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Temperatuur is een cruciale omgevingsparameter voor alle levende organismen.
Hoewel het al goed gekend is hoe bacteriéen en eukaryoten deze
temperatuursveranderingen gewaarworden en hierop reageren, is dit voor archaea
nog steeds raadselachtig. De thermofiele Crenarchaeon Sulfolobus acidocaldarius
groeit optimaal bij 75°C in vulkanische warmwaterbronnen - habitats die
gekenmerkt worden door grote temperatuursgradiénten. Het is echter onbekend
hoe het voelen van de temperatuursverandering en volgende hitteschok-respons
gereguleerd wordt. Dit werk beoogt om deze vragen te beantwoorden door de
hitteschok-respons van S. acidocaldarius te ontrafelen vanuit een systeem-
perspectief enerzijds, en een gerichte studie van de regulatie van het belangrijkste
hitteschok-proteine (HSP) anderzijds.

Met behulp van een gevalideerde hitteschok-opstelling hebben fenotypische tests
de conditie bepaald die een maximale hitteschok-respons uitlokt bij de cellen
zonder hun viabiliteit aan te tasten. Bij deze conditie toonde puls-labeling van de
novo gesynthetiseerd RNA en proteine aan dat de transcriptionele en translationele
activiteit was verlaagd. Transcriptoom- en proteoomanalyses toonden echter aan
dat er een uitgebreide en snelle respons was op RNA-niveau en een langzamere
respons op proteine-niveau. Een functionele verrijkingsanalyse wees uit dat bijna
alle biologische processen worden beinvlioed door hitte-schok. Onze resultaten
wijzen op afwezigheid van een klassieke transcriptiefactor als het belangrijkste
regulatiemechanisme van de hitteschok-respons en suggereren dat
transcriptionele regulatie gebeurt door wijzigingen in DNA condensatie.

Een directe correlatie tussen transcriptionele expressie en translationele productie
was voor de meeste genen niet waarneembaar. Dit wijst op het bestaan van post-
transcriptionele regulatieprocessen. Eén van de mogelijkheden is dat regulatie
gebeurt door structurele elementen in het mRNA (RNA-thermometers), dewelke
zich meestal bevinden in het 5'-ongetransleerde gebied (5'UTR). Voor de HSPs
werd de structuur van de mogelijke RNA-thermometer voorspeld in silico en
gevalideerd in vitro met behulp van een geoptimaliseerde procedure.

Hitteschok-responsieve regulatie werd verder onderzocht voor het belangrijkste
HSP door constructie van een 5'UTR-deletiestam. Deze 5'UTR blijkt een bepalende
factor voor het bekomen van de juiste HSP-niveaus bij de optimale
groeitemperatuur en bij hitteschok op basis van primerextensie, qRT-PCR en
western blotting analyses. Dit is de eerste demonstratie van 5’UTR-geassocieerde,
temperatuursresponsieve regulatie in archaea.

Hiermee geeft mijn onderzoek een comprehensief inzicht in de hitteschok-
responsieve regulatie van een model-Crenarchaeon en een beter begrip van de
fysiologie van dit organisme in de context van zijn natuurlijke habitat. Gezien de
unieke fylogenetische positie van archaea draagt dit onderzoek ook bij tot inzichten
in de oorsprong en vroege evolutie van temperatuursafhankelijke regulatie, relevant
voor de andere domeinen van het leven.




