls am
hochsten ist, allerdings konnte aufgezeigt werden, dass die Menge an nd169-spezifischen siRNAs bei
den niedrigen Temperaturen von 26°C zu 18°C nicht abnimmt (vgl. Abb. 3.6). Im Rahmen dieser
Arbeit konnte also eine Korrelation zwischen dem temperaturabhadngigen Silencing-Phanotyp des
nd169-Gens, der siRNA-Menge und der Menge an detektierbarem Transkript hergestellt werden: Bei
einer niederen Temperatur liegt die grollite Menge an detektierbarem Transkript vor, jedoch der
schlechteste Silencing-Phanotyp. Und obwohl mehr Tanskript zur Synthese der siRNAs im Vergleich
zu den anderen Temperaturen vorliegt, andert sich die Menge an siRNAs nicht signifikant.

Die Ergebnisse der real-time Analysen aus Kapitel 3.1.3 zeigen, dass dieser temperaturabhangige
Silencing-Effekt jedoch nicht auf eine Aufregulierung in der Expression einer bestimmten
Komponente des Mechanismus, wie es durch Szittya und Kollegen fiir das Dicer-Enzym in Arabidopsis
beschrieben wurde, zurtickzufiihren ist. In dieser Arbeit konnte sowohl fiir Dcrl, als auch fiir die
anderen getesten Kernkomponenten wie Rdr2, Rdr3 oder Henl, gezeigt werden, dass diese Enzyme
nicht bei einer héheren Temperatur aufreguliert sind. Jedoch kann das spezifische Temperatur-
Optimum einer weiteren involvierten Komponente, wie z.B. die Ptiwis, durchaus bei 32°C liegen.
Hierzu muissten noch weitere Versuche durchgefiihrt werden.

Fir Pflanzen wurde eine Temperatur von 15°C in mehreren Studien als die Temperatur beschrieben,
bei der ein RNAi-vermittelter Silencing-Phdnotyp gerade noch detektiert werden kann und damit
auch der zu Grunde liegende RNAi-Mechanismus gerade noch funktionell ist. Dies wurde neben
Arabidopsis (Szittya et al., 2001) flr Soja (Kasai et al., 2009), fiir die mit dem Tabak verwandte Art
Nicotiana benthamiana (Chellappan et al., 2005), sowie bei Petunien (Griesbach et al., 2007)
beschrieben. Fir die Weintraube Vitis vinifera konnte durch Ramon und Kollegen in einer Studie
dagegen nur eine geringe Abhangigkeit des RNAi-Mechanismus von der Temperatur nachgewiesen
werden. In dieser Studie wurden auch die Symptome verschiedener Virenerkrankungen der
Weinpflanze bei verschiedenen Temperaturen getestet. Die getestete Spanne erstreckte sich von 5°C
Gber 10°C und 15°C bis hin zu 26°C (Ramon et al., 2013). Hier waren jedoch auch siRNAs und damit
ein Silencing-Phanotyp bei einer Temperatur von 4°C in gleicher Menge wie bei 26°C detektierbar
und keine Einschrankung in der Abwehr der Viren zu verzeichnen (Ramon et al., 2013). Allerdings
bleibt hier anzumerken, dass die Weintraube im Vergleich zu den anderen untersuchten Pflanzen
mehrjdhrig ist und auch den kalten Temperaturen in der Winterperiode im Weinberg ausgesetzt ist.
Auch im Winter werden Pflanzen von Viren angegriffen und mussen sich dagegen zur Wehr setzen.
Somit kann der Schluss gezogen werden, dass eine mehrjahrige Pflanze eine starkere Temperatur-
Toleranz bezogen auf RNAi-Mechanismen aufweist als eine Einjahrige. Paramecien sind ubiquitar in
SuRgewadssern verbreitet und auch sie sind ganzjdahrigen Temperaturschwankungen ausgesetzt.
Somit sollten Paramecien auch eine bessere Anpassung ihres nativen RNAi-Systems an
Temperaturschwankungen aufweisen, da dies natirlicherweise auch zur Abwehr von Viren oder
Retrotransposons dient (Girard und Hannon, 2007). Man sieht jedoch in den hier durchgefiihrten
Versuchen aus Kapitel 3.1.3, dass die transgenen Paramecien das Zielgen bei 18°C nur sehr begrenzt
stilllegen kénnen. Dies konnte durch die Fluoreszenzaufnahmen aus Abbildung 3.8 bestatigt werden.
Zudem sollte die Menge an siRNAs ausreichend sein um einen Phanotyp und ein Stilllegen des
Zielgens zu bewirken. Allerdings missen die im Labor getesteten in vitro-Versuche erst noch in vivo
bestatigt werden. Bislang ist zudem kein Virus von Paramecium bekannt um dessen RNAi-abhangige
Abwehr im Labor nachvollziehen und auf ihre Temperaturabhangigkeit hin untersuchen zu kénnen.
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Aber nicht nur fur Pflanzen wurde eine Abhangigkeit von RNAi-Mechanismen von der Temperatur
beschrieben. Auch in Studien an Saugerzellen (Kameda et al., 2004) und fiir Drosophila melanogaster
konnte eine solche Abhangigkeit gezeigt werden (Fortier und Belote, 2000). In der Studie von
Kameda und Kollegen wurde eine Abhdngigkeit von RNAi-Mechanismen von der Temperatur an
verschiedenen Zelllinien untersucht. Diese waren humane Zellkulturen (HEK 193) und Zellen aus der
Maus (NIH-3T3; STO) und eines Affen (Cos-1) (Kameda et al., 2004). Alle Zellen wurden auf ihren
RNAi-induzierten Silencing-Phanotyp verschiedener Gene bei Temperaturen von 26°C bis 38°C
untersucht. Dabei wurde der Silencing-Phanotyp eines gfp-Gens und eines lacZ-Gens durch
entsprechende Konstrukte getestet (Kameda et al., 2004). Kameda und Kollegen konnten zeigen,
dass in allen getesteten Zelllinien eine Temperaturabhdngigkeit des Silencing-Phanotyps des gfp
besteht. Sie konnten eine geringere Stilllegungsrate bei Temperaturen feststellen, die bei 28°C und
darunter lagen. Auch die Menge an detektierbarem GFP auf Proteinebene war bei 28°C und darunter
im Vergleich zu den anderen Temperaturen stark reduziert (Kameda et al., 2004). Allerdings konnte
dies nur fur das gfp-Gen gezeigt werden. Bei der Untersuchung des lacZ-Konstruktes war kein
deutlicher Silencing-Effekt des lacZ-Gens und damit ein Unterschied zwischen den Temperaturen zu
detektieren (Kameda et al.,, 2004). Sie konnten somit zeigen, dass die Abhangigkeit des Silencing-
Phanotyps von der Temperatur auch zwischen Zielgenen variiert. Eine wirkliche Erklarung fiir die
Ergebnisse konnten Kameda und Kollegen jedoch nicht finden. Wechselwarme Tiere werden in ihrem
Verhalten, ihrem Metabolismus, ihrer Entwicklung und sogar in der Bestimmung ihres Geschlechts
von der Temperatur beeinflusst (Cossins und Bowler, 1987). Ob dies jedoch auch fiir Gleichwarme
Tiere wie die Sauger gilt, kann zumindest fiir einige Punkte nicht ausgeschlossen werden. Somit kann
auch eine Temperaturabhéangigkeit regulierender Prozesse nicht ausgeschlossen werden.

Kameda und Kollegen konnten eine Temperaturabhangigkeit nur Zielgen-spezifisch fir das gfp
zeigen, nicht jedoch fir das lacZ. Das in dieser Arbeit durch das pTl- Konstrukt induzierte Silencing
betrifft das nd169-Gen in Paramecium. Es konnte sich auch bei Paramecium um einen Zielgen-
spezifischen Silencing-Effekt der Temperaturabhangigkeit des nd169-Gens handeln. Um dies
auszuschlieRen, missten jedoch weitere Experimente mit anderen Zielgenen durchgefiihrt werden.
Die Geschlechtsausbildung von Drosophila wurde auch als einen temperaturabhidngigen RNAI-
Mechanismus von Fortier und Belote beschrieben (Fortier und Belote, 2000). In dieser Studie wurde
die Geschlechtsentwicklung transgener Fliegen bei 22°C und bei 29°C untersucht. Es konnte gezeigt
werden, dass die Entwicklung bei 29°C normal ablief, bei 22°C jedoch stark gestért war (Fortier und
Belote, 2000). Von den Autoren wurde die These aufgestellt, dass dieser Effekt darauf beruhen
kénnte, dass eine Komponente des RNAi-Mechanismus eine Temperaturabhangigkeit aufweist
(Fortier und Belote, 2000). Zudem konnte die hohere Temperatur dazu beitragen, dass die
naszierenden Transkripte der eingebrachten Konstrukte schneller an RNA-Bindeproteine binden und
sich auch schneller wieder I6sen. Dies fiihrt zu schneller gebildeten stabileren dsRNA-Konstrukten,
die als Ausgangstrigger zur Synthese der siRNAs benotigt werden (Fortier und Belote, 2000). Wie
schon erwdhnt, kann nicht ausgeschlossen werden, dass eine Komponente des Mechanismus ein
Aktivitats-Optimum bei hoheren Temperaturen hat, jedoch konnte fiir keine der getesteten
Komponenten eine stidrkere Expressionsrate bei hoheren Temperaturen festgestellt werden (vgl.
Abb. 3.9). Es bleibt hier aber anzumerken, dass der Metabolismus der Paramecien bei 18°C ebenfalls
verlangsamt ist. So teilen sich die Zellen anstelle von viermal pro Tag bei 32°C nur noch einmal pro
Tag. Der Silencing-Phanotyp kénnte somit lediglich verzégert sein. Allerdings wurde auch bei langerer
Kultivierung der Zellen bei 18°C kein besserer Phanotyp erzielt (Daten nicht gezeigt).
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Zusammenfassend kann man daher sagen, dass fiir den Transgen-induzierten RNAi-Mechanismus in
Paramecium tetraurelia eine Abhangigkeit des Silencing-Phdnotyps von der Temperatur
nachgewiesen werden konnte. Das induzierte Silencing des nd169-Zielgens ist nur bei hoheren
Temperaturen effizient. Allerdings beruht dieser temperaturabhangige Silencing-Effekt weder auf der
Menge der detektierbaren synthetisierten siRNAs, noch auf der Aufregulierung einzelner
Komponenten oder an der Menge des Transkriptes, das zur Synthese der siRNAs zur Verfligung steht.

4.2 Tiefensequenzierung

Im Rahmen dieser Arbeit wurden Libraries kloniert, die die siRNAs des Transgen-induzierten RNAI-
Mechanismus enthalten. Hierfiir wurde der ,,NEBNext® Multiplex Small RNA Library Prep Set for
llumina“-Kit verwendet und als Resultat der Methode entsprach nach der llumina-Sequenzierung ein
sequenzierter Read einer siRNA.

Zunachst musste die Methode der Tiefensequenzierung kleiner RNA-Spezies und die dafir
notwendige Vorbereitung der RNA jedoch etabliert werden. Es wurde Gesamt-RNA aus transgenen
Zellen isoliert und elektrophoretisch aufgetrennt. Der Bereich zwischen 17 und 25 nt wurde aus dem
Gel ausgeschnitten und die darin enthaltene RNA eluiert und aufgereinigt (vgl. Abb. 3.10 A). Der
Bereich wurde so gewahlt, da die eventuell vorkommenden scanner RNAs (scanRNAs) eine GroRe
von 26 nt aufweisen und in der Zelle nur wahrend der Autogamie vorkommen. Diese liegen zu
abundant in der Zelle vor um eine ausreichende Couverage der eigentlichen zu sequenzierenden
siRNAs zu gewahrleisten. Aus diesem Grund wurde der Bereich knapp unterhalb von 26 nt
ausgeschnitten.

Aus Kapiel 3.2 dieser Arbeit geht hervor, dass die Klonierung der Libraries und die Aufreinigung als
gelungen angesehen werden kann, da nur eine, der siRNAs samt ligierten Adaptoren entsprechende
Bande im Bioanalyser detektiert werden konnte (vgl. Abb. 3.10 B). Auch das Klonieren der
spezifischen Libraries, die nur methylierte siRNAs enthalten, kann als gelungen angesehen werden. Es
konnte zwar nicht verhindert werden, dass ein kleiner Teil der B-oxidierten siRNAs bereits B-
eliminiert und dadurch mitsequenziert wurde, dennoch konnte gezeigt werden, dass die
Aufoxidierung der unmethylierten siRNAs durch die Behandlung mit Periodat erfolgreich verlief (vgl.
Abb. 3.11). Die Etablierung der Vorbereitung der RNA war somit erfolgreich und die klonierten
Libraries konnten sequenziert werden. Die Ergebnisse der llumina-Sequenzierungen aller Libraries
konnten somit fiir die Analyse und Charakterisierung der in den Transgen-induzierten RNAi-
Mechanismus involvierten siRNAs herangezogen werden.

4.2.1: GroRenverteilung der Transgen-induzierten siRNAs

An Hand der in Abbildung 3.12 dargestellten GroRenverteilung konnte gezeigt werden, dass die im
Transgen-induzierten RNAi-Mechanismus eine Rolle spielenden siRNAs eine funktionelle GréRe von
23 nt aufweisen. Von Marker und Kollegen wurde eine funktionelle GroRe dieser siRNAs von 22 nt
beschrieben (Marker et al., 2010), jedoch wurde dies lediglich mit Northernblot-Analysen gezeigt.
Allerdings wurde die GroRe von 22 nt bei Marker und Kollegen an Hand des Abgleichs mit den
Markerbanden bestimmt (Marker et al., 2010). Die hydroxylierten Markermolekiile wandern auf
Grund der Hydroxylgruppe jedoch langsamer in einem Harnstoffgel als die phosphorylierten siRNAs.
Auf Grund dieses Laufunterschiedes und aus dem Peak bei einer Lange von 23 nt in Abbildung 3.12
dieser Arbeit, lasst sich vermuten, dass eine GroRe von 23 nt die eigentlich funktionelle GroRe der
Transgen-induzierten siRNAs ist. Wirden siRNAs einer anderen GréRRe eine Rolle spielen, die nicht so
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abundant sind, konnten sie im Northernblot eventuell nicht detektiert werden, mit der
Sequenzierung werden sie dagegen erfasst. Generell ist die GroRe einer RNA-Spezies, neben dem
Vorlaufer, aus dem sie geschnitten oder von dem sie synthetisiert werden, ein wichtiges
Charakterisierungsmerkmal. Jede bekannte RNA-Spezies in einem Organismus hat eine definierte
GroRe. So weisen in A. thaliana die siRNAs und miRNAs eine GroRe von 21-24 nt, die piRNAs dagegen
eine Grofle von 24-31 nt auf (Vilkaitis et al.,2010). In T. thermophila sind die siRNAs 23-24 nt groR,
wohingegen die scanRNAs eine GrolRe von 28-29 nt aufweisen (Kurth und Mochizuki, 2009). Fir C.
elegans wurde gezeigt, dass die zu den piRNAs aus anderen Organismen vergleichbaren kleinen
RNAs, eine GroRe von 21 nt aufweisen und ein Uracil am 3" Ende tragen, weshalb sie auch 21U-RNAs
genannt werden (Montgomery et al., 2012). Nach dem gleichen Prinzip werden auch die siRNAs in C.
elegans benannt. Dort gibt es zwei Klassen an siRNAs, die 26G-siRNAs und die 22G-siRNAs, die jeweils
eine GroRe von 22 nt bzw. 26 nt aufweisen (Montgomery et al., 2012). Es kann also festgehalten
werden, dass die in Paramecium durch ein Transgen induzierten kleinen RNAs mit einer GréRe von
23 nt den siRNAs aus anderen Organismen entsprechen. Eine Praferenz flr ein bestimmtes letztes
Nukleotid, wie es fiir die pi- und siRNAs aus C. elegans beschreiben wurde, konnte mit dieser Arbeit
nicht bestatigt werden. Es hat den Anschein, dass Paramecium keine solche Praferenz aufweist (vgl.
Abb. 8.4 ICL).

4.2.2: Vorkommen sekundirer siRNAs im Transgen-induzierten RNAi-Mechanismus
Zudem konnte im Laufe dieser Arbeit gezeigt werden, dass im Transgen-induzierten RNAi-
Mechanismus zwei Klassen von siRNAs zu detektieren sind: die primaren siRNAs, die vom Transgen
stammen und die sekundaren, die von der mRNA des endogenen nd169-Gens stammen. Es konnten
siRNAs detektiert werden, die auf die Bereiche der nd169-kodierenden Sequenz mappen, die im
Transgen im Vergleich zur endogenen Sequenz deletiert sind und somit von einem endogenen
Transkript synthetisiert wurden (vgl. Abb. 3.13 A). Zudem konnte dargestellt werden, dass diese
sekundaren siRNAs in ihrer Orientierung eine fast ausschliefliche antisense Orientierung aufweisen.
Die antisense Ratio liegt bei 0,99 im 5° deletierten Bereich und bei 0,94 im 3" deletierten Bereich (vgl.
Abb. 3.13 B).

Ob die dennoch detektierten sense orientierten sekundaren siRNAs komplementéar zu den antisense
orientierten sind und Duplexe ausbilden kdnnen, wie es flr Dicer-Produkte der Fall ware, wurde im
Rahmen dieser Arbeit nicht untersucht. Es kann somit keine Aussage Uber die Involvierung eines
Dicers in die Synthese dieser sekundaren siRNAs getroffen werden. Eine RNA abhidngige RNA-
Polymerase kdnnte eine lange doppelstrangige RNA synthetisieren, aus der die sekundaren siRNAs
via Dicer herausgeschnitten werden; eine RdRP kodnnte die sekundaren siRNAs aber auch de novo
synthetisieren. Wenn ein Dicer in die Synthese der sekunddren Transgen-induzierten siRNAs
involviert ware, konnte das Dicer-like Enzym Dcl4 das potentiell involvierte Enzym sein. In der
Arbeitsgruppe von Simon und Kollegen wurde im Rahmen einer Masterarbeit untersucht, welche
Dicer-Enzyme eine Rolle bei der Regulation der Oberflichenantigene (SAg) von Paramecium spielen
(C. Lauenstein, 2012). Der RNAi-Mechanismus zur Regulation dieser SAg’s ist dem Transgen-
induzierten RNAi-Mechanismus sehr dhnlich, da viele Komponenten wie z.B. Rdr3 (Marker et al.,
2010) oder Hen1 (V. Kéfer, 2012) in beide Mechanismen involviert sind. Im Rahmen der Masterarbeit
von C. Lauenstein konnte dargestellt werden, dass Dcl4 in die Regulation der Expression der SAg's
involviert ist (C. Lauenstein, 2012). Ob dieses Dicer-like Protein auch in den Transgen-induzierten
RNAi-mechanismus involviert ist, miisste jedoch erst noch untersucht werden.
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Die Lange der primdren und sekunddren siRNAs wurde in verschiedenen Organismen als
Unterscheidungsmerkmal zwischen den beiden Klassen ausgewiesen. So weisen z.B. in Arabidopsis
thaliana und Glycine max die sekundaren siRNAs eine Lange von 21 nt auf, wohingegen die primaren
siRNAs eine Lange von 22 nt zeigen (Yosikawa, 2013; Cho et al., 2013). In C. elegans wurden den
sekundaren eine Lange von 22 nt zugewiesen, den primaren dagegen eine Lange von 23 nt (Zhang et
al., 2012). Aus Abbildung 3.15 dieser Arbeit geht hervor, dass sowohl die sekundéren als auch die
primaren detektierten siRNAs eine funktionelle GréRe von 23 nt aufweisen (vgl. pTl-icl-Library in Abb.
3.15 B und 3.15 C). Fir die Transgen-induzierten siRNAs in Paramecium konnte die Lange als
Unterscheidungsmerkmal zwischen primaren und sekundaren siRNAs nicht bestatigt werden.

4.2.2.1: Primire und sekundire Transgen-induzierte siRNAs: Zusammenhinge und
Abhangigkeiten

Im Transgen-induzierten RNAi-Mechanismus konnten im Laufe dieser Arbeit beide Klassen an siRNAs
nachgewiesen werden. Die primaren siRNAs, die vom Auslésermolekiil des Mechanismus, dem
Transgen, stammen und die sekundadren siRNAs, die wahrscheinlich RdRP-abhangig von einem
endogenen Transkript synthetisiert werden. Sekundéare siRNAs stellen somit eine Amplifikation und
dadurch eine Verstarkung des Signals von primaren siRNAs dar. Die Synthese der sekundaren siRNAs
ist folglich abhangig von dem Vorhandensein der primaren siRNAs. Die genauen Zusammenhange
sind jedoch bis jetzt ungeklart. In der Literatur wurden sekundare siRNAs vor allem in Pflanzen
untersucht. Sie werden in Pflanzen von einer RNA abhadngigen RNA-Polymerase von endogenen
Transkripten von Sequenzbereichen amplifiziert, die urspriinglich das Ziel von primaren siRNAs waren
(Yoshikawa, 2013). Bei einer Studie an der Soja-Pflanze konnte dies sogar durch einen zeitlichen
Ablauf bestatigt werden (Cho et al., 2013). Es konnte gezeigt werden, dass die sekundaren siRNAs
zeitlich verzogert nach den priméaren siRNAs synthetisiert werden (Cho et al., 2013). Zudem konnte in
dieser Studie gezeigt werden, dass die sekundaren siRNAs nur dann synthetisiert werden, wenn die
Anzahl der primaren siRNAs einen bestimmten Schwellenwert tberschreitet (Cho et al., 2013). In
einer Studie in Arabidopsis wurde dagegen gezeigt, dass eine einzige primare siRNA gebunden an
eine mRNA ausreicht, um die Synthese von sekundaren siRNAs zu triggern (Moissiard et al., 2007).
Ein Schwellenwert zur Synthese der sekundadren siRNAs, sofern er denn durch weitere Studien
bestatigt werden kann, scheint fir jeden Organismus verschieden zu sein. Auch in dem hier
untersuchten Transgen-induzierten RNAi-Mechanismus in Paramecium ergeben sich mehrere
Moglichkeiten zur Synthese der sekunddren siRNAs. Auch hier konnte die Menge an sekundaren
siRNAs direkt mit der Menge an priméaren siRNAs korrelieren, wie es von Cho und Kollegen in Soja
beschrieben wurde (Cho et al., 2013). Dies wiirde bedeuten, dass z.B. bei einer Reduktion der
primdren siRNAs, durch z.B. ein Stilllegen einer in ihre Synthese involvierte Komponente, auch die
sekundaren siRNAs reduziert wiirden, da weniger Triggermolekiile vorhanden sind. Somit kénnte
man aber auch die Komponente nicht eindeutig zuordnen, da ja bei deren Stilllegung beide Klassen
an siRNAs reduziert sind und somit beide den Anschein haben, als wirden sie von dieser
Komponente abhangen. Auf der anderen Seite konnte es aber auch sein, dass eine einzige primare
siRNA ausreicht um die Synthese einer groRen Menge an sekundaren siRNAs auszuldsen, wie es fir
Arabidopsis beschrieben wurde (Moissiard et al., 2007). Wiirde man in diesem Fall die Menge an
priméaren siRNAs reduzieren, wiirde die Menge an sekundéaren siRNAs nicht betroffen sein. Da diese
Zusammenhange zwischen primaren und sekundaren siRNAs nicht eindeutig geklart sind, ist eine
Zuordnung der einzelnen in dieser Arbeit untersuchten RNAi-Komponenten zu den primédren bzw.
sekundéaren siRNAs schwierig (vgl. 4.4.1 und 4.4.2).
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Fiir die sekundaren siRNAs aus Arabidopsis wurde zudem beschrieben, dass sie, wenn sie vorhanden
sind, weit abundanter als die primaren siRNAs sind (Zhang et al., 2012). Fir die sekundaren siRNAs
aus C. elegans wurde jedoch das genaue Gegenteil beschrieben. Durch Sijen und Kollegen konnte
gezeigt werden, dass die sekundaren siRNAs in geringer Menge als die primaren vorliegen (Sijen et
al., 2001). Aus Abbildung 3.13 dieser Arbeit geht hervor, dass die sekundaren siRNAs in Paramecium
generell weniger abundant sind als die primaren. Der Mechanismus der Synthese der sekundaren
siRNAs aus Paramecium scheint folglich eher dem aus C. elegans zu dhneln, als dem pflanzlichen.

4.2.3: Transitivitit

Sekundare siRNAs werden in der Literatur als diejenigen beschrieben, die Transitivitat vermitteln
(Baulcombe, 2007; Voinnet, 2008). Transitivitat beschreibt das Vorkommen von sekundaren siRNAs
und die Ausbreitung des damit verbundenen Silencing-Phanotyps Uber das urspriingliche
Triggermolekiil hinaus. In Arabidopsis wurde die Synthese der sekunddren transitiven siRNAs
ausfihrlich untersucht und beschrieben. Es konnte gezeigt werden, dass die 22 nt langen primaren
siRNAs an Agol gebunden werden und eine homologe mRNA mit Hilfe der Slicer-Aktivitat von Agol
schneiden (Cuperus et al., 2010; Chen et al., 2010). Das Binden einer 22 nt langen miRNA an Ago1l
induziert zudem eine Konformationsanderung des Agol, die die Rekrutierung der RNA abhangigen
RNA-Polymerase 6 (RdR6) und einem weiteren Protein SGS3 vermittelt (Manavella et al., 2012). Die
genaue Funktion von SGS3 ist nicht vollstandig aufgeklart, jedoch konnte belegt werden, dass dieses
Protein eine stabilisierende Wirkung auf die von Agol geschnittenen Halften der mRNA hat und diese
somit vor Abbau schiitzt (Yoshikawa et al., 2005). Die von Agol geschnittene Halfte der mRNA, die
die Polyadenylierung enthalt, wird von RdR6 und SGS3 zu einem Doppelstrang umgesetzt, welcher
anschlieRend von einem Dicer-like Protein, dem Dcl4, zu sekundaren sogenannten tasiRNAs (trans-
acting small interfering RNA) geschnitten wird, welche dann weitere Transkripte zur Degradation
markieren (Manavella et al., 2012; Yoshikawa, 2013).

Auch in dieser Arbeit konnte Transitivitdt nachgewiesen werden. Hier wurden sekundare siRNAs in
Bereichen detektiert, die nicht nur dem urspriinglichen Triggermolekiil, dem injizierten Transgen
entsprechen, sondern auch dartber hinaus z.B. im flankierenden Bereich am 3" Ende des endogenen
nd169-Gens detektierbar sind. Somit konnte auch hier gezeigt werden, dass die verzeichnete
Transitivitdt von den sekundaren siRNAs abhdngig ist (vgl. Abb. 3.13). Eine solche Abhangigkeit
zwischen Transitivitdt und sekundaren siRNAs wurde in Pflanzen fur Arabidopsis (Yoshikawa, 2013;
Vazquez und Hohn, 2012; Manavella et al., 2012) und fiir Soja (Cho et al., 2013) dargestellt. Auch fir
S. pombe und C. elegans konnte dies gezeigt werden (Simmer et al., 2010; Sijen et al., 2001). In der
Studie an C. elegans von Sijen und Kollegen konnte zudem gezeigt werden, dass die Menge an
detektierbaren sekundaren siRNAs mit groBer werdender Distanz zum Ausgangstrigger abnimmt
(Sijen et al., 2001). Dies wurde von Sijen und Kollegen durch die Synthese der sekundaren siRNAs
begriindet. Da die sekundaren siRNAs von einer RNA abhangigen RNA-Polymerase generiert werden,
kénnte es zum einen sein, dass diese RdRP generell nur kurze Stiicke synthetisiert. Zum anderen
kénnte es aber auch sein, dass das von ihr genutzte Template nur eine begrenzte Lange aufweist.
Ferner konnten zudem Bindeproteine oder Sekundarstrukturen des Templates dazu fiihren, dass die
RdRP in der Synthese der sekundaren siRNAs gehemmt wird (Sijen et al., 2001).

In einer anderen Studie an Arabidopsis konnte von Vermeersch und Kollegen gezeigt werden, dass
eine durch ein Transgen induzierte Silencing-Kaskade Ulber drei Loki, durch das Einbringen eines
Introns gehemmt wird (Vermeersch et al., 2010). Dabei wurde dargestellt, dass die Linge der
eingebrachten Introns eine Rolle spielt. Je Langer das in den ersten Lokus eingebrachte Intron war,
desto schlechter wurde der letzte Lokus der Kaskade gesilenced (Vermeersch et al., 2010).
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Transitivitat ist somit ein endlicher Prozess, der zwar als Kaskade mehrere Loki und somit z.B. ganze
Genfamilien regulieren kann, sich aber nicht Gber das ganze Genom ausbreitet.

Transitivitat kann sich generell von einem Lokus sowohl in 5” Richtung, als auch in 3" Richtung
ausbreiten (Moissiard et al., 2007). Aus Abbildung 3.13 dieser Arbeit geht hervor, dass die im 3’
deletierten Bereich detektierte Transitivitdt einer in 3" Richtung entspricht. Da sich die sekundaren
siRNAs nur vom Genkorper her ausbreiten kdnnen, da nur dieser das Ziel der primaren siRNAs ist,
kann fiir den 5” deletierten Bereich keine Richtung der Transitivitat bestimmt werden. Dieser Bereich
wird zu beiden Seiten von Bereichen flankiert, die Teil des primaren Triggers sind. Somit stellt die hier
detektierte Transitivitdt eine Mischung aus 5 gerichteter und 3" gerichteter Transitivitat dar (vgl.
Abb. 3.13).

Zusammenfassend kann hier festgehalten werden, dass die Etablierung der Methode der
Tiefensequenzierung generell gut funktioniert hat und die Schlisse, die aus den Analysen der
Sequenzierungen gezogen werden kdnnen, aussagekraftig sind. Durch diese Analysen konnte gezeigt
werden, dass es primdre und sekunddre siRNAs im Transgen-induzierten RNAi-Mechanismus in
Paramecium gibt und beide Klassen eine funktionelle GroRRe von 23 nt aufweisen. Zudem konnte
gezeigt werden, dass die sekundaren transitiven siRNAs Transitivitat in 3'Richtung vermitteln. Ob sie
auch 5’ gerichtete Transitivitat vermitteln, bleibt jedoch offen.

4.3 Methylierung der siRNAs durch die 2"-0-Methyltransferase Hen1

Von Simone Marker und ihren Kollegen konnte gezeigt werden, dass transgene siRNAs in
Paramecium eine Modifikation an ihrem 3 Ende tragen (Marker et al., 2010). Im Rahmen dieser
Arbeit konnten ausreichende Hinweise aufgezeigt werden, die vermuten lasssen, dass es sich bei
dieser Modifikation um eine Methylgruppe handelt, die durch die 2’-O-Methyltransferase Henl
transferiert wird (vgl. Abb. 3.14 B). Eine phanotypische Analyse an transgenen pTI- Zellen hat gezeigt,
dass bei einem Stilllegen von Henl der induzierte RNAi-Mechanismus gestort ist und somit vermehrt
transgene pTI- Zellen in der Lage sind, wieder Trichozysten auszustoBen (vgl. Abb. 3.14 A). In
Abbildung 3.14 A konnte dargestellt werden, dass bei einem Stilllegen von Henl die Anzahl der
Zellen, die keine Trichozysten mehr ausstoflen kénnen und so den gewiinschten Phdanotyp aufweisen,
auf 42 % hoch signifikant im Vergleich zur Kontrolle absank. Dies bestatigt eine Involvierung von
Henl in den Transgen-induzierten RNAi-Mechanismus. Durch die in Abbildung 3.14 B dargestellte
Northernblot-Analyse konnte gezeigt werden, dass die Modifikation am 3" Ende der detektierten
siRNAs bei einem Stilllegen von Henl fehlt. Somit konnte bewiesen werden, dass Henl fiir diese
Modifikation am 3" Ende verantwortlich ist und es sich dabei um eine Methylgruppe handeln muss.

In mehreren Studien wurde eine Methylierung verschiedener RNA-Spezies als Stabilisierungsmerkmal
beschrieben (Li et al., 2005; Ji und Chen, 2012). Die Gruppe um Li und Kollegen konnte zeigen, dass
ein Fehlen von Hen1l in Arabidopsis dazu fiihrt, dass die miRNAs in ihrer Lange variieren (Li et al.,
2004). Dies beruht darauf, dass das Fehlen der Methylgruppe als Signal fiir die Zellen dient, mehrere
Nukleotide an die miRNAs anzuhdngen. Dabei war das meist angehangte Nukleotid Uracil, sodass von
einer Polyuridinylierung gesprochen werden kann (Li et al., 2004). Ein solcher Poly-U-Schwanz gilt als
Markierung fir eine anschlieBende Degradation (Shen und Goodman, 2004). Auch von Ji und Chen
wurde beschrieben, dass das Anhdngen eines Poly-U-Schwanzes und die Degradation von RNA-
Spezies weit verbreitete Prozesse sind, wenn die Methylgruppe durch ein Stilllegen der
entsprechenden Methyltransferase wegfallt (Ji und Chen, 2012).

Allerdings sind nicht alle kleinen RNA-Spezies methyliert. Vielmehr sind es in jedem Organismus
spezifische RNA-Spezies, die eine solche Modifikation tragen. So werden zum Beispiel in
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Tetrahymena die Keimbahn-assoziierten scanRNAs methyliert (Kurth und Mochizuki, 2009); im
Zebrafisch sind es die piRNAs, die von einem Henl-Homolog methyliert werden (Kamminga et al.,
2010). Somit kann der Schluss gezogen werden, dass eine Methylierung als selektives Merkmal gilt
(Kurth und Mochizuki, 2009; Mochizuki und Kurth, 2013). In dieser Arbeit konnte mit Hilfe der
Tiefensequenzierungen demonstriert werden, dass Henl die im Transgen-induzierten RNAI-
Mechanismus synthetisierten primaren und sekundaren siRNAs gleichermallen methyliert (vgl. Abb.
3.16 A und B). Zudem konnte gezeigt werden, dass Henl nicht zwischen sense und antisense
orientierten siRNAs diskriminiert (vgl. Abb. 3.16 D).

Allerdings scheint es hier den Anschein zu haben, dass obwohl die detektierbaren primaren als auch
die sekundaren siRNAs methyliert sind, diese spezifische Stabilisierung keinen groRen Einfluss auf
deren Akkumulation ausibt (vgl. Abb. 3.14). Es konnte an Hand der Tiefensequenzierungen gezeigt
werden, dass die generelle Anzahl beider siRNA-Klassen im Hen1-Silencing im Vergleich zur Kontrolle
reduziert ist (vgl. Abb. 3.16 A und B). So konnte eine ca. 1,2fache Reduktion der Reads im 3’
deletierten Bereich verzeichnet werden, die Anzahl der Reads, die auf den Genk&rper mappen war
ca. einfach reduziert (vgl. Abb. 3.16 C oberer Graph). Somit sind die primédren wie auch die
sekundaren Transgen-induzierten siRNAs um ca. das Einfache reduziert. Auch die funktionelle GroR3e
von 23 nt bleibt erhalten. In der pTl-hen1Me-Library zeigt sich ein anderes Bild. Da Henl nur
stillgelegt nicht aber ausgeknockt wurde, sind in dieser Library siRNAs zu finden, die auf Grund einer
Restaktivitdit von Henl noch methyliert sind. Oder, wie in Abb. 3.15 A zu sehen ist, nach der
Abspaltung des letzten Nukleotids durch die Behandlung mit Periodat wieder ligierbar waren, jedoch
nicht methyliert sind. Da sich die funktionelle Grofle von 23 nt im Hen1-Silencing nicht dndert,
konnte also kein Anhdngen eines poly-U-Schwanzes gezeigt werden, wie das fir miRNAs in
Arabidopsis der Fall ist (Li et al., 2004) (vgl. Abb. 8.4).

Der Schluss, dass ein Wegfallen der Methylgruppe keinen starken Einfluss auf die Akkumulation der
siRNAs hat, konnte auch mit den Northernblot-Analysen aus Abbildung 3.14 B bestatigt werden. Hier
ist im Henl-Silencing die gleiche Menge an spezifischen siRNAs zu detektieren, wie in der ICL-
Kontrolle (vgl. Abb. 3.14 B). Allerdings zeigte sich auf phanotypischer Ebene ein signifikanter Effekt im
Hen1-Silencing verglichen mit der Kontrolle (vgl. Abb. 3.14 A). Daraus kann man schlieRen, dass die
siRNAs zwar nicht mehr methyliert sind und auch nicht abgebaut werden, der Phanotyp aber
dennoch eingeschrankt ist. Das Wegfallen der Methylgruppe muss einen Effekt downstream im
Mechanismus auslésen. Nachdem im Rahmen dieser Arbeit gezeigt werden konnte, dass das
methylieren der siRNAs unabhangig vom Binden der siRNAs an ein Ptiwi ist (vgl. Abb. 3.27), kann dies
als downstream Komponente ausgeschlossen werden. Das Vorhandensein der Methylgruppe hat
keinen Einfluss auf das Bindeverhalten der Ptiwis.

4.3.1: Aufbau der MTase-Domane von Hen1 und die Gewinnung eines Antiserums gegen
diese MTase-Domine

Obwohl Paramecium drei Genomduplikationen durchlief (Aury et al., 2006), liegt nur eine Genkopie
von Henl im Genom vor. Dies deutet auf einen hohen selektiven Druck auf diesem Gen hin und, dass
dieses Gen moglicherweise ein essentielles fiir die Zelle ist. Auch wenn die Methylierung der siRNAs
im Transgen-induzierten RNAi-Mechanismus nur eine kleine Rolle spielt, so kann doch der Schluss
gezogen werden, dass die Henl-induzierte Methylierung anderer RNA-Spezies essentiell fir die Zelle
ist.
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Das Henl aus Paramecium dhnelt in seinem Aufbau eher den tierischen Henl-Homologen aus der
Maus, der Fruchtfliege oder dem verwandten Ciliaten Tetrahymena (Vilkaitis et al., 2010). Auch das
aus Paramecium stammende Henl weist wie die anderen tierischen Homologe nur eine einzelne
katalytisch aktive Doméane auf, die MTase-Doméne (vgl. Abb. 3.17), die dafiir notwendig ist, die
Methylgruppe auf die RNA zu transferieren (Vilkaitis et al., 2010). Das Vorhandensein einer einzigen
Domane grenzt sie klar gegen die pflanzlichen Hen1-Homologe ab. Das in der Studie von Vilkaitis und
Kollegen analysierte pflanzliche Homolog aus Arabidopsis wies viele verschiedene Domanen auf
(Vilkaitis et al., 2010). Auch durch die Studien von Mui Chan und Kollegen und Huang konnte eine
solche Abgrenzung auf Grund der GroRe des Proteins und der Anzahl und Art der Domanen zwischen
tierischen und pflanzlichen Homologen bestatigt werden (Mui Chan et al., 2009; Huang, 2012). Trotz
der Unterschiede zwischen tierischen und pflanzlichen Henl-Homologen konnte in dieser Arbeit
gezeigt werden, dass die katalytisch aktive MTase-Domane in allen Organismen hoch konserviert ist
(vgl. Abb. 3.18).

Diese MTase-Domaéne des Henl aus Paramecium stellt somit den idealen Bereich dar, um als Antigen
fiir die Synthese eines Antikorpers zu fungieren. Aus diesem Grund wurden im Rahmen dieser Arbeit
153 Aminosaduren der MTase-Domane als Antigen in E. coli (iberexprimiert. Aus Abbildung 3.19 kann
man erkennen, dass die Uberexpression des Antigens erfolgreich war. Aus Abbildung 3.20 und der
Hybridisierung mit dem Praimmunserum ist zudem zu erkennen, dass der Hase, der zur
Immunisierung und zur Gewinnung des Antiserums genutzt wurde, vor Beginn der Immunisierung
keinen Kontakt zu einem Paramecium und einem Henl-dhnlichen Protein hatte und deshalb auch
keinen spezifischen Antikorpertiter aufweist. Im Laufe der Immunisierung wurde der Henl-
spezifische Titer jedoch héher bis er schlieRlich ein Level erreicht hatte, mit dem im Westernblot
spezifische Banden detektiert werden kénnen (vgl. Abb. 3.20 und folgende). Die Westernblot-Analyse
aus Abbildung 3.21 zeigt deutlich, dass der Antikorpertiter des affinitdatsaufgereinigten Antiserums
ausreichend ist um Henl-spezifische Banden zu detektieren. Auf diesem Blot wurde die
Proteinfraktion aus isolierten Kernen gegen Gesamt-Protein aufgetragen. Es ist zu erkennen, dass in
beiden Fraktionen eine Henl-spezifische Bande von ca. 35 kDA, verglichen mit den definierten
GroRen der Markerbanden, detektiert werden kann. Das auf Grund der Aminosdure-Sequenz
errechnete Molekulargewicht von Henl wurde mit 39,6 kDa angegeben, jedoch ist das Signal so
stark, dass es sich bei der Bande bei 35 kDA sicher um die Henl-Bande handelt, und der
GroRenunterschied zwischen errechnetem Molekulargewicht und der detektierten GrofRe der
entsprechnende Bande im Blot auf einen Laufartefakt im Gel zurlick zu fihren ist (vgl. Abb. 3.21). Die
Detektion der Bande in der Proteinfraktion der isolierten Kerne, lasst den Schluss zu, dass das Hen1-
Protein in den Kernen lokalisiert sein konnte.

Zudem wurde bei dieser Analyse in der Fraktion des Gesamt-Proteins eine weitere deutliche Bande
mit einem Molekulargewicht von ca. 60 kDA nachgewiesen. Ob diese Bande unspezifisch ist, oder ob
es sich hierbei eventuell um ein Dimer des Henl-Proteins handelt, konnte im Verlauf dieser Arbeit
nicht bestimmt werden. Es wurden zwar Versuche durchgefiihrt, ein eventuell vorliegendes Dimer in
Monomere durch die Behandlung mit einem 8 M Harnstoff-Puffer ( 8 M Urea, 120 mM Tris pH = 7,4)
oder durch die Behandlung mit TCEP (Tris-(2-carboxyethyl)-phosphin Hydrochlorid; [50 mM] pH = 7)
zu denaturieren, jedoch blieben diese Versuche erfolglos (Daten nicht gezeigt). Da also nicht
ausgeschlossen werden kann, dass die detektierte Bande bei 60 kDA eine unspezifische ist, ist das
aus dem Hasen gewonnene polyklonale Antiserum fiir eine Fluoreszenzfarbung ungeeignet. Eine
Lokalisation des Henl-Proteins mit einer Fluoreszenzfarbung ist aber wichtig um die mogliche
Lokalisation in den Kernen zu bestatigen. Die fixierten Zellen der Fluoreszenzfarbungen entsprechen

dem aufgetragenen Gesamt-Protein des in Abbildung 3.21 dargestellten Westernblot und somit
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wiirden beide Proteine, die den Banden bei 35 und 60 kDA auf dem Blot entsprechen, angefarbt
werden. Es ware folglich keine Diskriminierung zwischen ihnen méglich. Um diese Kreuzreaktionen zu
vermeiden, wurde der open reading frame des henl in einen Expressionsvektor kloniert, der es
erlaubt N-terminale und C-terminale Fusionsproteine mit einem Flagtag zu generieren. Diese
Vektoren wurden linearisiert und in Paramecium injiziert. Im Laufe dieser Arbeit konnte gezeigt
werden, dass beide Konstrukte, das C-terminale und das N-terminale Fusionsprotein in den Zellen
exprimiert werden (vgl. Abb. 3.22). Zudem konnte gezeigt werden, dass beide Konstrukte sowohl mit
dem affinitatsaufgereinigten Antiserum gegen das Henl-Protein, als auch mit einem monoklonalen
Antikorper gegen den Flagtag im Westernblot nachgewiesen werden kénnen und die selbe Bande
detektieren, die dem Fusionsprotein in voller Lange entspricht (Vgl. Abb. 3.23).

Aus den Westernblot-Analysen aus Abbildung 3.22 und 3.23 geht zudem hervor, dass die
detektierten Banden beim N-terminalen Fusionsprotein im Vergleich zum C-terminalen
Fusionsprotein deutlich schwacher und schwerer nachzuweisen sind. Dies liegt daran, dass beide
Konstrukte separat manuell in verschiedene Zellen injiziert wurden und somit unterschiedliche
Mengen eingebracht wurden. Das Fehlen jeglicher detektierbarer Banden in der Spur des WT in
Abbildung 3.23 ist durch die Affinitatsaufreinigung zu erklaren. Hierfiir wurde das Gberexprimierte
Antigen, das auch zur Immunisierung des Hasen verwendet wurde, auf eine Membran geblottet und
das Serum anschlieRend dariber aufgereinigt. Das Serum wurde mit dem Membranschnipsel, auf
dem das Antigen gebunden ist, inkubiert. Dies bewirkt, dass die spezifischen Antikérper an das
gebundene Protein binden und unspezifische Antikorper ausgewaschen werden. Im Anschluss
konnte dann der spezifische Antikorper eluiert werden. Da bei dieser Methode jedoch nicht
sichergestellt werden kann, dass zum einen gleich viel Antigen auf jedem Schnipsel bindet und zum
anderen, dass gleiche Mengen an spezifischem Antikérper eluiert werden koénnen, kann es
Unterschiede in der Sensitivitat des aufgereinigten Serums geben. Da auf dem in Abbildung 3.23
dargestellten Blot zudem die (iberexprimierten Fusionsproteine aufgetragen sind, kann es sein, dass
die Uberexprimierten Fusionsproteine die spezifischen Antikorper wegfangen und so leichter zu
detektieren sind; die verbliebene Menge an Antikdrper dann nicht ausreicht um das native Henl zu
detektieren.

Es konnte durch die Markierung des Westernblots aus Abbildung 3.23 allerdings gezeigt werden,
dass die Fusionsproteine vollstandig exprimiert werden und im Westernblot detektiert werden
kénnen. Zudem konnte dargestellt werden, dass die Markierung mit dem Antikorper gegen den
Flagtag, dieselbe Bande markiert wie das Hen1-Serum. Somit war es moglich, das Henl1-Protein in
einer Fluorenszenzfarbung mit Hilfe des monoklonalen Antikdrpers gegen den Flagtag zu detektieren.

4.3.2: Lokalisation von Hen1

Die in dieser Arbeit durchgefiihrten Immunfluoreszenzfarbungen zeigen deutlich, dass das C-
terminale Fusionsprotein sowohl im bzw. am Makronukleus, als auch in bzw. an den beiden
Mikronuklei zu detektieren ist (vgl. Abb. 3.24). Weiter zeigt sich, dass das C-terminale Henl-
Fusionsprotein eher an der Kernmembran des Makronukleus zu finden ist (vgl. Abb.
3.24 Makronukleus). Auch flir Arabidopsis wurde in einer Struktur-Analyse-Studie des pflanzlichen
Henl-Homologs beschrieben, dass dieses ein putatives Kernlokalisierungs-Signal aufweist (Chen et
al., 2002). Dies wurde jedoch nicht mit Fluoreszenzfarbungen bestéatigt. Allerdings wurde in
Tetrahymena thermophila das Henl-Homolog, das wie in Paramecium als single copy Gen vorliegt,
mittels Immunfluoreszenzfarbungen lokalisiert (Kurth und Mochizuki, 2009). Kurth und Mochizuki
konnten zeigen, dass das Henl1-Protein im Makronukleus zu finden ist. Allerdings konnten sie das

113



Diskussion

Protein nur wahrend der Konjugation detektieren, wenn sich die Mikronuklei gerade meiotisch
teilen. In spateren Stadien der Zelle war es ihnen nicht moéglich Henl zu lokalisieren (Kurth und
Mochizuki, 2009). Zudem konnte das native Henl aus Tetrahymena nicht in Proteinisolaten aus
vegetativen Zellen im Westernblot detektiert werden, da es laut Autoren eine zu geringe
Expressionsrate hat (Kurth und Mochizuki, 2009). Beide Ergebnisse, die fehlende Detektierbarkeit des
nativen Henl-Homologs im Westernblot und die Detektion des Hen1 in der Fluoreszenzfarbung, die
nur wahrend der Konjugation gezeigt werden konnte, deuteten darauf hin, dass Henl in
Tetrahymena wahrend der Konjugation starker exprimiert wird als in vegetativen Stadien.

Durch einen Abgleich mit der Genomdatenbank (ParameciumDB, http://paramecium.cgm.cnrs-
gif.fr/) konnte auch fiir das Henl in Paramecium gezeigt werden, dass Hen1 wahrend der Autogamie,
einem Selbstfertilisierungsprozess, der der Konjugation &hnelt, starker exprimiert wird als in
vegetativen Stadien der Zelle (vgl. Abb. 8.1 im Anhang). Allerdings wurden aus Griinden der
Handhabung vegetative Zellen fir die Farbungen genutzt. Da in dieser Arbeit jedoch Fusionsproteine
detektiert wurden, die durch die Injektion in einem Uberexprimierten Zustand in der Zelle vorliegen,
war es hier moglich das Henl auch in anderen Zell-Stadien zu detektieren. Zudem ist die
Expressionsrate von Henl in Paramecium fir eine Detektion im Westernblot ausreichend, wie die
Abbildung 3.21 zeigt.

Eine Lokalisation von Henl im Makronukleus kdnnte einen Hinweis darauf liefern, welche Art von
Genregulation der Transgen-induzierte RNAi-Mechanismus auslost. Da gezeigt werden konnte, dass
Hen1l alle Klassen an involvierten siRNAs methyliert (vgl. Abb. 3.16) und Henl im Kern lokalisiert ist,
ist anzunehmen, dass die Methylierung der siRNAs auch im Kern stattfindet. Folglich liegen viele
methylierte siRNAs im Kern vor, um dort ihre Funktion auszuiiben. Dies wiirde bedeuten, dass es sich
bei der Art der vermittelten Genregulation um ein transkriptionelles Silencing handelt, da hierbei
modifizierende Enzyme zum Chromatin rekrutiert werden, die den Histoncode und damit den
Zustand des Chromatins verandern konnen. Natirlich kann die Lokalisation eines einzigen in den
Mechanismus involvierten Proteins nicht als Nachweis fir die Art der Genregulation angesehen
werden. Um die Art der Regulierung eindeutig zu bestatigen, missten noch weitere Versuche
durchgefiihrt werden. So konnten zum Beispiel Chip-Analysen (Chromatin-Immunoprazipitation,
ChlP) zeigen, ob und wenn ja welche Histonmarker in transgenen Zellen im Vergleich zum Wildtyp
verandert sind und somit den Nachweis einer transkriptionellen Genregulierung zeigen. Es gibt
jedoch auch Beispiele aus anderen Organismen, die zeigen, dass kleine regulatorische RNAs zwischen
dem Kern und dem Cytoplasma wandern, bzw. aktiv an ein Piwi gebunden transportiert werden. So
vermitteln z.B. die piRNAs in Drosophila im Cytoplasma Uber den sogenannten ,Ping-Pong-Kreislauf”
ein post-transkriptionelles Gensilencing durch den Abbau einer homologen mRNA (Rozhkov et al.,
2012; Le Thomas et al., 2013; Saito et al., 2013; Brennecke et al., 2007). Durch das abwechselnde
Binden an Aubergine und Ago3 und deren Slicer-Aktivitait werden zudem immer neue piRNAs
synthetisiert, die dann an Piwi gebunden in den Kern transportiert werden um dort ein
transkriptionelles Gensilencing zu vermitteln (Rozhkov et al., 2012; Le Thomas et al., 2013; Saito et
al., 2013; Brennecke et al., 2007). In einer dieser Studien konnte zudem gezeigt werden, dass diese
Translokation des Piwi-Proteins in den Kern nur stattfinden kann, wenn dieses eine piRNA geladen
hat (Le Thomas et al., 2013). Ein ahnlicher Ping-Pong-Kreislauf wurde in der Maus fiir die piRNAs und
die Proteine Mili und Miwi2 beschrieben. Hier ist es Miwi2, das sowohl im Cytoplasma als auch im
Kern lokalisiert sein kann (Aravin et al., 2008; Kuramochi-Miyagawa et al., 2008). Fur C. elegans
wurde das Argonauten-Protein NRDE3 beschrieben, welches nétig ist um siRNA-vermittelt Zellkern-
lokalisierte RNAs stillzulegen (Guang et al., 2008). Zudem konnte in dieser Studie an C. elegans

demonstriert werden, dass das Binden der siRNA durch NRDE3 im Cytoplasma stattfindet und die
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Translokation in den Kern erst im AnschluB stattfindet (Guang et al., 2008). Auch in Ciliaten wurden
solche Translokationen von kleinen RNA-Spezies schon genauer beschrieben. So konnte in
Paramecium und in Tetrahymena gezeigt werden, dass die dortigen scanRNAs, die vergleichbar mit
den piRNAs aus anderen Organismen sind, wahrend der Autogamie an ein Piwi gebunden aus den
Mikronuklei Gber das Cytoplasma in die Anlagen des neu entstehenden Makronukleus gebracht
werden (Mochizuki et al., 2002; Noto et al., 2010; Lepére et al., 2010). Da im Laufe dieser Arbeit
vermutet werden konnte, dass die in den Transgen-induzierten RNAi-Mechanismus involvierten
siRNAs erst nach dem Methylieren an ein Piwi gebunden werden (vgl Abb. 3.27), und diese
Methylierung auf Grund der Lokalisation von Henl wahrscheinlich im Kern stattfindet, ergibt dies
einen weiteren Hinweis darauf, dass es sich um ein transkriptionelles Gensilencing handeln kdnnte.
Im Rahmen dieser Arbeit konnte eine post-transkriptionelle Regulierung weder bestdtigt noch
ausgeschlossen werden. Eine solche post-transkriptionelle Genregulierung wurde jedoch von Galvani
und Sperling in ihren Studien zu injizierten Transgenen in Paramecium gezeigt (Galvani und Sperling,
2001). Allerdings wurde dies nur fiir ein einizges Gen, das T4a-Gen der Trichozysten-Matrix-Proteine
gezeigt, das zusatzlich einer positiven Feedback-Regulation der Transkription unterliegt (Galvani und
Sperling, 2001). Es liegen folglich andere Grundvorraussetzungen vor, sodass das hier untersuchte
Transgen nicht unbedingt mit dem Transgen aus der Studie von Galvani und Sperling verglichen
werden kann.

An Hand von den hier generierten Daten, ldsst sich jedoch vermuten, dass die Transgen-induzierte
Genregulierung wohl eine Mischung aus transkriptionellem und post-transkriptionellem Silencing
darstellt.

Das N-terminale Fusionsprotein konnte in der Fluoreszenzfarbung aus Abbildung 3.24 keiner
speziellen Organelle zugewiesen werden. Es war vielmehr homogen in der Zelle verteilt zu
detektieren. Da das C-terminale Fusionsprotein jedoch eindeutig den Kernen zugewiesen werden
konnte, lasst dies den Schluss zu, dass am N-terminalen Ende des Proteins Signalpeptide sitzen
mussen, die die native Lokalisation vermitteln, wie es z.B. in Pflanzen beschrieben wurde (Tang et al.,
2014).

Es bleibt hier jedoch anzumerken, dass die in dieser Arbeit durchgefiihrten
Immunfluoreszenzfarbungen nur die Lokalisation der Fusionsproteine detektieren, nicht das native
Henl. Jedoch ist der fiir die Fusionsproteine verwendete 3xFlagtag mit einem Molekulargewicht von
2,73 kDa (Terpe, 2003) so klein, dass davon auszugehen ist, dass dieser die Proteinfaltung kaum
beeinflusst. Es ist somit anzunehmen, dass sich das Fusionsprotein wie das native Henl verhalt und
die Markierung in den Kernen auch dem nativen Hen1 entspricht.

Die Signale des C-terminalen Fusionsproteins in den Mikronuklei deuten darauf hin, dass Henl in
Paramecium tetraurelia mit der Keimbahn assoziiert ist, da die Mikronuklei der Ciliaten der
Keimbahn der héheren Eukaryoten entsprechen. Fir die Maus und Drosophila konnte gezeigt
werden, dass Henl auf die Keimbahn beschrankt vorliegt. Fiir Drosophila konnte durch Saito und
Kollegen demonstriert werden, dass Henl die sogenannten piRNAs (Piwi interacting RNAs)
methyliert, die nur in den Gonaden zu finden sind (Saito et al., 2007). Diese interagieren mit dem
Ago2-Protein und vermitteln so die Eliminierung von transposablen Elementen aus dem Genom der
Keimbahnzellen. Dieses piRNA-abhangige Stilllegen der Transposons konnte in Drosophila von der
Gruppe um Horwich und Kollegen bestéatigt werden (Horwich et al., 2007). Auch fiir die Maus wurde
durch Kirino und Kollegen gezeigt, dass die auf die Keimbahn beschriankten piRNAs aus der Maus

ebenfalls durch das Hen1-Homolog methyliert werden (Kirino et al., 2007 a,b und c). Hen1 konnte in
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der Maus ausschlieBlich in den Hoden nachgewiesen werden (Kirino et al., 2007 a). Kamminga und
Kollegen konnten Ahnliches fiir den Zebrafisch zeigen (Kamminga et al., 2010). Hier konnte Hen1 in
der Keimzellen spezifischen Struktur Nuage der Gonaden nachgewiesen werden, wo es mit dem
ebenfalls ausschlieBlich dort lokalisierten Piwi-Protein ,Ziwi“ interagiert (Kamminga et al., 2010). Fur
C. elegans konnte dagegen dargestellt werden, dass das dortige Hen1l-Homolog , henn-1“ sowohl in
der Keimbahn als auch im Soma zu finden ist und somit nicht auf die Keimbahn beschrankt vorliegt
(Billi et al., 2012). Es konnte Uberall dort lokalisiert werden, wo auch das jeweilige mit den
methylierten RNAs interagierende Argonauten-Protein detektiert werden konnte (Billi et al., 2012).
Eine Kolokalisation von Henl mit einem der getesteten Ptiwis in Paramecium wurde im Rahmen
dieser Arbeit nicht nachgewiesen.

Zusammenfassend lasst sich also sagen, dass das Henl aus Paramecium sowohl in der Keimbahn,
also den Mikronuklei, als auch im Soma, im Makronukleus, zu detektieren ist und somit nicht nur auf
die Keimbahn beschrankt vorliegt, wie es fiir viele Organismen beschrieben wurde. Diese Verteilung
dhnelt also am ehesten der fiir C. elegans beschriebenen.

4.4 Involvierung weiterer Komponenten in den Transgen-induzierten RNAi-

Mechanismus

Marker sowie Carradec und Kollegen konnten in mehreren Studien an Paramecium einen ebenfalls
exogen getriggerten RNAi-Mechanismus, der dsRNA-Feeding assoziierte, detaillierter beschreiben.
Sie konnten fiir den dsRNA-Feeding-Mechanismus zeigen, dass es auch dort primare und sekundare
siRNAs gibt (Marker et al., 2010; Marker et al., 2014; Carradec et al., 2014). Marker und Kollegen
konnten durch Northernblot-Analysen nachweisen, dass die RNA abhangige RNA-Polymerase Rdr3 in
die Akkumulation der Transgen-induzierten siRNAs involviert ist (Marker et al., 2010). In einer
anderen Studie konnten Carradec und Kollegen zeigen, dass Rdr2 und die Nukleotidyltransferase Cid2
in die Akkumulation der sekundidren dsRNA-Feeding assoziierten siRNAs involviert sind (Carradec et
al., 2014). Fur das Paramecium spezifische Piwi Ptiwil3 wurde von Bouhouche und Kollegen
beschrieben, dass es sowohl in den Transgen-induzierten, als auch in den dsRNA-Feeding assoziierten
RNAi-Mechanismus involviert ist (Bouhouche et al., 2010). Auch die Ptiwis 8 und 14 wurden von
Bouhouche und Kollegen als in den Transgen-induzierten RNAi-Mechanismus involviert beschrieben
(Bouhouche et al., 2010). Im Rahmen dieser Arbeit wurde deshalb untersucht, welche Rolle die von
Bouhouche, Marker und Carradec beschriebenen Komponenten im Transgen-induzierten RNAi-
Mechanismus von Paramecium spielen. Mit der zunachst durchgefiihrten phanotypischen Analyse
aus Abbildung 3.25 kann bestatigt werden, dass sowohl die beiden RdRPs Rdr2 und Rdr3, als auch die
drei Ptiwis 8, 13 und 14 und die Nukleotidyltransferase Cid2 im Transgen—induzierten RNAi-
Mechanismus eine Rolle spielen. Bei der Stilllegung aller Komponenten nimmt die Anzahl der Zellen,
die keine Trichozysten mehr ausstoRen kdnnen, signifikant im Vergleich zur Kontrolle ab (vgl. Abb.
3.25). Dies bedeutet, dass der Silencing-Mechanismus durch das Stilllegen der jeweiligen
Komponente unterbrochen wurde und die Komponente somit involviert ist.

4.4.1: Die Ptiwis 8, 13 und 14 im Transgen induzierten RNAi-Mechanismus
Zunachst wurden die in den Transgen-induzierten RNAi-Mechanismus involvierten Ptiwis an Hand
von Northernblot-Anaylsen genauer untersucht. In den Northernblot-Analysen aus Abbildung 3.26 ist
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zu erkennen, dass die detektierbare Menge an siRNAs in den Stilllegungen der einzelnen Ptiwis im
Vergleich zur ICL-Kontrolle stark variiert.

Es ist zu sehen, dass die Menge an Transgen-Vektor-spezifischen primaren siRNAs im Vergleich zur
ICL-Kontrolle in der Stilllegung von Ptiwi 13 und Ptiwi 8/14 als Doppelverfitterung stark abnimmt
(vgl. Abb. 3.26). Allerdings bleibt hier anzumerken, dass das Grundgerist der pTl- Konstrukte dem
dsRNA-Feeding-Vektor L4400 entspricht, wodurch die verwendete Vektorsonde in ihrer Sequenz
auch zu diesem Feeding-Vektor homolog ist und auch primare dsRNA-Feeding assoziierte siRNAs
detektieren konnte (vgl. Abb. 8.3). Von Marker und Kollegen wurde jedoch dargestellt, dass diese
dsRNA-Feeding-assoziierten siRNAs keine Modifikation an ihrem 3" Ende aufweisen. Im Rahmen
dieser Arbeit konnte jedoch eine solche Modifikation bei den mit dieser Sonde detektierten siRNAs
aufgezeigt werden. Somit ist davon auszugehen, dass bei der Hybridisierung mit der Vektor-Sonde
lberwiegend die primaren Transgen-induzierten siRNAs detektiert werden. Da in der Spur der
einzelnen Ptiwi 8-Stilllegung keine Abnahme der mit der Vektor-Sonde detektierten siRNA-Menge zu
verzeichnen ist, ist die detektierte Abnahme der Menge an primdren siRNAs bei der
Doppelverfitterung eher auf Ptiwi 14 zurlickzufiihren (vgl. Abb. 3.26). Auch das Expressionslevel
dieser beiden Ptiwis aus Abbildung 8.1 im Anhang deutet auf eine verstarkte Rolle von Ptiwi 14 in die
Akkumulation der siRNAs hin. Ptiwi 14 ist im Vergleich zu Ptiwi 8 im vegetativen Stadium der Zelle
hoher exprimiert, wohingegen Ptiwi 8 wahrend der Autogamie starker exprimiert wird als das Ptiwi
14 (Bouhouche et al., 2010). Da fiir diese Northernblot-Analysen RNA aus vegetativen Zellen isoliert
und analysiert wurde, kdnnen auch nur Riickschliisse auf Ptiwi 14 gezogen werden. Um die genaue
Rolle von Ptiwi 8 im Transgen-induzierten RNAi-Mechanismus untersuchen zu kdnnen, miisste RNA
aus autogamen Zellen isoliert und mittels Northernblot analysiert werden. Jedoch kann festgehalten
werden, dass die beiden Ptiwis 13 und 14 wahrscheinlich in die Akkumulation der priméren
Transgen-induzierten siRNAs involviert sind.

Aus Abbildung 3.26 wird zudem ersichtlich, dass diese beiden Ptiwis 13 und 14 auch die Menge an
nd169-spezifischen siRNAs beeinflussen. Auch diese siRNAs sind in ihrer Menge im Silencing der
Ptiwis im Vergleich zur ICL-Kontrolle stark reduziert (vgl. Abb. 3.26). Die nd169-spezifischen siRNAs
stellen eine Mischung aus primaren vom Transgen synthetisierten und sekundaren von einer mRNA
des endogenen nd169-Gens synthetisierten siRNAs dar. Deshalb kann nicht eindeutig gesagt werden,
dass die Ptiwis 13 und 14 in die Akkumulation der sekundiaren siRNAs involviert sind, da die
detektierte Reduktion der siRNA-Menge mit der ND169-Sonde im Genkorper darauf beruhen kénnte,
dass nur die primaren siRNAs reduziert sind und nur noch die sekundaren mit der Sonde detektiert
werden.

Um genauer zu charakterisieren, welche Klasse von Transgen-induzierten siRNAs von welchem Ptiwi
abhdngt, wurden die Tiefensequenzierungen herangezogen. Diese erlauben eine Unterscheidung
zwischen den primaren und sekundaren nd169-spezifischen siRNAs innerhalb eines Gens, sodass eine
detailliertere Charakterisierung der Ptiwis in die Involvierung der Synthese und Stabilisierung der
beiden Klassen moglich ist. Bei den Northernblot-Analysen missen fiir die Detektion
unterschiedlicher siRNAs verschiedene Sonden generiert, der Blot gestrippt und neu hybridisiert
werden. Dies kann zur Folge haben, dass beim Strippen des Blots entweder RNA mit
heruntergewaschen wird, oder aber, dass die Sonde nicht vollstandig abgewaschen wird und somit
noch Restsignale detektiert werden konnen, die zu falsch-positiven Ergebnissen fiihren. Somit
kénnen keine Vergleiche zwischen zwei verschiedenen Sonden gezogen werden, sondern nur die

Spuren innerhalb einer Markierung verglichen werden. Die Tiefensequenzierung umgeht dieses
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Problem und stellt die genaueste Methode dar um vergleichende Analysen durchfiihren zu kénnen.
Trotzdem lassen Northenblots unterstiitzend durchaus aussagekraftige Rickschlisse zu und sind
wichtig um die Sequenzierungen interpretieren zu kénnen.

Aus Abbildung 3.29 wird ersichtlich, dass die Doppelverfiitterung der Ptiwis 8 und 14 in der
Sequenzierung einen Einfluss auf die Akkumulation der Transgen-induzierten siRNAs hat. Zieht man
zudem die Northernblot-Analysen aus Abbildung 3.26 hinzu, so ist zu erkennen, dass sowohl die
primaren als auch die sekundaren nd169-spezifischen siRNAs in ihrer Anzahl reduziert sind (vgl. Abb.
3.26 und 3.29). Es kann daher davon ausgegangen werden, dass diese beiden Ptiwis in die
Akkumulation beider Transgen-induzierter siRNA-Klassen, den primaren und den sekundaren,
involviert sind. Zusammen mit den Northernblot-Analysen aus den Abbildungen 3.26 und 3.27 kann
jedoch der Schluss gezogen werden, dass dieser Effekt eher auf Ptiwi 14 als auf Ptiwi 8
zurlickzufihren ist. Um dies bestatigen zu kénnen, miissten jedoch neue Libraries von den einzelnen
Ptiwis kloniert, sequenziert und ausgewertet werden. Dies war im Rahmen dieser Arbeit nicht
moglich. Es ware jedoch auf Grund der starken Homologie der beiden Ptiwis moglich, dass das Ptiwi 8
nur als ,Reserve” dient und einspringt, wenn Ptiwi 14 ausfallt. Allerdings zeigen die im Anhang
aufgefihrten Expressionslevel (vgl. Kapitel 8.4), dass Ptiwi 14 konstitutiv exprimiert wird,
wohingegen Ptiwi 8 nur wahrend der Autogamie stark exprimiert wird. Dies kdnnte einen Hinweis
darauf geben, dass die beiden Ptiwis obwohl sie dhnlich zueinander sind doch unterschiedliche
Funktionen in der Zelle ibernehmen und einander deshalb nicht ersetzen.

Flr das Ptiwi 13 ergibt sich ein dhnliches Bild. Hier konnte gezeigt werden, dass in der Analyse der
Tiefensequenzierung die Bereiche des nd169-Gens, die den sekundaren siRNAs entsprechen, im
Vergleich zur ICL-Kontrolle am starksten abweichen (vgl. Abb. 3.28). Die Anzahl der Reads, die in
diesen Bereichen mappen, sind um das 4-7,5fache reduziert (vgl. Abb. 3.28 D). Zwar ist auch eine
Abnahme der Anzahl der mappenden Reads im Genkdrper zu verzeichnen, allerdings stellt dieser
eine Mischung aus primaren und sekundaren siRNAs dar. Die Reduktion der Reads in diesem Bereich
konnte somit darauf beruhen, dass die sekunddren siRNAs reduziert sind und nur noch die
verbliebenen primaren siRNAs zu detektieren sind und die Anzahl deshalb reduziert ist (vgl. Abb. 3.28
B, C und D). In den Northernblot-Analysen aus Abbildung 3.26 wird allerdings deutlich, dass die
priméren siRNAs bei einer Stilllegung von Ptiwi 13 reduziert sind (vgl. Abb. 3.26). Es kann somit auch
hier festgehalten werden, dass das Ptiwi 13 in die Akkumulation beider Klassen an siRNAs involviert
ist. Allerdings konnte dargestellt werden, dass sich die Stilllegung von Ptiwi 13 analog zu den
Stilllegungen der Komponenten Rdr2 und Cid2 in den Sequenzierungen verhdlt und fiir letztere
konnte von Marker und Carradec und Kollegen gezeigt werden, dass diese in die Akkumulation der
sekundaren dsRNA-induzierten siRNAs involviert sind (Marker et al., 2014; Carradec et al., 2014).
Dies legt den Schluss nahe, dass Ptiwi 13 doch eher in die Akkumulation der sekundaren Transgen-
induzierten siRNAs involviert sein kdnnte.

Flir Tetrahymena konnte gezeigt werden, dass das Stilllegen des Piwi-Homologs Twilp dazu fiihrt,
dass die detektierten siRNAs keine Methylierung mehr aufweisen (Kurth und Mochizuki, 2009).
Daraus wurde der Schluss gezogen, dass das Binden der siRNAs an das Piwi ein essentieller Schritt ist,
damit Henl in direkter Interaktion mit Twilp die Methylierung ausfiihren kann (Kurth und Mochizuki,
2009). Eine solche Interaktion des Piwi-Proteins mit dem Henl-Homolog Pimet konnte auch in
Drosophila gezeigt werden (Saito et al., 2007). In der in dieser Arbeit durchgefiihrten Northenblot-
Analyse aus Abbildung 3.27 konnte jedoch gezeigt werden, dass die Transgen-induzierten primaren
siRNAs trotz der Stilllegung der Ptiwis 8, 13 und 8/14 in einer Doppelverfitterung methyliert sind. Fir

die sekundaren siRNA kann jedoch an Hand der Northernblot-Analyse keine eindeutige Aussage
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getroffen werden (vgl. Abb. 3.27). Allerdings wurde im Rahmen dieser Arbeit die pTl-ptiwi8/14Me-
Library kloniert und sequenziert und konnte zur Analyse der sekunddren siRNAs herangezogen
werden. Da diese Library nur methylierte siRNAs enthalt, sind siRNAs, die in den Bereichen detektiert
werden, die spezifisch flr sekundare siRNAs sind, folglich noch methyliert. Aus Abbildung 3.30 wird
an Hand der Tiefensequenzierung somit deutlich, dass die detektierten sekundaren siRNAs trotz der
Stilllegung der Ptiwis 8 und 14 methyliert sind. Fir Ptiwi 13 wurde jedoch keine Tiefensequenzierung
der methylierten siRNAs im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrt, weshalb hier keine eindeutigen
Rickschliisse auf die sekundaren siRNAs in Bezug auf die Reihenfolge der Methylierung und das
Binden getroffen werden kdnnen. Allerdings geben die bereits erwdahnten Northenblot-Analysen aus
Abbildung 3.27 einen Hinweis darauf, dass die im Ptiwi 13-Silencing detektierten primaren siRNAs
noch methyliert sind. Es kann somit der Schluss gezogen werden, dass das Binden der siRNAs an
eines der drei getesteten Ptiwis nicht nétig ist, damit Henl die Methylgruppe auf die siRNAs
transferieren kann. Somit kann nicht nur gesagt werden, dass beide Prozesse unabhdngig
voneinander ablaufen, es kann auch ein Riickschluss auf die Reihenfolge der Prozesse gezogen
werden. Es ist daher anzunehmen, dass beide Klassen an Transgen-induzierten siRNAs zuerst von
Henl methyliert und erst im Anschluss in das Ptiwi geladen werden um zum Zielort in der Zelle
geleitet zu werden. Eine schematische Ubersicht der mdglichen Ablidufe ist in Abbildung 4.1
dargestellt.

Zusammenfassend lasst sich fir die Ptiwis folgendes Bild zeichnen. Das Paramecium spezifische Ptiwi
14 ist in die Akkumulation beider Transgen-induzierten siRNA-Klassen involviert, wobei eine
Beteiligung von Ptiwi 8 nicht ausgeschlossen werden kann. Das Ptiwi 13 spielt ebenfalls in der
Akkumulation beider siRNA-Klassen eine Rolle. Auf Grund der Analogie zu Rdr2 und Cid2 lasst sich
jedoch der Schluss ziehen, dass Ptiwi 13 in der Akkumulation der sekundaren Transgen-induzierten
siRNAs involviert sein konnte. Zudem lasst sich vermuten, dass das Laden der siRNAs in das Ptiwi
unabhangig von der Methylierung der siRNAs ist und zeitlich erst nach dieser stattfindet.

4.4.2: Die RNA abhingige RNA-Polymerasen 2 und 3 und die Nukleotidyltransferase Cid2
im Transgen-induzierten RNAi-Mechanismus

Im Anschluss wurden die RNA abhadngigen RNA-Polymerasen Rdr2 und Rdr3 zusammen mit der
Nukleotidyltransferase Cid2 untersucht. An Hand der phanotypischen Analyse aus Abbildung 3.25
konnte fir alle drei Komponenten eine Involvierung in den Transgen-induzierten RNAi-Mechanismus
bestatigt werden. Bei allen sank der Anteil an Zellen, die einen Silencing-Phédnotyp aufweisen hoch
signifikant ab (vgl. Abb. 3.25). Marker und Kollegen konnten fiir Rdr3 beschrieben, dass diese
Polymerase in die Akkumulation der Transgen-induzierten siRNAs involviert ist (Marker et al., 2010).
Allerdings konnten Marker und Kollegen in dieser Studie eine Beteiligung von Rdr2 im Transgen-
induzierten RNAi-Mechanismus noch nicht aufzeigen (Marker et al., 2010). Dies konnte erst in der
Studie von 2014 dargestellt werden, als an transgenen Zelllinien getestet wurde, die einen
moderaten Trich- Phdnotyp aufwiesen (Marker et al., 2014). Bei der Verwendung eines solchen Klons
ist es leichter, geringere Anderingen im Trich- Phdnotyp zu detektieren und auszuzihlen. Bei einem
Klon, der einen starken Trich- Phanotyp aufweist, konnte es dagegen passieren, dass geringere
Anderungen maskiert werden. In den in dieser Arbeit untersuchten Zelllinien war es kein Problem,
Rdr2 als involviert zu beschreiben, obwohl die Zelllinie einen deutlichen Trich- Phanotyp aufwies (vgl.
pTl-/- ICl und Rdr2 in Abb. 3.25).
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Im Rahmen der hier dargestellten Ergebnisse konnte der Schluss gezogen werden, dass Rdr3 bei der
Akkumulation der sekundaren siRNAs eine Rolle spielt. Die Northernblot-Analyse aus Abbildung 3.26
zeigt deutlich, dass die detektierbaren Mengen an primdren siRNAs, die mit der Vektor-Sonde
detektiert werden, nicht von der Stilllegung von Rdr3 betroffen sind. Auch hier bleibt festzuhalten,
dass es sich bei den mit der Vektor-Sonde detektierten siRNAs auf Grund der aufgezeigten
Modifikation wahrscheinlich um Transgen-assoziierte siRNAs handelt und nicht um dsRNA-Feeding
assoziierte (vgl. Marker et al., 2010), obwohl diese Sonde beide Fraktionen detektiert.

Dagegen sind die nd169-spezifischen siRNAs, die ein Mischung aus primaren und sekundaren siRNAs
darstellen, in ihrer detektierbaren Menge bei der Stilllegung von Rdr3 im Vergleich zur ICL-Kontrolle
stark reduziert (vgl. Abb. 3.26). Dieser Effekt kénnte darauf beruhen, dass die sekundaren siRNAs im
untersuchten nd169-Bereich durch die Stilllegung von Rdr3 wegfallen und somit nur die primaren
detektiert werden. Allerdings bleibt hier anzumerken, dass diese Schlussfolgerungen lediglich auf
Grund der Northernblot-Analysen gezogen wurden. Es sind weitere Untersuchungen erforderlich um
dies zu bestatigen. Im Rahmen dieser Arbeit wurde keine Library von einer Rdr3-Stilllegung kloniert
und ausgewertet.

Marker und Kollegen konnten fir die RNA-abhangige RNA Polymerase Rdr2 und die
Nukleotidyltransferase Cid2 bestatigen, dass sie sowohl in den Transgen-induzierten, als auch in den
dsRNA-Feeding assoziierten RNAi-Mechanismus involviert sind (Marker et al., 2014). Fir Rdr2 und
Cid2 konnte an Hand der in dieser Arbeit durchgefiihrten Northernblot-Analysen bestatigt werden,
dass sie einen Effekt auf die Akkumulation der Transgen-induzierten siRNAs haben (vgl. Abb. 3.28 A).
Beide Komponenten zeigten durch ihre Stilllegung einen beinahe Verlust der detektierbaren Bande
der siRNAs (vgl. Abb. 3.28 A). Allerdings wurde dieser Northernblot nur mit der nd169-Sonde
hybridisiert und zur detaillierteren Analyse des Einflusses dieser Komponenten auf primére und
sekundare Transgen-induzierte siRNAs wurden die Tiefensequenzierungen herangezogen. Durch
diese Analyse der Tiefensequenzierungen konnte klar gezeigt werden, dass sowohl Rdr2 als auch Cid2
einen Einfluss vor allem auf die sekundaren siRNAs haben (vgl. Abb. 3.28 B und C). Hier waren vor
allem die siRNAs in den Bereichen, die spezifisch fiir sekundare Transgen-induzierte siRNAs sind,
stark reduziert (vgl. Abb. 3.28 B, C und D 5" deletierter und 3" deletierter Bereich). Im Bereich des
Genkorpers war dagegen die geringste Reduktion der Anzahl mappender Reads zu verzeichnen (vgl.
Abb. 3.28 D). Dies lasst sich dadurch erkldren, dass die im Genkorper detektierten siRNAs eine
Mischung aus priméaren und sekundaren siRNAs darstellen. Fallen die sekundaren siRNAs in diesem
Bereich weg, bleiben die primaren siRNAs Ubrig und sind immernoch detektierbar. Dies flhrt zur
Reduktion der Gesamtmenge in diesem Bereich.

Eine Abhangigkeit der sekundadren siRNAs von einer RARP wurde schon in vielen Organismen
beschrieben. In C. elegans hangen die sekunddren siRNAs von der RNA abhangigen RNA-Polymerase
Rrf-1 ab (Aoki et al., 2007; Moissiard et al., 2007). Fiir S. pombe wurde beschrieben, dass Rdp1l, ein
RdRP-Homolog, fiir die Synthese der sekundaren siRNAs verantwortlich ist (Simmer et al., 2010;
Moissiard et al., 2007). In Arabidopsis konnte gezeigt werden, dass die sekundaren siRNAs von der
RNA abhangigen RNA-Polymerase RdR6 abhingen (Manavella et al., 2011; Yoshikawa, 2013;
Moissiard et al., 2007). Auch in dieser Arbeit konnte fir Rdr2 der starkste Einfluss auf die sekundéaren
siRNAs im Vergleich zu den weiteren getesteten Komponenten des RNAi-Mechanismus gezeigt
werden (vgl. Abb. 3.28). Diese Klasse an sekundaren siRNAs ist durch die Stilllegung von Rdr2 nahezu
eliminiert. Es kann somit der Schluss gezogen werden, dass Rdr2 in die Synthese der sekundaren
Transgen-induzierten siRNAs in Paramecium involviert ist.

Bei Cid 2, dessen genaue Funktion jedoch noch unbekannt ist (Marker et al., 2014), war der Einfluss

auf die Menge der sekundaren Transgen-induzierten siRNAs in Paramecium zwar deutlich, aber nicht
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so stark wie bei Rdr2 (vgl. Abb. 3.28). Dies legt den Schluss nahe, dass Cid2 in die Stabilisierung der
sekundaren siRNAs involviert sein muss nicht aber in die Synthese.

Fir S. pombe konnte gezeigt werden, dass die RNA abhdngige RNA-Polymerase Rdrl mit dem Cid-
Homolog Cid12 und einer RNA-Helikase Hrrl interagiert und einen Komplex, den RDRC (,RNA-
directed RNA Polymerase complex”) bildet (Motamedi et al., 2004). Bei der Bildung dieses Komplexes
ist Cid12 direkt beteiligt. Cid12 ist notwendig, damit Hrrl mit dem Komplex assoziieren kann. Hrrl
wiederum ist fur die Interaktion mit einem weiteren Komplex, dem RITS, verantwortlich. Nur wenn
beide Komplexe interagieren, kann ein transkriptionelles Silencing des Zielgens stattfinden
(Motamedi et al., 2004). Rdr1 kann zwar auch ohne seine Partner einen Doppelstrang synthetisieren,
jedoch wird dieser nur zu siRNAs prozessiert, wenn die anderen Komponenten daran beteiligt sind
(Motamedi et al., 2004).

Auch fur T. thermophila wurde beschrieben, dass die RNA abhangige RNA-Polymerase Rdrl mit
einem Komplex assoziiert ist, der weitere vier Proteine beinhaltet. Zwei dieser vier Proteine, Rdnl
und Rdn2 genannt, weisen Ahnlichkeiten zu Ribonukleotidyltransferasen auf (Lee et al., 2009). Beide
Gene sind Paraloge zueinander und sind zu 39 % in ihrer kodierenden Sequenz identisch und in
weiteren 24 % sehr ahnlich zu einander. Beide Nukleotidyltransferasen polyuridinylieren
einzelstrangige RNA-Spezies in vitro (Lee et al., 2009). Es konnte gezeigt werden, dass Rdrl auch
ohne die vier anderen Partner eine Polymerase-Aktivitdit aufweist, allerdings konnte auch
nachgewiesen werden, dass das Vorhanden sein der Nukleotidyltransferasen beglinstigend fiir die
Akkumulation der siRNAs ist (Lee etal., 2009). Es wird vermutet, dass das 3" Ende der RISC
geschnittenen RNA, die Ziel der primaren siRNAs war, durch eine Polyuridinylierung stabilisiert wird
und somit leichter von der RdrP erkannt und als Template zur Generierung der dsRNA genutzt
werden kann (Lee et al., 2009).

In C. elegans wurde das Cid-Homolg Rde-3 entdeckt (Chen et al., 2005). Es konnte gezeigt werden,
dass Rde-3 die Akkumulation der siRNAs beeinflusst und eine Stilllegung dieses Proteins die Fertilitat
und Lebensfadhigkeit der Tiere einschrankt (Chen et al.,, 2005). Rdr-3 enthalt eine konservierte
Nukleotidyltransferase2-Domane und gehoért somit in die Superfamilie der B-Nukleotidyltransferasen
(Chen et al., 2005). Auch hier wurde der Effekt durch eine Rdr-3 vermittelte Stabilisierung des 3’
Endes einer degradierten mRNA erklart, die somit zuganglicher fiir die RNA abhdngige RNA-
Polymerase ist und dadurch als Template fir die Synthese sekundarer siRNAs dient (Chen et al.,
2005).

Marker und Kollegen haben in ihrer Studie an Paramecium spekuliert, dass die RNA abhadngige RNA-
Polymerase Rdr2 und das Cid2 auch direkt interagieren und so einen RDRC-Komplex bilden (Marker
et al., 2014). Die im Rahmen dieser Arbeit gewonnenen Ergebnisse belegen, dass sowohl Rdr2, als
auch Cid2 in die Akkumulation vor allem der sekunddren Transgen-induzierten siRNAs involviert sind.
Zudem zeigen beide einen starken phanotypischen Effekt (vgl. Abb. 3.25). Es liegt somit der Schluss
nahe, dass Cid2 und Rdr2 moglicherweise interagieren um die Synthese der sekundaren Transgen-
induzierten siRNAs zu vermitteln. Es ware denkbar, dass Cid2 die mRNA, die das Ziel der primaren
siRNAs war, durch das Anhdngen von bestimmten Nukleotiden stabilisiert und somit fir Rdr2 das
Signal gibt daraus das Template fir die sekundaren siRNAs zu generieren. Dies musste jedoch mit
weiteren Versuchen erst noch bestatigt werden.

Zusammenfassend lasst sich jedoch sagen, dass die RNA abhdngige RNA-Polymerase Rdr2 und die
Nukleotidyltransferase Cid2 in die Akkumulation der sekundiren Transgen-induzierten siRNAs
involviert sind. Dabei liegt der Schluss nahe, dass Rdr2 sogar in die Synthese der sekundadren siRNAs

involviert ist. Zudem hat es den Anschein, dass Rdr2 und Cid2 zu einem Komplex assoziieren.
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4.5: Moglicher Ablauf des Transgen-induzierten RNAi-Mechanismus in

Paramecium

Aus den in dieser Arbeit erstellten Ergebnissen kann nun ein detaillierterer Ablauf des Transgen-
induzierten RNAi-Mechanismus gezeichnet werden, wie er in Abbildung 4.1 schematisch dargestellt
ist. Das injizierte pTl- Transgen wird in ein aberrantes Transkript des am 3" Ende verkiirzten nd169-
Gens umgeschrieben, das zu einem Doppelstrang umgesetzt wird. Der genaue Mechanismus hierfir
ist jedoch noch unklar. Dieser Doppelstrang wird zu priméaren siRNAs prozessiert. Diese werden von
Henl methyliert und in ein Ptiwi geladen. In welches Ptiwi konnte nicht eindeutig geklart werden,
aber Ptiwi 14 ist hierfir der wahrscheinlichste Kandidat. Da die siRNAs komplementar zur
kodierenden Sequenz des nd169-Gens sind, kdnnen sie nicht nur das aberrante Transkript des
Transgens in cis zur Degradation markieren, sie passen auch auf die transkribierte mRNA des
endogenen nd169-Gens in trans. Die so markierte mRNA wird von Rdr2 zusammen mit Cid2
entweder als Template genutzt um einen Doppelstrang zu synthetisieren, der zu sekundaren siRNA
prozessiert wird. Oder die sekundaren siRNAs werden von Rdr2 in Kooperation mit Cid2 de novo von
der mRNA transkribiert. Auch diese sekundaren siRNAs werden von Henl methyliert und
anschliefend wahrscheinlich an Ptiwi 13 gebunden und erneut in den Kreislauf eingebracht.
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Abbildung 4.1: Schematische Darstellung des Transgen-induzierten RNAi-Mechanismus mit den in dieser Arbeit
untersuchten Komponenten. Die verkiirzte Version des nd169-Gens auf dem Transgen (Rechteck mit Stern) liefert ein
aberrantes Transkript, welches zu einem Doppelstrang umgesetzt wird und dadurch zum Ausléser des RNAi-
Mechanismus wird. Dieser Doppelstrang wird zu primaren siRNAs prozessiert, welche von Henl methyliert werden.
Diese primaren siRNAs werden an eines der Ptiwis 8 oder 14 gebunden und vermitteln die Degradation des aberranten
Transkriptes in cis und der homologen vom endogenen nd169-Gen transkribierten mRNA in trans. Die Markierung der
mRNA rekrutiert Rdr2 und Cid2. Diese generieren die sekunddren siRNAs entweder de novo von der mRNA oder
synthetisieren zundchst einen Doppelstrang aus der mRNA, der dann zu sekunddren siRNAs prozessiert wird. Die
sekundaren siRNAs werden im Anschluss ebenfalls von Henl methyliert an das Ptiwi 13 gebunden und erneut in den
Kreislauf eingespeist.
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5. Zusammenfassung

Fiir alle Organismen ist es wichtig, sich gegen das Eindringen exogener DNA bzw. RNA wie z.B. Viren
oder transposablen Elementen zur Wehr zu setzen um die Integritat ihres eigenen Genoms zu
bewahren. Zudem missen innerhalb eines Organismus oft ganze Genfamilien reguliert werden. Die
RNA-Interferenz stellt ein optimales Mittel sowohl fiir die Abwehr exogener Nukleinsauren, als auch
flr die Regulierung endogener Gene dazu bereit. Das Herzstiick der RNAi stellen kleine regulatorische
siRNAs dar, die Homologie-abhdngig Reaktionen in einer Zelle hervorrufen kénnen, wie z.B. das
transkriptionelle oder das posttranskriptionelle Silencing. Bei dem Mechanismus der RNAi sind
zudem mehrere Komponenten beteiligt um diese siRNAs zu synthetisieren, zu stabilisieren und zu
ihrem Zielort zu bringen um dort das Silencing zu vermitteln. Dabei spielen die Enzyme Dicer und
RNA abhidngige RNA-Polymerasen eine wichtige Rolle in der Synthese. Argonauten, bzw. eine
Unterklasse von ihnen, die Piwi-Proteine sind fir das eigentliche Silencing des Zielgens wichtig und
spielen, wie auch die 2'-O-Methyltransferase Henl, eine Rolle in der Stabilisierung der siRNAs.

In Paramecium tetraurelia weill man, dass endogene Genfamilien, wie z.B. die Oberflachen-Antigene
RNAi-vermittelt reguliert werden. Zudem ist bekannt, dass man RNAi-Mechanismen, die diesem
endogenen Mechanismus dhneln, artifiziell durch das Einbringen einer doppelstrangigen RNA
induzieren kann. Dies kann entweder durch das Verflttern von Bakterien geschehen, die zur
Synthese einer dsRNA in ihrem Inneren veranlasst werden und diese anreichern, oder durch die
Injektion eines Transgens in den Makronukleus, dessen Transkript ebenfalls zu einer dsRNA
umgesetzt wird.

Der Fokus dieser Arbeit lag auf dem exogenen, durch ein injiziertes Transgen induzierten RNAi-
Mechanismus in Paramecium tetraurelia und dessen genauere Charakterisierung. Dabei konnte
gezeigt werden, dass dieser RNAi-Mechanismus eine Temperaturabhangigkeit aufweist, wie es auch
flr RNAi-Mechanismen in anderen Organismen beschrieben wurde. Im Rahmen dieser Arbeit konnte
jedoch die Ursache diese Temperaturabhangigkeit nicht aufgeklart werden.

Daflr konnte gezeigt werden, dass zwei Klassen an siRNAs an diesem Mechanismus beteiligt sind. Es
konnten neben den schon in der Literatur beschriebenen primaren siRNAs auch sekundare siRNAs
nachgewiesen werden, deren Synthese von einer RdRP abhéngig ist. Im Rahmen dieser Arbeit konnte
der Schluss gezogen werden, das diese RdRP, die fir die Synthese der sekundaren siRNAs
verantwortlich ist, das Homolog Rdr2 ist. Weiter konnte gezeigt werden, dass diese sekundaren
siRNAs Transitivitdt induzieren. Dies beschreibt die Amplifikation der siRNAs {ber das
Ausgangsmolekiil hinaus. Es konnte dargestellt werden, dass die sekunddren siRNAs nicht von dem
urspriinglichen Transgen synthetisiert, sondern vielmehr von einem homologen endogenen
Transkript, einer mRNA, entstammen und somit als transitiv angesehen werden kénnen.

Ferner konnte gezeigt werden, dass die Nukleotidyltransferase Cid2 ebenfalls in die Akkumulation
dieser sekundaren siRNAs involviert ist. Es konnte der Schluss gezogen werden, dass dieses Cid2 in
einem Komplex mit Rdr2 vorliegt und das Template zur Generierung der sekunddren siRNAs
stabilisiert und so fur Rdr2 zuganglich macht.

Ein weiterer Schwerpunkt dieser Arbeit war die detailliertere Untersuchung der spezifischen
Stabilisierung beider siRNA-Klassen. Dabei konnte gezeigt werden, dass mehrere Piwi-Proteine in den
Transgen-induzierten Mechanismus involviert sind. Die Paramecium spezifischen Piwis Ptiwi 8, Ptiwi
13 und Ptiwi 14 spielen dabei eine Rolle. Im Rahmen der durchgefiihrten Analysen konnte gezeigt
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werden, dass die Ptiwis 8 und 14 in die Akkumulation und damit in die Stabilisierung beider siRNA-
Klassen involviert sind. Allerdings scheint dieser Effekt eher auf dem Ptiwil4 zu beruhen. Fir das
Ptiwi 13 konnte vermutet werden, dass dieses eher in die Akkumulation und spezifischen
Stabilisierung der sekunddren siRNAs involviert ist. Auch konnte aufgezeigt werden, dass beide
Klassen an Transgen-induzierten siRNAs eine Methylgruppe an ihrem 3" Ende tragen, welche von der
2’-O-Methyltransferase Henl abhangig ist und ebenfalls der Stabilisierung der siRNAs dient. Zudem
konnte vermutet werden, dass diese Methylierung bereits vor dem Binden der siRNAs an eines der
Ptiwis stattfindet und davon unabhéangig ist. Somit konnten Riickschliisse auf den zeitlichen Verlauf
des Transgen-induzierten RNAi-Mechanismus gezogen werden.

Uber eine Lokalisation dieses Hen1-Proteins konnte ferner gezeigt werden, dass dieses Protein in
bzw. an den mit der Keimbahn assoziierten Mikronuklei und dem vegetativen Makronukleus
aufzufinden ist. Die Methylierung der siRNAs findet somit in den Kernen statt. Dies ldasst den Schluss
zu, dass der Transgen-induzierte RNAi-Mechanismus neben der posttranskriptionellen Regulation
auch eine transkriptionelle Genregulation direkt am Chromatin vermitteln kann.
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6. Abkiirzungsverzeichnis

Ago Argonauten-Protein

Amp Ampicillin

APS Ammoiumperoxisulfat

BSA bovine serum albumin

DAPI 4',6-Diamidin-2-phenylindol

Dcr Dicer

DEPC Diethylpyrocarbonat

dsRNA Doppelstrang RNA

Eppi Eppendorf Reaktionsgefald

IPTG Isopropyl-RB-D-thiogalactopyranosid

Kan Kanamycin

MAC Makronukleus

MCS Multiple cloning site

MIC Mikronukleus

miRNA microRNA

mRNA messenger RNA

oD optische Dichte

ORF Open reading frame

PBS phosphate buffered saline

PCR Polymerase-chain-reaction (Polymerase-Kettenreaktion)
PFA Paraformaldehyd

piRNA Piwi interacting RNA

PIS Praimmunserum

PIWI Piwi-Protein

PTGS post-transkriptionelles Gen silencing
RDRC RNA dependant RNA-Polymerase complex
RdRP RNA-abhéngige RNA Polymerase

RISC RNA induced silencing complex

RITS RNA induced transcriptional silencing complex
RNAI RNA-Interferenz

rpm rounds per minute

SAg surface antigen (Oberflachen Antigen)
SDS Sodium-Dodecylsulfat

sSRNA Einzelstrang RNA

SiRNA short interfering RNA

tasiRNA Teomere associated short interfering RNAs
TBS tris buffered saline

TEMED Tetramethylethylendiamin

Tet Tetracyclin

TGS transkriptionelles Gen silencing

UN liber Nacht

UTR Untranslated Region, Bereich der Signalsequenzen einer mRNA
WGD whole genome duplication

WGP wheat grass powder (Weizengras Pulver)
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Anhang

8. Anhang

8.1 Sequenz des Hen1-Antigens (5 —3")
CTCGAGAAAGAACGCACGCTGGACATCGGCTGTAACGACGGCAAATTCATTCAACGCCTGGCACACTCTCTGG
ACTTCAACTTCATCGCTGGTCTGGATATCGACCTGGAAGTCCTGAAAGAAGCGTGCGATAACATCGTGTATGAT
CAGATTCAAGACTGCCTGCGTAGCAATCGCAAATCTGAATGTTGGATCAAACTGTTCCATGGCAACGCCCTGA
AAAAATACAAACAGCTGAAACAAATGAACTTCGAACTGATCACCCTGATTGAAGTGGTTGAACACCTGCAGCT
GGAACAACTGGATGACCTGTGTGAAAACGTTTTTGGTTATCTGAATCCGCAGCGTATTATCATTACCACGCCGA
ACAGTGATTTTAATGTCTACTTCAAACAACTGAACCCGAAATTCGTGCTGCGTCACCCGGACCATAAATTTGAA
TTCTCCCAATAGAAGCTT

8.2 Hen1-Homologe aus anderen Organismen

Tabelle 8.1: Henl-Homologe und deren Bezeichnung aus verschiedenen Organismen. Aufgelistet sind die Homologe aus
Mus musculus, Tetrahymena thermophila, Drosophila melanogaster, Arabidopsis thaliana und Paramecium tetraurelia
samt deren Accesion-Nummern und der Datenbank, aus denen sie gezogen wurden.

Organismus Bezeichnung Accesion Number Datenbank
Mus musculus Henmtl NP_001072114 NCBI
Tetrahymena Henlp CAQ86608 NCBI

thermophila

Drosophila Pimet NP_610732 NCBI
melanogaster

Arabidopsis thaliana Henl ALLO5056 NCBI
Paramecium tetraurelia | PtHen1 GSPAT00036636001 ParameciumDB

8.3 verwendete Software

Bioedit (Hall, 1999)

MEGA4 (Tamura et al., 2004)

Pfam (Finn et al., 2014)

ClustalW (Thompson et al., 1994)

NCBI (NCBI Resource Coordinators, 2014)
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Anhang

8.4 Expressionsprofile der untersuchten Gene wihrend der Autogamie

15

14 ?j

13

—Henl

= o d ok
g 12 ——RdR2
[7;]
gn 11 Ptiwi 8
) W ——— Ptiwi 13

10 7 / e Ptiwi 14

9 —

8 T T T |

VEG MEI FRG DEV1  DEV2  DEV3

Abbildung 8.1: Expressionsprofile der getesteten Gene wahrend der Autogamie. Aufgetragen sind die gemessenen
Expressionslevel gegen verschiedene Phasen des Zellzykluses. VEG steht fiir das vegetative Zellwachstum. MEI steht fir
die beginnende Fragmentierung des alten MAC und der meiotischen Teilung des MIC. FRG entspricht dem Stadium, in
dem mind. 50% der Zellen einen fragmentierten MAC haben. Bei DEV1 sind die Anlagen des neuen MAC in ersten Ziigen
zu erkennen. Bei DEV2 sind die Anlagen des neuen MAC in allen Zellen zu erkennen. DEV3 entspricht dem Zellstadium 10
h nach DEV2.

Henl und Ptiwi 8 sind wahrend der frilhen Autogamie-Phase signifikant aufreguliert. Ptiwi 13 und
Ptiwi 14 weisen keine Anderung ihres Expressionslevels wihrend der Autogamie auf. Zu Cid2 sind
keine entsprechenden Daten unter ParameciumDB verfugbar.
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Anhang

8.5 Nachweis der sekundidren Transgen-induzierten siRNAs mittels
Northernblot
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Abbildung 8.2: Northernblot zum Nachweis sekunddrer nd169 spezifischer siRNAs. A) Dargestellt ist beispielhaft ein
Northernblot, der mit einer Sonde hybridisiert wurde, die den 3° deletierten Bereich der nd169-Gensequenz des
Transgens pTl- abdeckt. Aufgetragen sind jeweils 15 pug der aus den jeweiligen Feeding-Kulturen isolierten RNA. Die
Aufliegezeit des Screens betrug 3 Wochen. B) zeigt einen Dotblot, der als Kontrolle der Sonde dient. Aufgetragen sind je
1 fmol der isolierten RNA aus Kulturen, die mit dem pTIl+ Transgen als Positivkontrolle, dem pTI- Transgen als
Negativkontrolle und einem Vektor, der kein nd169-Konstrukt enthdlt (ICL L4440) ebenfalls als Negativkontrolle,
transformiert wurden.

Aus Abbildung 8.2 geht deutlich hervor, dass die Detektion nd169 spezifischer siRNAs mittels
Northernblot-Analyse nicht durchfiihrbar ist. Die Methode ist nicht sensitiv genug um die sekundaren
siRNAs, die vom endogenen nd169-Transkript synthetisiert werden, nachzuweisen. Man sieht in
Abbildung 8.2 A, dass keine Banden im Northernblot zu detektieren sind. Abbildung 8.2 B zeigt
jedoch, dass die radioaktive Markierung der Sonde funktioniert hat. Hier lasst sich ein Signal in der
Spur detektieren, die RNA der Zellen enthilt, die das pTl+ Konstrukt tragen. Dieses Konstrukt liegt in
groRRer Kopienzahl in den Zellen vor und enthalt den Bereich des nd169-Gens, den die Sonde abdeckt.
Somit kann festgehalten werden, dass die Markierung der Sonde funktioniert hat, die Menge an
sekundaren endogenen nd169-spezifischen siRNAs, die durch das pTI- Konstrukt induziert werden,
jedoch zu gering sind um sie an Hand von Northernblot-Analysen zu detektieren.
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Anhang

8.6 p-Werte der Berechnung des Signifikanzniveaus mittels T-Test der
gqPCR-Daten

Tabelle 8.2 : p-Werte der Berechnung des Signifikanzniveaus mittels T-Test der qPCR-Daten. Berechnet wurde das
Signifikanzniveau der Temperaturen 32°C und 26°C jeweils zu 18° innerhalb der Analyse einer RNAi-Komponente mittels
T-Test. Die Niveaus wurden mit *p <0,05; **p<0,01; ***p<0,001 angelegt.

18°C 26°C 32°C
Rdr3 - 0,8394771 0,0131262
Rdr2 - 0,76089681 0,07570198
Dcrl - 0,99687018 0,3883563
Henl - 0,1858117 0,60735167
GAPDH - 0,89750269 0,9361609

8.7 Verteilung der Reads der einzelnen Libraries

Tabelle 8.3: Verteilung der Reads der einzelnen Libraries. Aufgelistet sind die Gesamtreadzahlen; die Anzahl der Reads,
die auf die Kontaminationssequenzen mappen; Die Summe 7, die Anzahl der Reads, die nach Abzug der
Kontaminationssequenz-mappenden Reads auf das Genom von Paramecium mappen; die Summe K, die die Anzahl der
dsRNA-Feeding assoziierten Reads darstellt und die normalisierte Anzahl R” der Reads in der jeweiligen Zielregion des

nd169-Gens.
Library Gesamtread | Anzahl der Anzahl T Anzahl K Anzahl R” Anzahl R” Anzahl R’
zahlen Reads, die auf 5’Bereich 3’Bereich Genkorper
die nd169-Gen | nd169-Gen nd169-Gen
Kontaminations
sequenzen
mappen
pTI- ICL 8679846 5849533 2830313 1700886 - 364 257269
pTl- Henl 8563794 5869314 2694480 1790803 - 294 221402
pTI-8/14 10597689 6540630 4057059 3036738 - 118 134385
pTI- ICL Me 9464603 5419122 4045481 2446991 - 547 236132
pTl- Henl 3230416 2644923 585493 345457 - 360 16209
Me
pTIl- 8/14 9030584 4478643 4551941 3523059 - 233 120066
Me
pTI-/-ICL 18695851 13299524 5396327 3238147 5118 297 224818
pTI-/-13 14003351 10015438 3987913 2251029 1034 39 99739
pTl-/- Rdr2 12302816 10491988 1810828 656010 419 19 46170
pTI-/- Cid2 21911056 19689311 2221745 835230 1374 33 84737
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8.8 Liste der Kontaminationssequenzen

Tabelle 8.4: Liste der Kontaminationssequenzen. Aufgelistet sind die analysierten Sequenzen verschiedener Organismen,
die bei einer Sequenzierung als Kontamination auftreten konnten. Meist wurden die kompletten Genome analysiert,
teilweise auch nur spezifische Sequenzen.

Art

Stamm

anlysierte Sequenz **
(** wenn nichts eingetragen ist, wurde
das komplette Genom analysiert)

Pseudomonas sp.

uw4
R81
R62

Pseudomonas putida

F1
KT2440
We619
GB-1

DSM 3601

ND6
S16
BIRD-1
HB3267
DOT-T1E

pyridine-2,6-bis(monothiocarboxyli Sdure)
Biosynthese Gen-Locus

Pseudomonas
entomophila

L48

Pseudomonas
aeruginosa

LESB58

PA7

PAO1
NCGM2.51
M18
UCBPP-PA14
DK2

39016
NCMG1179
C3719
2192

Pseudomonas
fluorescens

Pf-5
SS101
A506
SBW25
Q2-87
R124
F113
Q8r1-96
WH6
Pf0-1
NCIMB 11764

Pseudomonas
syringae

B64
DC3000
B728a
1448A

Pseudomonas stutzeri

DSM 10701
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DSM 4166
A1501
Pseudomonas NK-01
mendocina ymp
Pseudomonas 30-84
chlororaphis 06
Pseudomonas fragi B25
Pseudomonas fulva 12-X Chromosom
Pseudomonas NFM421
brassicacearum
Pseudomonas BG33R
synxantha
Pseudomonas Pf-5
protegens
Escherichia coli DH1
BL21(DE3)
BW2952
0O55:H7 str. CB9615
042
536

0O111:H-str. 11128
KO11FL

Klebsiella pneumoniae

NTUH-K2044
MGH 78578
342

1084
HS11286
KCTC 2242
WGLW?2
NTUH-K2044
MGH 78578
WGLW3

Ecl8
WGLW1
KpQ3

Klebsiella variicola

At-22

Klebsiella oxytoca

E718

KCTC 1686
10-5246
10-5250
10-5245
10-5243

Shigella flexneri

2002017

Acidovorax sp.

1542

Enterobacter
aerogenes

EA1509E
KCTC 2190

Enterobacter cloacae

SCF1
ENHKUO1
SDM

ATCC 13047
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Enterobacteriaceae FGI 57
bacterium

Azotobacter vinelandii | D)
Photobacterium SS9

profundum

Paramecium aurelia

Mitochondriales Genom
25S grofle Untereinheit rDNA
grofSe Untereinheit rDNA Gen
makronukleares X -Gen

Paramecium aurelia

snoRNA-Loci
snRNA-Loci
ncRNA-Loci
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8.9 Alignment der Sequenzen der

verwendeten Vektor-Sonde mit den Vektoren pTI- und L4400

A

Vektorsonde
)75 @

Vektorsonde
PTI-

Vektorsonde
PTI-

Vektorsonde
PTI-

Vektorsonde
PTI-

Vektorsonde
L4400

Vektorsonde
L4400

Vektorsonde
L4400

Vektorsonde
L4400

Vektorsonde
L4400

... l~'-~|~--:|:-»vlvv-~[:-~-|~---
CACGTGGCTTCCICGCTCACTGACTCGCIGCGE
3GCTICCICGCTCACT GACTCGCT(

---------- ACTGITTARAC
GGGICTICIGICGACIGITTAAACCACG

BRI R R R R Rt s |
(ofe7 [e{efefe GTAATACGGITATCCACAGAATCAGGGGATAACGCAGG
TAATACGGTTATCCACAGAATCAGGGGATAACGCAGG

PR R R R R It
ARAGAACATGIGAGCARARGGCCAGCAARAGGCC
ABAGAACATGIGAGCAARAGGCCAGCAARAGGCC,

CATAGGCTICCGCCCCCCTGACGAGCATCACARAAATCGACGCTCAAGICAG CGARACCCGACAG

SABACCIGICGIGCCAGCIGCATTIAATGAATCGGCC

T RS i Homattrad e o] Wreereary] W] Fopurard B rieg
aaadels GCTICCICGCICACIGACICGCIGCGCIC

PRI IR I IR S
AATACGGITATICCACAGAATICA

TAATACGGITATCCACAGAATCAGGG

glusesibess el lanetsswalscwdisswas walopssifvesdtbeoscs bows)
CAGGAACCGTARARRAGG e{

GATAACGCAGGAAAGAACAIG

GITITICCATAGGCI( CCCC(

0
0
0O
]
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0O
[
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0O
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34
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in den Northernblot-Analysen

Abbildung 8.3: Auszug aus den Alignments der Sequenz der Vektor-Sonde mit der Sequenz im Vektorbereich des
Transgens pTl- (A) und dem dsRNA-Feeding-Vektor L4400 (B).

In Abbildung 8.3 ist zu erkennen, dass die in dieser Arbeit fir die Northernblot-Analysen verwendete
Vektor-Sonde zu dem Vektorbereich des Transgens pTI- homolog ist, der sich an die verkiirzte nd169-
Sequenz auf dem Transgen anschlieRt (vgl Abb. 8.3 A). Zudem ist zu sehen, dass die Vektor-Sonde
auch zu einem Bereich des L4400-Vektors, der fiir das dsRNA-Feeding verwendet wurde, homolog ist.

143



Anhang

8.10 Analyse des letzten Nukleotids am 3" Ende der Transgen-induzierten
siRNAs

e B

A , . .
3" deletierter Bereich
w ICL Henl
E oT
© ~ oG
% oT © @cC
E. © =) w | A
& < A hd
E «
g.)a o~
& -
— (=]
oo
S

i -
. | o— ]
22 23 24

22 23 24
Lange [nt]
B ..
Genkorper
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1%}
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g 3
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(o]
— 21 22 23 24 25 26 21 22 23 24 25 26
Lange [nt]

Abbildung 8.4: Analyse des 3° Endes der siRNAs in den Sequenzierungen der pTl-icl-Library (ICL) sowie der pTl-henl-
Library (Henl). Es wurden die mappenden Reads im 3’ deletierten Bereich des nd169-Gens (A) sowie die Reads, die auf
den Genkorper des nd169-Gens mappen (B), analysiert. Dargestellt ist die logarithmisch aufgetragene Anzahl an Reads
(log10), die in dem analysierten Bereich mappen, gegen die Readldnge in Nukleotiden [nt]. Analysiert wurden je das
letzte Nukleotid. Da die Sequenzierungen auf der cDNA der siRNAs basieren, wurde hier Thymin statt Uracil detektiert.

In Abbildung 8.4 ist zu sehen, dass in der pTl-icl-Library bei der 23 nt Fraktion der Reads im
Genkorper alle vier Nukleotide anndhernd gleich stark vertreten sind (vgl. Abb. 8.4 B, ICL). Auch im
3’ deletierten Bereich sind drei Nukleotide vertreten. Hier ldsst sich beobachten, dass Cytosin und
Adenin ofters als letztes Nukleotid vorkommen als Thymin (vgl. Abb. 8.4 A, ICL). Betrachtet man
beide analysierten Bereiche zusammen, so kann man jedoch sagen, dass Paramecium keine
Praferenz fur ein letztes Nukleotid bei der funktionellen GroRe der siRNAs von 23 nt hat. Zudem ist zu
erkennen, dass durch ein Wegfallen der Methylgruppe keine Praferenz fir das Anhangen eines
Nukleotid-Schwanzes besteht. Bei der Stilllegung von Henl konnte in keinem der analysierten
Bereiche in der pTl-henl-Library eine solche Praferenz verzeichnet werden (vgl. Abb. 8.4 A und B,
Henl).
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