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ZUSAMMENFASSUNG

In dieser Arbeit wurden die Promotoren der Gene p-gvpA, c-gvpA und fdx aus Halobacterium
salinarum und des mc-gvpA-Gens aus Haloferax mediterranel mit dem bgaH -
Reportergensystem untersucht. Die gvpA-Promotoren stammen aus den entsprechenden vac-
Regionen, die fur die Bildung von Gasvesikeln notwendig sind. Innerhalb der vac-Regionen
sind die Gene gvpACNO, mit gvpA fir das Hauptstrukturprotein GvpA, in eine Richtung
orientiert, wahrend die Gene gvpDEFGHIJKLM, mit gvpE fur den Aktivator GvpE,
genaufwarts von gvpA in entgegengesetzter Richtung liegen.

Der Promotor von p-gvpA (pA-Promotor) ist konstitutiv wahrend der gesamten
Wachstumsphase aktiv, wohingegen der Promotor von c-gvpA (cA-Promotor) und der von
mc-gvpA (mcA-Promotor) nur wahrend der stationdren Wachstumsphase aktiv sind und fur
eine effiziente Transkription den Aktivator cGvpE bzw. mcGvpE benétigen. Die Stérke der
gvpA-Promotoren aus den drei vac-Regionen wurde quantifiziert und die Regulation ihrer
Transkription ndher untersucht. Dazu wurden die Promotoren mit dem bgaH-L eserahmen
fusioniert und die basalen Aktivitdten der gvpA-Promotoren in Haloferax volcanii-
Transformanten ermittelt. Es zeigte sich, dass der pA-Promotor konstitutiv aktiv war, der
mcA-Promotor eine geringe Aktivitat besald und der cA-Promotor keine basale Aktivitét hatte.
Ebenso wurde die Aktivitét der drei gvpA-Promotoren bei Anwesenheit des GvpE-
Aktivatorproteins in Hf. volcanii-Transformanten bestimmt. Es wurde dabei die Wirkung aller
drei verschiedenen GvpE-Aktivatorproteine auf alle drei verschiedenen gvpA-Promotoren
untersucht. Sowohl der mcA-Promotor als auch der pA-Promotor waren durch die drei GvpE-
Proteine pGvpE, mcGvpE und cGvpE aktivierbar. Der cA-Promotor war dagegen nur durch
das homologe cGvpE aktivierbar. Im Vergleich der Promotoren war der mcA-Promotor am
stérksten aktivierbar, wohingegen der cA-Promotor am schwachsten aktivierbar war.

Die basale Aktivitét der gvpA-Promotoren wurde aber auch mit dem Ferredoxin-Promotor
(fdx-Promotor) aus Hb. salinarum verglichen. Es konnte gezeigt werden, dass vom konstitutiv
aktiven fdx-Promotor eine sehr effiziente Transkription ausging, vor alem in der
exponentiellen Wachstumsphase. Die Aktivitdt des fdx-Promotors war fast 400-fach héher
bzw. Uber 1000-fach hoher als die basale Aktivitét des pA- bzw. des mcA-Promotors. Wenn
aledrel gvpA-Promotoren durch cGvpE induziert waren, war die fdx-Promotor-Aktivitét noch

hoher. In der exponentiellen Wachstumsphase war die Aktivitdt des fdx-Promotors



Zusammenfassung Seite 2

bei spiel sweise etwa um das 7-fache hoher als die des induzierten mcA-Promotors, in der spét-
stationdren Wachstumsphase war sie dagegen nur noch ca. 1,5-fach hoher.
Die B-Galaktosidase-Aktivitat war Uber 400 h Wachstum stabiler als die bgaH-mRNA.
Waéhrend in der exponentiellen und der frihen stationdren Wachstumsphase (zwischen 24 und
155 h) grofe Mengen an bgaH-mRNA gebildet wurden, war in der spat stationaren
Wachstumsphase (ab 185 h) keine bgaH-mRNA mehr detektierbar. Im Vergleich dazu stieg
die B-Galaktosidase-Aktivitdt parallel mit der Zunahme an bgaH-mRNA-Menge in der
exponentiellen Wachstumsphase an, blieb auf dem hohen Level und nahm nicht deutlich ab.
An den A-Promotoren wurden auch die konservierten Sequenzen des BRE-Elements
und der TATA-Box verandert, um zu testen ob diese Veranderungen einen Einfluss auf die
basale Aktivitat der Promotoren haben. Dem cA-Promotor, der eine kaum konservierte
TATA-Box besitzt, wurde durch Substitutionsmutation ein gut konservierte TATA-Box
eingefugt, bzw. sie wurde durch die gut konservierte TATA-Box des pA-Promotors ersetzt.
Dieser mutierte cA-Promotor hatte zwar keine basale Aktivitét, war aber besser durch GvpE
aktivierbar. Eine gut konservierte TATA-Box reichte also nicht aus, um dem cA-Promotor
eine basale Aktivitat zu vermitteln. Ahnlich verhielt es sich mit dem BRE-Element. Der cA-
Promotor besitzt ein kaum sichtbares BRE-Element und der pA-Promotor ein gut
konserviertes. Wurde das BRE-Element des cA-Promotors durch das entsprechende des pA-
Promotors ersetzt, bzw. sowohl das BRE-Element als auch die TATA-Box im cA-Promotor
gegen die entsprechenden Elemente des pA-Promotors ausgetauscht, zeigte der cA-Promotor
nie basale Aktivitat, war aber in beiden Féllen besser durch GvpE aktivierbar. Somit geniigten
weder eine gut konservierte TATA-Box, noch ein gut konserviertes BRE-Element, noch die
Kombination aus beiden, damit der cA-Promotor eine basale Aktivitét zeigt. Alle Varianten
fuhrten aber zu einer verbesserten Aktivierbarkeit durch GvpE.
Mit Hilfe von Mutationen innerhalb der gvpA-Promotoren wurde ein Bereich auf den gvpA-
Promotoren identifiziert, der wichtig fur die Aktivierung der Promotoren durch das GvpE-
Protein ist. Es wurde ein chimérer pA-cA-Promotor, der die Sequenz des cA-Promotors, aber
ein 21 nt langer DNA-Abschnitt strangauf der TATA-Box des cA-Promotors durch die
entsprechende DNA-Sequenz des pA-Promotors ersetzt enthielt, konstruiert. In diesem 21 nt
langen DNA-Abschnitt war auch das BRE-Element, das direkt stromauf des pA-Promotors
liegt, enthalten. Mit diesem pA-cA-Promotor konnte gezeigt werden, dass diese 21 nt lange
pA-Promotor-Sequenz ausreichend fur eine Aktivierung durch GvpE war und damit auch die
GvVpE Bindestelle beinhaltete. Es konnte ebenfalls die Wichtigkeit eines gut konservierten
BRE-Elements bei der Aktivierung durch GvpE verdeutlicht werden.
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Der cA-Promotor enthalt eine palindromische Sequenz strangauf der TATA-Box, die mutiert
wurde, um den Wechselwirkungsbereich zwischen GvpE und Promotor néher zu untersuchen.
Zum einen wurden drei Nukleotide zwischen den beiden Palindromhélften deletiert oder
mehrere Nukleotide innerhalb der palindromischen Sequenz substituiert. Die Deletion
bewirkte den Verlust der Aktivierbarkeit des cA-Promotors durch cGvpE. Bei den
Substitutionsmutationen zeigte sich, dass bestimmte Nukleotide des Palindroms scheinbar
unndtig fur die Aktivierbarkeit waren, andere beeinflussten die Aktivierbarkeit.

Auch der mcA-Promotor wurde durch Deletionen und Substitutionen verandert sowie an einer
palindromischen Sequenz mutiert. Eine Deletion von drei Nukleotiden zwischen den
Palindromhalften resultierte in dem Verlust der Aktivierung durch mcGvpE, wahrend die
basale Aktivitdt des mcA-Promotors dagegen unverandert blieb. Der Austausch von mehreren
Nukleotiden innerhalb des Palindroms hatte weder Einfluss auf die basale Aktivitdt des mcA-
Promotors noch auf seine Aktivierbarkeit. Der mcA-Promotor wurde auch mit Hilfe eines 7 nt
deletionscanning Uber eine 49 nt lange Sequenz strangauf der TATA-Box analysiert.
Deletionen, die nahe der TATA-Box lagen, hatten eine drastische Auswirkung auf die
Aktivierbarkeit, wahrend die weiter stromauf gelegenen weniger bis keinen Verlust der
Aktivierung durch cGvpE bedeuteten. Es wurden 28 nt stromauf der TATA-Box, die auch das
BRE-Element enthielten, identifiziert, die besonders wichtig fur die Aktivierung durch GvpE
waren. Erneut konnte gezeigt werden, dass das BRE-Element wichtig fur die Aktivierung
durch das GvpE-Protein war. Auch ein Abtasten des Bereichs durch 4 nt lange
Substitutionsmutationen tber 34 nt strangauf des BRE-Elements konnte zeigen, dass ca. 20 nt
angrenzend an das BRE-Element wichtig fur die GvpE-Aktivierung waren. Damit wurden die
Ergebnisse aus der Deletionsanalyse bestétigt.

Auch der Einfluss der Salzkonzentration auf den mcA-Promotor aus Hf. mediterranei sowie
auf den pA-Promotor und den fdx-Promotor aus Hb. salinarum wurde analysiert. Es stellte
sich heraus, dass sowohl die basale Aktivitét, als auch die durch mcGvpE induzierte Aktivitét
des mcA-Promotors bei 25% Salz im Medium hoher war als bel 20% Salz. Bei 15% Salz im
Medium zeigte der mcA-Promotor dagegen keine Aktivitét. Die basale Aktivité des pA-
Promotors und die durch pGvpE induzierte waren dagegen bel 20 und 25% Salz im Medium
in etwa gleich. Bel 15% Salz war ebenfalls keine Aktivitat vorhanden. Der fdx-Promotor
dagegen war bei allen drei Salzkonzentration aktiv. Eine Regulation durch die
Salzkonzentration zeigte sich demnach sowohl beim mcA- als auch beim pA-Promotor.
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Ein Tell der Ergebnisse der vorliegenden Arbeit wurde bereits vertffentlicht:

Gregor D & Pfeifer F. (2001). Use of a halobacterial bgaH reporter gene to analyse the
regulation of gene expression in halophilic archaea. Microbiology 147: 1745-1754

Pfeifer F, Gregor D, Hofacker A, PloRRer P & Zimmermann P (2002). Regulation of gas
vesicle formation in halophilic archaea. J. Mol. Microbiol. Biotechnal. 4: 175-181
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EINLEITUNG

Halophilie bedeutet direkt Ubersetzt Salzliebe. Halophile Organismen lieben das Salz, das
heif} sie sind nicht nur an hdhere Sal zkonzentrationen angepasst, sondern bendtigen das Salz,
um zu Uberleben. Sie leben in hypersalinen Habitaten mit NaCl-Konzentrationen nahe der
Sattigung wie in Salzseen oder Salinen. In allen drei Doménen des Lebens sind halophile
Mikroorganismen zu finden. Vertreter der Eukaryonten sind verschiedene Spezies der
Grunalge Dunaliella, die bei 5 M NaCl (30%) wachsen kann. Meerwasser hat im Vergleich
dazu eine Konzentration von etwa 0,6 M (3,5%) NaCl (Avron, 1986). Mikrobielle Matten, die
halophile Bakterien wie Cyanobakterien, Purpur-Schwefel-Bakterien und andere enthalten,
kommen oft in Salzseen mit einem geringeren Salzgehalt bis zu 250 g/l vor. Andere Vertreter
der Bakterien sind die anaeroben Halophilen der Ordnung Haloanaerobiales wie z.B.
Haloanaerobium praevalens (Oren, 1999). Die halophilen Archaea der Ordnung
Halobacteriales bendtigen mindestens 1,5 M (9%) NaCl fur ihr Wachstum; die meisten
wachsen optimal bei NaCl-Konzentrationen zwischen 3,5 und 4,5 M (21 bis 27%), und sie
wachsen auch noch gut im Séttigungsbereich von 5,2 M NaCl. Uberall dort, wo solch hohe
Konzentrationen an NaCl auftreten, findet man die Halobakterien. Man kann sogar sagen,
dass sie die dominierende Population werden, sobald die Salzkonzentration eine Molaritét von
mindestens 2,5 erreicht (Norton, 1992; Grant & Larsen, 1989). Je hoher die Salzkonzentration
ist, desto dichter wird ihre Population.

Anpassung an hohe Salzkonzentr ationen

Die Anwesenheit von hohen Konzentrationen an |6slichen lonen zerstdrt normalerweise
Proteine und Makromolekiile. Die Proteine aggregieren oder ihre Struktur kollabiert aufgrund
von hydrophoben Wechselwirkungen. Die Ladungen storen die essentiellen elektrostati schen
Wechselwirkungen innerhalb oder zwischen Makromolekilen. Die Verfiigbarkeit von
Wasser, das fur biologische Prozesse notwendig ist, wird durch die Hydratisierung der
Salzionen reduziert. (Dennis & Shimmin, 1997; Lanyi, 1974; Yancey et a., 1982). Da
biologische Membranen wasserdurchlassig sind, wirde dies fur halophile Organismen
bedeuten, dass ihre Zellen Wasser abgeben mussten. Die Organismen haben deshalb zwei
unterschiedliche Strategien entwickelt, um sich an hohe Salzkonzentrationen im

AulRenmedium anzupassen.
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Bei der sogenannten compatible-solute Strategie wird der osmotische Druck des Mediums
durch organische compatible solutes ausgeglichen, und das intrazelludre System muss sich
nicht besonders an erhdhte Salzkonzentrationen anpassen. Die compatible solutes werden
definiert as solutes, also l6sliche Molekile, die selbst bei hohen Konzentrationen die
Enzymaktivitét nicht beeinflussen und sozusagen mit dieser kompatible sind. Es gibt eine
standig wachsende Liste an compatible solutes. Dazu zdhlen z.B. Polyole (Glyceral,
Arabitol), Zucker, Zuckerderivate, Aminosauren (Oren, 1999). Die Grinalge Dunaliella
synthetisiert beispielsweise Glycerin a's Osmoregulator (Avron, 1986). Einige bakterielle und
eukaryotische Mikroorganismen verwenden diese compatible solutes in Kombination mit
lonenpumpen, um eine niedrige intrazellulare compatible solute-Konzentration aufrecht zu
halten, damit Proteine und Makromolekile vor zu hoher Osmolaritét geschitzt sind. Diese
Strategien sind allerdings nur effektiv in moderat halophiler Umgebungen mit
Konzentrationen von biszu 1,5 M Salz (Dennis & Shimmin, 1997).

Bel der salt-in Strategie werden dagegen im Zellinnern Salzkonzentrationen erreicht, die
aquivalent zu denen im AufRenmedium sind (Oren, 1999). Diese Strategie verfolgen die
halophilen Archaea, die als einzige bis jetzt bekannte Mikroorganismen hypersaline Habitate
besiedeln konnen, die eine Konzentration von 2 bis 5 M Salz haben (Oren, 1994). Im
Gegensatz zum umgebenden Medium, das als Hauptsalz NaCl enthdlt, ist im Cytoplasma der
Mikroorganismen hauptséachlich KCI vorhanden (Dennis & Shimmin, 1997). Das Cytoplasma
des halophilen Archaeons Hal obacterium salinarum enthalt beispielsweise 4 M KCl und 1 M
NaCl. Das meiste KCI liegt in freier Form vor (Grant & Larsen, 1989; Shporer & Civan,
1977). Die meisten halobakteriellen Proteine bendtigen hohe K Cl-Konzentrationen, um in der
nativen Struktur vorzuliegen und ihre biologische Funktion zu erfillen (Grant & Larsen,
1989; Kushner, 1985). Dabel kann aber meist KCI durch NaCl ersetzt werden. Es ist noch
nicht vollstandig geklért, wie die intrazellul&ren Systeme an die hohen Salzkonzentrationen
angepasst sind. Bekannt ist aber, dass Proteine halophiler Organismen einen hohen Anteil an
sauren und einen geringen Anteil an hydrophoben Aminosaureresten aufweisen. Da die
sauren Aminosaurereste aufgrund der bei physiologischen pH-Wert negativ geladenen
funktionellen Gruppe stérker hydratisiert sind als die anderer Aminosaurereste, vermutet man,
dass sie so die Organisation des hydrierten Salzionen-Netzwerkes auf der Proteinoberfléche
besser koordinieren konnen (Dennis & Shimmin, 1997, Frolow et a., 1996). Die Anwesenheit
negativ geladener Seitenketten reduziert auch die Hydrophobizitét und verhindert somit den
strukturellen Kollaps oder die Aggregation (Aussalzen) der Proteine. Es ist auch mdglich,
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dass saure Aminosaurereste Salzbriicken ausbilden, die wichtig sind fir die Stabilitét und die
dreidimensionale Struktur des Proteins (Dennis & Shimmin, 1997, Dym et al., 1995,
Eisenberg, et al., 1992; Zaccai et al., 1989). Die Habitate halophiler Archaea enthalten Na',
K*, Mg® und Ca&* as dominierende Kationen und CI, SO,> und CO,” as dominierende
Anionen. Intrazelluléar dominieren CI" und K*. K*, obwohl groRer als Na', bildet eine kleinere
Hydrathiille als Na" und wird wahrscheinlich deshalb bevorzugt. Vergleicht man die Gene,
die fur halophile archaeale Proteine codieren mit den aquivalenten bakteriellen Genen, so féllt
auf, dass die Gene vieler halophiler Organismen 2 bis 3 x so viele nicht-synonyme
Substitutionen wie die homologen bakteriellen Gene haben. Es wird vermutet, dass diese
Substitutionen einen Einfluss auf die Hydration und die Hydrophobizitét der
Proteinoberflache haben. (Dennis & Shimmin, 1997, Rodriguez-Valera, 1993; Sehgal &
Gibbons, 1960)

Phylogenie und Vorkommen der Halobakterien

Die Ordnung Halobacteriales enthélt nur eine Familie, die der Halobacteriaceae. Diese
umfasst mindestens 17 Gattungen: Haloalcalophilium, Haloarcula, Halobacterium,
Halobaculum, Halococcus, Haloferax, Halogeometricum, Halorhabdus, Halorubrum,
Halosimplex, Haloterrigena, Natrialba, Natrinema, Natronobacterium, Natronococcus,
Natronomonas, Natronorubrum und weitere, bislang nicht kultivierbare Hal obacteriaceae
(Grant & Larsen, 1989; Kameruka, 1998, Holt et al., 1994; Kamekuraet a., 1997).
Halobakterien wurden aus verschiedenen natiirlichen Habitaten isoliert wie z.B. aus dem
Toten Meer (Haloferax volcanii), aus dem Lake Magadi in Kenya (Halorubrum vacuolatum,
friher Natronobacterium vacuolatum; Kamekura et al., 1997) oder auch von gesalzenen
Fischen (Halobacterium salinarum, friher Hb. halobium). Da sie dort oft in sehr hohen
Dichten anzutreffen sind, kann man sie aufgrund ihrer roten Pigmentierung mit blosem Auge
erkennen. Halobakterien kdnnen in Salzkristallen, die in geséttigten Salzlsungen entstehen,
Uberleben. Es konnen 10° bis 10° Halobakterien enthalten sein. Wie sie in den Kristallen
Uberleben, ist noch unbekannt. Sie konnten auch aus Berg- oder Minensalz kultiviert werden
(Oren, 1994). Man hat Halobakterien auch schon in solchen exotischen Gebieten wie der
Antarktis, in Afrika oder auch in Tibet gefunden (Norton, 1992). In Salzseen konnen 107 bis
19° Zellen pro ml vorkommen (Grant & Larsen, 1989).

Die Halobakterien zeichnen sich auch durch ihre Formenvielfalt aus. So gibt es Stabchen

(z.B. Halobacterium), Kokken (z.B. Halococcus und Natronococcus), dreieckige Plattchen
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(z.B. Haloarcula), viereckige Pléttchen (z.B. Haloarcula) und runde Scheiben (z.B.
Haloarcula und Haloferax) (Grant & Larsen, 1989).

Man kann die Halobacteriaceae in zwei Gruppen unterteilen: Halophile, die bei neutralen pH-
Werten vorkommen und in Haloalkaliphile. Erstgenannte |eben bei einem pH-Optimum von 5
bis 8 und benétigen mindestens 5 mM M(gCIl,. Die Haloalkaliphilen wachsen dagegen bei
einem pH-Optimum von 8,5 bis 11 und bendtigen sehr wenig MgCl, (< 1 mM) (Grant &
Larsen, 1989).

Die halophilen Archaea lassen sich auch weiterhin unterteilen in moderat und extrem
Halophile. Die moderat Halophilen, z.B. die Gattung Haloferax, benétigen sowohl 2 bis 3,5
M NaCl als auch 0,5 bis 2 M Mg** im Medium. Extrem Halophile benttigen dagegen
mindestens 3,0 bis 5,2 M NaCl im AulRenmedium wie z.B. Halobacterium salinarum (Grant
& Larsen, 1989)

Physiologie

Die meisten Halobakterien sind aerobe, chemoorganotrophe Mikroorganismen, die
verschiedene Aminosauren fur ihr Wachstum bendtigen. Beim Fehlen von Sauerstoff konnen
manche aber auch Nitrat oder Fumarat als terminale Elektronenakzeptoren in ihrer
Atmungskette nutzen. Sind keine Elektronenakzeptoren vorhanden, kann Halobacterium
salinarum auch Arginin zu Citrullin fermentieren (Oren, 1994). Halobakterien, welche die
Purpurmembran besitzen, konnen Lichtenergie zum ATP-Gewinn nutzen.

Kolonien von Halobakterien auf Agarplatten sowie FlUssigkulturen erscheinen in
verschiedenen Rotschattierungen. Dies ist auf die C,,- und Cg- Carotinoide wie Lycopine
bzw. Bakterioruberine und das Bakteriorhodopsin zuriickzufiihren. Diese roten Pigmente
schiitzen die Organismen vor photooxidativen Schaden durch Sonnenstrahlen. Halobacterium
salinarum bildet bel niedrigem Sauerstoffgehalt purpurfarbene Bereiche in der Membran aus,
die als Purpurmembran bezeichnet wird. Das lichtabsorbierende Element im
Bakteriorhodopsin ist Retinal, welches kovalent mit einem Lysin verknilpft ist. Dieses
Chromophor gibt der Memebran die violette Farbe. Bakteriorhodopsin agiert unter anaeroben
Bedingungen als Licht-getriebene Protonenpumpe, wobei die Lichtenergie vom Pigment
absorbiert wird. Der aufgebaute Protonengradient (proton motive force, PMF) wird zum ATP-
Gewinn genutzt. Diese Halobakterien konnen deshalb anaerob mit Licht wachsen (Grant &
Larsen, 1989). Das PMF kann auch genutzt werden, um Na'-lonen mit Hilfe eines Na'/H'-
Antiport-Systems aus der Zelle zu schleusen. Der resultierende Na'-Gradient sorgt fir eine

intrazellulare Akkumulatierung an K*-lonen, die fur die osomotische Stabilitat benétigt
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werden (Norton, 1992). Ein anderes Retinalprotein in Halobacterium ist das Halorhodopsin.
Hierbei handelt es sich um eine Chloridpumpe, die eine &hnliche Struktur wie
Bakteriorhodopsin hat (Lanyi, 1986). Diese Chloridpumpe ist besonders wichtig fir
Halobakterien, da Cl-lonen aufgrund ihrer negativen Ladung nicht Uber den passiven
Transportweg wie K*-lonen angehéauft werden konnen (Norton, 1992). Weitere
Retinal proteine fungieren als Signaltbertréger oder als Lichtsensoren in phototaktischen
Prozessen wie z.B. SRI und SRII (Grant & Larsen, 1989; Stoeckenius & Bogomolni, 1982;
Wolff et al., 1986).

Die Zellwand der Halobakterien besteht nicht aus Peptidoglykan wie bei den Bakterien
sondern aus einem S-Layer, der hauptséchlich aus Proteinen und Glykoproteinen aufgebaut
ist. Der S-Layer ist ein zweidimensionales Protein-Gitter, das in der Plasmamembran
verankert ist (Kandler & Konig, 1998). Die Zellmembran ist wie bei alen Archaea aus

| soprenyl-Glycerin-Diether-Lipiden zusammengesetzt (Woese et al., 1990; Norton, 1992).

Gasvesikel

Betrachtet man bestimmte Halobakterien wie die z. B. Halobacterium salinarum unter dem
Phasenkontrastmikroskop, sind dort kleine lichtbrechende ZelleinschlUsse, die Gasvesikel zu
erkennen. Da die Gasvesikel lichtbrechende Eigenschaften haben, erscheinen diese
Organismen auf Agarplatten als undurchsichtige weil3e bis hellrosa Kolonien und in
Glaskolben als triibe, hellrote bis weil3e Flussigkultur. Gasvesikel freie Halobakterien bilden
dagegen durchsichtige und rote Kolonien. Die Gasvesikel verschaffen den Zellen Auftrieb,
um in Wasserschichten mit hoherem Sauerstoffgehalt zu kommen (Walsby, 1994). lhre
lichtbrechende Eigenschaft konnte allerdings auch als Schutz vor photooxidativen Schaden
dienen (Shear & Walshy, 1975). Nicht nur die halophilen Archaea Halobacterium salinarum
und Haloferax mediterranei oder das haloalkaliphile Archaeon Halorubrum vacuolatum
kénnen Gasvesikel bilden, sondern auch eine ganze Reihe anderer Archaea und Bakterien
(Stoeckenius & Kunau, 1968; Englert et al., 1990; Mwatha & Grant, 1993; Pfeifer et al.,
1997). Einige Cyanobakterien wie das methanogene Archaeon Methanosarcina barkeri und
auch das Gram-negative Bakterium Ancylobacter aquaticus sind fahig, Gasvesikel zu bilden
(Walsby, 1994; Zhilana & Zavarin, 1979; Konopka et al., 1975). Betrachtet man isolierte
Gasvesikel im Elektronenmikroskop, féllt auf, dass es zylindrische Gasvesikel mit konischen
Enden und zitronenférmige Gasvesikel gibt (Jost, 1965; Simon, 1981; Englert et al. 1990). In
Grof3e und Gestalt unterscheiden sich die Gasvesikel bei den verschiedenen Organismen. Die

Gasvesikel der Halobakterien haben einen Durchmesser von ca. 200 nm. Die
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zitronenformigen Gasvesikel sind 200 bis 250 nm- und die zylindrischen Gasvesikel 600 bis
1500 nm lang (Stoeckenius & Kunau, 1968; Simon, 1981, Englert et al., 1990). Im Vergleich
dazu sind die Gasvesikel der Cyanobakterien kleiner. Sie haben einen Durchmesser von 45
bis 120 nm und eine L&nge von 100 bis 800 nm (Walsby & Hayes, 1989; Walsby, 1994). Die
Gasvesikelhille hat eine Rippenstruktur, wobei die Rippen senkrecht zur Querachse der
Gasvesikel angeordnet sind (Jost, 1965; Stoeckenius & Kunau, 1968; McMaster et al., 1996).
Die Gasvesikelhille ist nur aus Proteinen aufgebaut (Krantz & Ballou, 1973). Die Oberflache
der Hulleninnenseite besteht hauptsachlich aus hydrophoben Aminosaureresten, wohingegen
die Oberflache der AulRenseite Uberwiegend von hydrophilen Resten gebildet wird (Walsby,
1972; Walsby & Hayes, 1989). Durch diese Anordnung der Aminoséuren ist die Proteinhille
wasserundurchléssig, Gase kdnnen durch passive Diffusion in das Innere gelangen, wobel
kein Gas selektiv angereichert wird (Walsby, 1969; Walsby & Hayes, 1989). Das
Hauptstrukturprotein der Gasvesikelhille ist das 7 bis 8 kDa grof3e hydrophobe GvpA-Protein
(Gvp = Gasvesikelprotein), das die Rippen bildet. Die Aminosauresequenz des GvpA-
Proteinsist stark konserviert, wobel innerhalb der Halobakterien eine Sequenzadhnlichkeit von
fast 95% besteht (Englert et al., 1990; Englert et al., 1992a). Ein zweites, grofieres
Strukturprotein ist das hydrophile, 20 bis 42 kDa grof3e GvpC-Protein. GvpC befindet sich an
der AulRenseite der Gasvesikelhille. Bei Cyanobakterien besteht die Funktion des GvpC-
Proteins in der Stabilisierung der Gasvesikelstruktur (Hayes et a., 1992), wohingegen GvpC
bei Halobakterien auch eine Rolle bei der Formgebung des Gasvesikels spielt (Offner et a.,
1996; Best, 2000).

Gasvesikelkodierende Gene

Die Gene, die fur die Gasvesikelbildung verantwortlich sind, werden als gvp-Gene
bezeichnet. Bei den halophilen Archaea sind 14 gvp-Gene in der ca. 9 kb grof3en vac-Region
lokalisiert (Horne et al., 1988; Horne et a., 1991; Englert et al., 1992a, Englert et al., 1992b).
Halobacterium salinarum PHH1 besitzt zwei verschiedene vac-Regionen, die p-vac-Region
auf dem 150 kb grof3en Plasmid pHH1 und die chromosomale c-vac-Region. Die p-vac-
Deletionsmutante Hal obacterium salinarum PHH4 enthdt nur die c-vac-Region (Horne et al.,
1988; Horne et al., 1991). Haloferax mediterranei besitzt nur die chromosomale mc-vac-
Region (Englert et al., 1992a). Die Bestimmung der gesamten Genomsequenz der
Halobacterium species NRC-1 zeigte, dass dieser Stamm zwei gvpl Gencluster enthélt, die
auf den beiden grof3en Plasmiden pNRC100 (191 kb) und pNRC200 (365 kb) lokalisiert sind.

Diese sind nahezu identisch mit der p-vac-Region aus Halobacterium salinarum PHH1
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(DasSarma et al., 1994; Ng et al., 1998; Ng et a., 2000). Ein zweites Gencluster, das gvp2
Gencluster, ist ebenfalls auf dem Plasmid pNRC200 lokalisiert und ist nahezu identisch mit
der c-vac-Region aus Halobacterium salinarum PHH1. In diesem gvp2 Gencluster von
Halobacterium species NRC-1 fehlt aber das c-gvpM Gen (Ng et a., 2000). Die Gasvesikel,
die von den drei vac-Regionen p-vac-, c-vac- und mc-vac kodiert werden, unterscheiden sich
in ihrer Form und werden zu unterschiedlichen Zeiten in der Wachstumsphase gebildet. Bei
Halobacterium salinarum PHH1 wird die p-vac-Region konstitutiv exprimiert, was zur
Bildung von zitronenférmigen Gasvesikeln fuhrt. Die Expression der c-vac-Region von
Halobacterium salinarum PHH4 fihrt nur wahrend der stationdren Wachstumsphase zur
Bildung von zylinderférmigen Gasvesikeln (Horne & Pfeifer, 1989). Die Gasvesikel der mc-
vac-Region sind ebenfalls zylinderformig und werden auch nur wahrend der stationéren
Wachstumsphase gebildet. Die Gasvesikelbildung bei Haloferax mediterranel ist aber
zusétzlich noch von der Salzkonzentration abhangig. Dies bedeutet, dass Gasvesikel von
Haloferax mediterranei nur dann gebildet werden, wenn mindestens 17% Salz im Medium
vorhanden ist (Rodriguez-Valera, 1993, Englert et al., 1990). Auch das haloalkaliphile
Archaeon Halorubrum vacuolatum bildet Gasvesikel in Abhangigkeit von der
Salzkonzentration. Hal orubrum vacuolatum bildet wéhrend der kompletten Wachstumsphase
Gasvesikel, aber nur wenn im Medium 15 bis 30% Salz enthalten ist. Zellen, die in Medium
mit 13% Salz angezogen werden, sind Gasvesikel frei (Mayr & Pfeifer, 1997).

Die 14 gvp-Gene sind in den drei vac-Regionen p-vac, c-vac und mc-vac in zwel
entgegengesetzt orientierten Genclustern angeordnet (siehe Abb. 1), wobel eine Gengruppe
die Gene gvpACNO und die andere die Gene gvpDEFGHIJKLM umfasst. Die Gene der drei
vac-Regionen sind zwar miteinander verwandt und auch gleich angeordnet, sie unterscheiden
sich aber in ihrer Transkription. Die p-vac-Region wird von vier Promotoren, die vor den
Genen p-gvpA, p-gvpD, p-gvpF und p-gvpO liegen, transkribiert. Dementsprechend erfolgt
die Transkription der Gene in vier Gruppen: p-gvpACNO, p-gvpO, p-gvpDE und p-
gvpFGHIJKLM. Wéhrend der gesamten Wachstumsphase werden grof3e Mengen der p-gvpA-
MRNA und kleinere Mengen der p-gvpACNO-mRNA gebildet (Horne & Pfeifer, 1989; Horne
et al., 1991; Offner & Pfeifer, 1995). Transkripte der Gene p-gvpO sowie p-gvpFGHIJKLM
werden nur wahrend der exponentiellen Wachstumsphase und das p-gvpDE-Transkript
wahrend der stationaren Wachstumsphase hergestellt (Jones et al., 1989; Horne et al., 1991,
Offner et a., 1996; Offner & Pfeifer, 1995). Die c-vac-Region von Halobacterium salinarum
PHH4 wird von zwei Promotoren, die sich vor dem c-gvpA- und c-gvpD-Gen befinden, aus

transkribiert. Transkripte, die vom c-gvpA-Promotor aus gebildet werden, sind in der spéten
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exponentiellen und in der stationdren Wachstumsphase nachweisbar (Horne & Pfeifer, 1989;
Kriger & Pfeifer, 1996). Die Transkription der Gene c-gvpDEFGHIJKLM erfolgt wéhrend
der gesamten Wachstumsphase als relativ instabiles Transkript. In der stationaren
Wachstumsphase wird zusétzlich noch ein c-gvpD-Transkript gebildet (Kriger & Pfeifer,
1996). Die mc-vac-Region wird dhnlich wie die c-vac-Region von zwel Promotoren, die vor
den Genen mc-gvpA und mc-gvpD liegen, transkribiert (Abb. 1). Transkripte, die vom mc-
gvpA-Promotor ausgehen, werden erst ab der frihen stationéren Wachstumsphase gebildet
(Englert et al., 1990; Englert & Pfeifer, 1993; Roder & Pfeifer, 1996). Die Gene mc-gvpD,
mc-gvpDEF und mc-gvpDEFGHIJKLM werden nur in kleineren Mengen in der
exponentiellen Wachstumsphase transkribiert, wahrend grofe Mengen an mc-gvpD-

Transkript und an kleineren MRNASs in der stationédren Wachstumsphase auftreten.

Hb. salinarum PHH1;

p-vac-Region
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Abb. 1 Die p-vac- und c-vac-Regionen von Hb. salinarum PHH1 und die mc-vac-Region von Hf. mediterranel.
Die 14 gvp-Gene gvpACNO und gvpDEFGHIJKLM sind a's Késtchen dagestellt und unterhalb der me-vac-
Region geben die Buchstaben das jeweilige Gen an. Die Pfeile représentieren die Promotoren bzw. die Richtung
der Transkripte. Die beiden Regulatorproteine GvpE (Aktivator) und GvpD (beteiligt an der Repression des mc-
gvpA-Promotors) sind an der mc-vac-Region dargestelIt.

Die Gasvesikelgene werden als Modellsystem zur Untersuchung der archaealen
Genregulation verwendet. Die Charakterisierung der einzelnen gvp-Gene und deren Produkte

kann durch Transformationsexperimente durchgefihrt werden. Dafir stehen einige Shuttle-
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Vektoren, die Resistenzen gegen Mevinolin oder Novobiocin verleihen, zur Verfugung. Das
Vorhandensein zweier unterschiedlicher Antibiotika-Resistenzgene und die Verfligbarkeit von
zwei verschiedenen Replikationsurspringen in den Vektoren macht es mdglich,
Doppeltransformanten herzustellen. Als Rezipient fur die Transformation dient Hal oferax
volcanii WFD11, der keine gvp-Gene besitzt und somit einen sauberen genetischen
Hintergrund liefert (Cline & Dooalittle, 1987; Lam & Doolittle, 1989; Blaseio & Pfeifer, 1990;
Pfeifer et al., 1994). Mit Hilfe des Expressionsvektors pJAS35 kdnnen halobakterielle
Leserahmen, die keinen eigenen Promotor besitzen, unter der Kontrolle des Ferredoxin-
Promotors exprimiert werden (Pfeifer et al., 1994).

Mit Hilfe von Transformationsexperimenten konnte die minimale Anzahl der p-gvp-Gene
bestimmt werden, die fir die Gasvesikelbildung notwendig sind. Zum einen zeigte sich, dass
die Deletion eines der sechs Gene p-gvpC, p-gvpD, p-gvpE, p-gvpH, p-gvpl, oder p-gvpN
immer noch zur Gasvesikelbildung fuhrte. Dies bedeutet, dass diese sechs Gene nicht
essentiell sind. Zum anderen konnte mit den anderen acht Genen p-gvpFGJKLMAO eine
minimal p-vac-Region konstruiert werden, die sogenannte minvac-Region, mit der Hal oferax
volcanii WFD11-Transformanten Gasvesikel bilden konnten (Offner et al., 2000)

Archaeale Transkription

Der archaeale Transkriptionsapparat ist eine interessante Mischung mit eukaryotischen und
bakteriellen Merkmalen. Der basale Transkriptionsapparat stellt eine vereinfachte Version des
eukaryotischen dar. Die Regulation der Transkription ist zwar noch weitgehend ungeklart,
aber die meisten der bis jetzt bekannten archaealen Transkritionsregulatoren dhneln den
bakteriellen Regulatoren. Wenn man sich zunéachst die RNA-Polymerasen (RNAP) betrachtet,
fallt auf, dass die archaeale RNAP der eukaryotischen dhnlicher ist als der bakteriellen. Das
Kernenzym der bakteriellen RNAP besteht aus vier Untereinheiten (a,Bf’) mit einem (oder
verschiedenen) assozierten o-Faktor (Abb. 2A). Weder Eukaryonten noch Archaea besitzen
o-Faktoren. Die meisten bakteriellen Promotoren besitzen zwei wichtige Sequenzabschnitte
35 bp und 10 bp stromauf des Transkriptionsstartes, die vom o-Faktor erkannt werden, der
eine Vermittlerrolle beim Binden der RNA-Polymerase an die DNA spielt (Eick et al., 1994;
Busby & Ebright, 1994). Eukaryonten besitzen dagegen drei verschieden RNA-Polymerasen,
die fur die Transkription verschiedener Promotorklassen zustandig sind. Die RNA-
Polymerase | (RNAP 1) ist zusténdig fur die Synthese von Vorlaufern (precursor) der
ribosomalen RNA (pre-rRNA), RNAP Il katalysiert die Transkription aller Protein-
kodierender Gene und RNAP |11 produziert stabile kleine RNA-Molekile wie tRNAs und 5S
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rRNA. Die Transkription der Protein-kodierenden Gene benttigt eine TATA-Box, die ca 25
bp stromauf des Transkriptionsstartes lokalisiert ist, eine RNA-Polymerase mit 10 bis 15
Untereinheiten und funf verschiedene Transkriptionsfaktoren (Abb. 2B). Archaea besitzen
eine einzige DNA-abhangige RNA-Polymerase, die ein Multienzymkomplex mit scheinbar
variabler Anzahl an Untereinheiten ist. Mit Hilfe von Genomanalysen wurde gezeigt, dass
wahrscheinlich Sulfolobus tokodaii 10, Archaeoglobus fulgidus und Methanobacterium
thermoautotrophicum 11, Methanococcus jannaschii und Halobacterium species NRC-1 12
sowie Sulfolobus solfataricus P2 14 RNA-Polymeraseuntereinheiten besitzen (Bult et al.,
1996; Klenk et al., 1997; Smith et al., 1997; Ng et al., 2000; Kawarabayasi et al., 2001; She et
al., 2001). Bei den meisten Untereinheiten wurde gezeigt, dass sie Homologe zum
Multienzymkomplex der eukaryotischen RNAP 1l sind. In vitro-Studien mit RNA-
Polymerasen und Transkriptionsfaktoren von methanogenen bzw. hyperthermophilen Archaea
haben gezeigt, dass fir die archaeale Transkription Initiationsfaktoren benétigt werden
(Hausner & Thomm, 1993; Qureshi et al., 1997). Diese Transkriptionsfaktoren TBP und TFB
(Abb. 2C) sind Homologe des eukaryotischen TATA-Box-Bindeproteins bzw. des
Transkriptionsfaktors TFIIB (Qureshi et a., 1997).
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A. BAKTERIEN B. EUKARYONTEN C. ARCHAEA
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Abb. 2 Schematische Darstellung der basalen Transkription in Bakterien und in Archaea sowie der basalen
Klasse Il Transkription in Eukaryonten.

A. Die typische Promotorregion von Bakterien, die vom RNA-Polymerase-Holoenzym erkannt wird. Der
Sigmafaktor (o) ist fir die Promotorerkennung wichtig. Bevor der o-Faktor an die DNA bindet, ist er schon an
das RNA-Polymerase-Kernenzym, das aus vier Untereinheiten besteht (a,,[3,8), assoziiert.

B. Transkription eines typischen Klasse |l Promotors der Eukaryonten. Zunéchst erkennt und bindet der
Transkriptionsfaktor |1 D (TFIID) die TATA-Box. TFIID ist ein Proteinkomplex, der aus dem wichtigen TATA-
Box-Bindeprotein (TBP) und mehreren TBP-assoziierten Faktoren (TAFs) zusammengesetzt ist. Der
Transkriptionsfaktor |1 B (TFIIB) wird danach rekrutiert, worauf die RNA-Polymerase Il (Pol I1), die aus ca. 15
Untereinheiten besteht, folgt. Zur Vereinfachung sind die weiteren Transkriptionsfaktoren weggel assen.

C. Typische Promotorregion der Archaea. Die Transkription ist vergleichbar mit der eukaryotischen in B. Die
TATA-Box wird zundchst vom TBP erkannt und gebunden, worauf das Rekrutieren von Transkriptionsfaktor B
(TFB) und danach von der RNA-Polymerase (Pol), die aus ca. 12 Untereinheiten besteht, folgt. Die weiteren
bekannten Transkriptionsfaktoren TFE, TIP49 und TFS sind zur Vereinfachung weggel assen.

Bei den meisten bis jetzt sequenzierten archaealen Genomen konnte ein einzelnes tbp-Gen
identifiziert werden. Normalerweise besitzen Archaea demnach auch nur ein TBP-Protein.

Hal obakterien und Pyrococcus horikoshi machen hier jedoch eine Ausnahme, da sie mehrere
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tbp-Gene besitzen (Reeve et al., 1997). Bei Haloferax volcanii (Thompson et al., 1999) und
bei Halobacterium NRC-1 konnten mehrere tbp-Gene gefunden werden. Auf dem 191 kg
grofRen Plasmid pNRC100 von Halobacterium NRC-1 befinden sich alleine vier tbp-Gene
(Ng et al., 1998). Das TFB-kodierende Gen (tfb) tritt normalerweise ebenfalls nur in einer
Kopie in den archaealen Genomen auf. Auch hier sind die Halobakterien zusammen mit
Pyrococcus horikoshi, der zwei tfb-Gene besitzt, die Ausnahme mit mehreren tfb-Genen
(Reeve et a., 1997). Haloferax volcanii besitzt sechs verschiedene und Halobacterium sp.
NRC-1 sieben tfb-Gene (Thompson et al., 1999; Ng et a., 1998). Da es demnach in
Halobakterien verschiedene TFBs und TBPs gibt, ist es gut méglich, dass diese an der
Genregulation beteiligt sind (Baliga et al., 2000). Es wird spekuliert, dass verschiedene TFBs
in mehreren unterschiedlichen Kombinationen mit verschiedenen TBPs die Transkription der
unterschiedlicher Promotoren steuern kdnnen, @nlich wie die Sigmafaktoren in Bakterien.
Die beiden archaealen Faktoren TBP und TFB sind beide aus zwei imperfekten direkten
Wiederholungseinheiten (direct repeats) aus ca. 90 Aminosauren aufgebaut. TFB besitzt
zusétzlich noch eine N-terminale Doméne aus 100 bis 120 Aminosauren die eine Zinkband-
Struktur (zinc ribbon) bildet. (Bell et al., 2001a). Das TFB ist nicht nur wichtig fur die
Bindung des TBP-DNA-Komplexes. An Hand von Mutationsstudien konnte gezeigt werden,
dass der N-terminale Bereich des TFB wichtig fur das Rekrutieren der RNAP zum Promotor
wahrend der Transkriptionsinitiation ist (Bell & Jackson, 2000a). Die C-terminale Doméne
dagegen ist wichtig fur die Promotorerkennung.

Es konnte gezeigt werden, dass der minimale, in vitro noch funktionsfahige
Transkriptionsapparat der Archaea aus den Proteinen TBP, TFB und der RNAP besteht
(Hethke et al., 1996; Qureshi et al., 1997; Bell et al. 1998). Anders as bei Eukaryonten sind
diese wenigen Proteine in der Lage, die Transkriptionsinitiation von archaealen Promotoren in
vitro zu katalysieren. (Bell et al., 1998). Archaea besitzen auch TFE, das homolog zur a-
Untereinheit des eukaryotischen generellen Transkriptionsfaktors TFIIE ist. TFE besitzt eine
N-terminale Leuzin-reiche Region mit einem helix-turn-helix-Motiv und eine C-terminale
Zinkbandstruktur (Aravind & Koonin, 1999). Eukaryonten besitzen noch eine zweite 3-
Untereinheit, die aber in Archaea nicht gefunden wurde. Obwohl TFE nicht essentiell fur die
in vitro-Transkription ist, kann TFE als schwacher Stimmulator wirken, wenn die
Promotorerkennung durch TBP nicht optimal ist (Hanzelka et al., 2001; Bell et al., 2001b). Es
wird spekuliert, dass TFE in vivo wichtiger ist, um eventuell Chromatin-Proteine von der
TATA-Box zu verdrangen oder dass TFE die Wechselwirkungen zwischen TBP und TATA-

Box erleichtert oder stabilisiert (Bell et al., 2001b). In den Genomen von Archaeoglobus
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fulgidus (Klenk et al., 1997) und Pyrococcus horikoshii (Kawarabayas et al., 1998) konnte
ein Gen gefunden werden, das Ahnlichkeiten zu einem eukaryotischen Gen hat, das fur ein
TBP-Bindeprotein kodiert (Soppa, 1999a). Dieses Protein wird TIP49 (TBP interacting
protein of 49 kDa) genannt. Seine Funktion ist noch nicht geklart, aber es besitzt ein p-loop-
Motiv, das eine ATP-/GTP-Bindefunktion hat. In Methanococcus thermolithotrophicum
(Smith et a., 1997) konnte das Protein TFS (transcripton factor S) identifiziert werden, das
Sequenzahnlichkeit sowohl zum eukaryotischen Transkriptionsfaktor 11 S (TFIIS) als auch zur
kleinen Untereinheit von eukaryotischen RNA-Polymerasen hat. Es konnte gezeigt werden,
dass das archaeale TFS nicht mit der RNA-Polymerase assoziert ist. Aber wie TFIIS ist TFS
in der Lage, eine Nukleaseaktivitét in der RNAP zu induzieren, sodass vom 3'-Ende der RNA
im Elongationskomplex Nukleotide abgespalten werden (Hausner et al., 2000). Weitere
Eukaryonten-8hnliche Transkriptionsfaktoren wie TFIIA, TFIIF oder TFIIH konnten bis jetzt
nicht in Archaea gefunden werden (Bult et a., 1996; Klenk et a., 1997; Smith et a., 1997,
Kawarabayasi et al., 1998).

Der Aufbau des archaealen Transkriptions-Preinitiations-Komplexes wurde besser
verstanden, als die dreidimensionale Kristallstrukur von TBP und einer C-terminalen Kern-
Domaéne zusammen auf einem archaealen Promotor co-kristallisiert wurden (Kosa et al, 1997;
Littlefield et al., 1999). Mit diesen strukturellen Studien und mit Hilfe von funktionellen
Analysen konnte gezeigt werden, dass die Faktoren TBP und TFB zwei nebeneinander
liegende Sequenzen im Promotor erkennen, die TATA-Box und das BRE-Element (Hausner
et a., 1996; Qureshi & Jackson, 1998; Bell et a., 1999a). Die meisten archaealen Promotoren
besitzen eine AT-reiche TATA-Box ca. 25 nt stromauf des Transkriptionsstartes mit der sechs
Nukleotiden langen Konsensussequenz [T/C]TTA[T/A]A; wobei die TA-Sequenz in der
Mitte am wichtigsten erscheint (Thomm & Wich, 1988; Reiter et al., 1990; Hain et a., 1992).
Direkt stromauf der TATA-Box liegt das BRE-Element (transcription factor B recognition
element).

Das Initiator-Element (INR) bestimmt den Transkriptionsstart —1/+1. Es besteht bei den
Archaea aus einem Purin/Pyrimidin-Dinukleotidpaar und ist nur sehr schwach konserviert
(Hain et al., 1992). Wie bei den Eukaryonten bindet wahrend der Transkriptionsinitiation
zunéchst das TBP an die TATA-Box (Rowlands et al, 1994; Kosa et al, 1997), worauf das
TFB und dann die RNA-Polymerase folgt. Die TATA-Box ist dabei wichtig, um die RNAP
zum korrekten Transkriptionsstart zu dirigieren (Reiter et al., 1990; Hausner et al., 1991). Bel
vielen archaealen Promotoren interagiert TFB mit dem BRE-Element, das unmittelbar
stromauf der TATA-Box liegt (Qureshi & Jackson, 1998). Das BRE-Element ist das
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wichtigste archaeale Promotorelement fir den gerichteten Zusammenbau des Pre-
Initiationskomplexes, seine archaeale Konsensussequenz ist RNWAAWN (R = Purin, W = A
oder T; N = irgendeine Base) (Bell et al., 1999a). Ein DPE-Element (downstream promotor
element) konnte bis jetzt bei Archaea noch nicht nachgewiesen werden (Soppa, 1999a).

Die Elongation der Transkription in Archaea ist noch nicht aufgeklart. Es konnten in den
archaealen Genomen Homologe zu bakteriellen Genen gefunden werden, die die
Elongationsfaktoren NusA und NusG codieren. Esist aber ungeklart, welche Rolle sie bel den
Archaea spielen (Bell & Jackson, 1998).

Regulation der Transkription

Betrachtet man nun die Regulation der Transkription im Vergleich, so fallt auf, dass die
bakterielle viel einfacher und 6konomischer funktioniert als die eukaryotische Genregulation.
Die Gene des bakteriellen lac-Operons beispielsweise sind in einer einzigen
Transkriptionseinheit organisiert. l|hre Expression wird von einem oder ein paar wenigen
Aktivatoren und Repressoren reguliert. Die Eukaryonten haben dagegen eine grof3e Anzahl an
Regulatoren, die auf ein einziges Gen wirken koénnen, und viele verschiedene
Regulationsmechanismen. So haben sie beispielsweise geschétzte zehn TBP-assozierte
Faktoren (TAFs) und andere Co-Aktivatoren, die als Ziele fur andere Aktivatoren dienen
(Guarente, 1995). Fur die Repressoren gilt eine dhnliche Vielfalt (Johnson, 1995). Die
Transkription lauft bei den Bakterien sowie bei den Archaeain polycistronischen Operons ab.
Wenn man von der prokaryontischen Natur und der relativ einfachen basalen
Transkriptionsmaschinerie ausgeht, ist es nicht unerwartet, dass die Transkription bel Archaea
in vergleichsweise einfachen polycistronischen Operons, dhnlich wie bel den Bakterien,
ablauft. Im Gegensatz dazu ist es aber verwunderlich, dass sie Histone besitzen, die bei den
Eukaryonten eine regulatorische Funktion haben (Reeve et al, 1997). Die regulatorischen
Transkriptionsfaktoren der Eukaryonten besitzen meist verschiedene DNA-Bindedoméanen,
wie Homeodoméanen, Zinkfinger, basische helix-loop-helix-Proteine und basische leucine-
zipper-Proteine. Bei den Bakterien tritt dagegen in der Regel nur das helix-turn-helix-Motiv
auf (Pabo & Sauer, 1992). Ein Vergleich der vier kompletten Genomsequenzen von
Methanococcus jannaschii (Bult et al., 1996), Archaeoglobus fulgidus (Klenk et al., 1997),
Methanobacterium ther moautotrophicum (Smith et al., 1997) und Pyrococcus horikoshii
(Kawarabayasi et al., 1998) mit allen bekannten Sequenzen von Proteinen, die bel Bakterien
und Eukaryoten an der Transkription beteilig sind, erbrachte, dass insgesamt 280

Transkriptionsfaktoren und an der Transkription beteiligte Proteine in den Genomen
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vorhergesagt werden. Von diesen sind 168 nur mit den Bakterien homolog, 51 nur mit den
Eukaryoten homolog und 61 mit Bakterien und Eukaryoten homolog (Kyrpides & Ouzounis,
1999). Ein anderer Vergleich archaealer Genome brachte hervor, dass viele vorhergesagte
Regulatorproteine ein fur Bakterien typisches helix-turn-helix-Motiv (HTH) haben (Aravind
& Koonin, 1999).

Der erste archaecale Genregulator, der beschrieben wurde, ist der T6-Repressor des Hb.
salinarum Phagen @H. Er besitzt ein fir Bakterien typisches helix-turn-helix-Motiv und bindet
an ein inverted repeat auf der DNA als Dimer-Protein (Ken & Hackett, 1991). Es wurden
autoregulatorische Repressoren bei Archaea gefunden wie zum Beispiel der
Transkriptionsregulator MDR1 (metal-dependent repressor 1) aus Archaeoglobus fulgidus,
der homolog zu dem bakteriellen Metall-abhangigen Repressor DtxR (diptheria toxin
repressor) ist (Bell et al., 1999b). Bei Pyrococcus furiosus konnte ebenfalls ein
autoregulatorischer Repressor gefunden werden, das LrpA, welches ein Lrp-ahnliches Protein
ist (Brinkmann et al., 2000). Das bakterielle Lrp (leucine responsive regulatory protein) ist
ein globaler Regulator, der als Aktivator oder Repressor fungieren kann. Bel Genomanalysen
wurde bei Sulfolobus solfataricus erneut ein Lrp-ahnlicher negativer Autoregulator gefunden,
der als Lrs14 bezeichnet wurde und ein typisches helix-turn-helix-Motiv besitzt (Napoli et al.,
1999; Bell & Jackson, 2000b). Ein weiteres Protein aus der Reihe der Lrp-dhnlichen Proteine
ist LysM. Es konnte aus Sulfolobus solfataricus isoliert und charakterisiert werden und ist
wiederum negativer Autoregulator (Brinkman et al., 2002).

Regulation der Gasvesikelbildung

Die Gasvesikelbildung ist ein gutes Modellsystem, um archaeale Genregulation zu studieren,
da Gasvesikelgene sowohl aktiviert als auch reprimiert werden konnen. Gasvesikelbildung
findet zwar bei Hb. salinarum PHH1 wéhrend der gesamten Wachstumsphase statt, tritt bel
Hb. salinarum PHH4 und Hf. mediterranel aber nur in der stationédren Wachstumsphase auf.
Da die verschiedenen Promotoren der vac-Regionen zu unterschiedlichen Zeiten des
Wachstums aktiv sind, kann gezeigt werden, dass die Regulation der Gasvesikelbildung auf
der Ebene der Transkription stattfindet (Pfeifer et al., 1997). Untersuchungen an der mc-vac-
Region zeigen, dass das mcGvpD-Protein an der Repression der Gasvesikelbildung beteiligt
ist (Englert et al., 1992b; Roder & Pfeifer, 1996). Die Beteiligung des mc-gvpD-Produktes an
der Repression des mc-gvpA-Promotors wurde bei Haloferax volcanii WFD11-
Transformanten, die die komplette mc-vac-Region mit einer internen Deletion im mc-gvpD-

Genproduktes (AD-Transformanten) enthielten, entdeckt. Diese AD-Transformanten zeigen
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eine Gasvesikeltiberproduktion, die durch Komplementation mit dem mc-gvpD-Leserahmen
unter der Kontrolle des Ferredoxin-Promotors auf einem zweiten Vektorkonstrukt aufgehoben
wird (Pfeifer et al., 1994; Pfeifer et a., 2001). Die abgel eitete Aminosauresequenz des GvpD-
Proteins zeigt drei interessante Regionen: Eine mogliche Nukleotid-Bindestelle (p-loop-
Motiv) und zwei basische Regionen, (Pfeifer et al., 2001). Austausche der konservierten
Aminosauren im p-loop-Motiv und Mutationen in der basischen Region 1 verursachen, einen
Verlust der repressorischen Funktion des GvpD-Proteins, wohingegen Mutationen in der
basischen Region 2 keinen solchen Effekt zeigen (Pfeifer et al., 2001). Neuere
Untersuchungen weisen darauf hin, dass das mcGvpD-Protein ATP binden konnte (P.
Zimmermann, personliche Mitteilung).

Wie schon erwahnt, findet die Transkription der gvp-Gene zu verschiedenen Zeiten des
Wachstums statt. Dabei ist die Menge an Transkripten, die vom gvpA-Promotor aus gebildet
werden, am grofdten. In Hb. salinarum PHH1 ist der p-gvpA-Promotor (pA-Promotor) das
gesamte Wachstum Uber aktiv, wéhrend in Hb. salinarum PHH4 bzw. in Hf. mediterranei der
c-gvpA- und der mc-gvpA-Promotor (CA- und mcA-Promotor) nur in der stationdren
Wachstumsphase aktiv sind (Kriiger & Pfeifer, 1996; Roder & Pfeifer, 1996). Es konnte
durch Studien am mcA- und am cA-Promotor gezeigt werden, dass diese Promotoren alleine
ineffizient sind und offensichtlich nicht von dem hal obakteriellen RNA-Polymerase-K omplex
erkannt werden (Offner & Pfeifer, 1995; Kruger & Pfeifer, 1996). Die Sequenzen der
Promotoren weisen Unterschiede zur Konsensus-Sequenz auf. Die TATA-Box des pA-
Promotors stimmt komplett, die des mcA-Promotors nur mit vier und die des cA-Promotors
nur mit drei Nukleotiden mit der Konsensussequenz der TATA-Box bel Archaea Uberein
(Abb. 3).

BRE TATA
RNVWAAVWNYTTAWG
+1

MCA  CGGTTGCTGAACCAACACGAATGATTTTGTTACT TGOCAACACGT TTTCAGATGGGT ATAACCCAGATCAATCATGG

cA CGGGEGEGT TGAACT CACAACGGECGGT TTTCCGGACACT CCCTGTAGT TGCGGGT GGGTACCACCCAGATCACTATGG

pA CGACTGGTGAAACCATACACATCCTTATGT GATGCCCGAGTATAGT TAGAGATGGGT TAATCCCAGATCACCAATGG

Abb. 3 Promotor Region der drei gvpA Gene. Der Transkriptionsstart (G) ist durch +1 gekennzeichnet, und das
ATG-Startcodon ist in fett hervorgehoben. Sowohl die Konsensussequenz des BRE-Elements, als auch die der
TATA-Box sind oben angegeben (R = A oder G; N = A, C, Goder T; W = A oder T; Y = C oder T).
Ubereinstimmungen mit der Konsensussequenz der TATA-Box und des BRE-Elements sind in fett bzw. in blau
hervorgehoben. Die palindromische Sequenz ist unterstrichelt.
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Bei der Ubereinstimmung mit der Konsensussequenz des BRE-Elements verhalt es sich etwas
anders. Bei der pA- und der mcA-Promotorsequenz stimmen sechs Nukleotide und bei der
CA-Promotorsequenz stimmen drei Nukleotide mit den sieben Nukleotiden der
Konsensussequenz des BRE-Elements tberein (Abb. 3). Durch Studien mit Haloferax
volcanii WFD11-Transformanten konnte gezeigt werden, dass eine effiziente Transkription
am cA-Promotor von der Anwesenheit des c-gvpE-Genproduktes (cGvpE) abhangig ist
(Kriger et a., 1998). In dhnlichen in vivo Studien konnte gezeigt werden, dass auch das
mcGvpE-Protein die Transkription vom mcA-Promotor aus aktiviert (Roder & Pfeifer, 1996).
Dabel konnte sogar das c-gvpE-Genprodukt das mc-gvpE-Genprodukt ersetzen (Roder, 1997).
Analysen der abgel eiteten Aminosduresequenz des cGvpE-Proteins brachten hervor, dass die
amphiphile Helix AH6 am C-terminalen Ende von cGvpE strukturelle Ahnlichkeiten mit
eukaryotischen basischen leucine-zpper-Proteinen hat wie z.B. GCN4 aus Hefe (Krlger et al,
1998; Ellenberger et al., 1992). Molecular Modeling-Analysen zeigten, dass diese Region
moglicherweise einen leucine-zipper darstellt, der fir eine Dimerisierung des Proteins
verantwortlich ist. Vor der amphiphilen Helix liegt ein Bereich mit vier basischen
Aminosauren, der eine DNA-Bindedoméne (DNAB) darstellen kénnte (Kriger et al., 1998).
Mutationen im DNAB-Motiv erzeugten cGvpE-Proteine, die nicht mehr in der Lage waren,
den cA-Promotor zu aktivieren (Krlger et al., 1998). Andere Mutationen in der konservierten
leucine-zipper-Region verhindern ebenfalls in den meisten Fallen eine Aktivierung des cA-
Promotors und auch die Dimerisierung (PloR3er & Pfeifer, 2002).

Reportergene

Transkriptionsregulatoren und Promotorstérken lassen sich effizient und quantitativ mit
Reportergenen untersuchen. Zu den bekanntesten Reportergenen z&hlt wohl das lacZ-Gen aus
dem Bakterium Escherichia coli. Bei diesem Reportergensystem wird der Leserahmen des
lacZ-Gens hinter den zu untersuchenden Promotor fusioniert. Das lacZ-Gen codiert fur das
Enzym [(-Galaktosidase, das die Hydrolyse von [B-glykosidischen Bindungen wie
beispielsweise in Laktose (3-D-Galaktopyranosyl-1-4-3-D-glukopyranose) katalysiert. Die 3-
Galaktosidaseaktivitdt kann in den Lysaten von entsprechenden Transformanten gemessen
werden. Die 3-Galaktosidase kann aber auch die Hydrolyse der 3-glykosidischen Bindungen
in nicht natirlichen Substraten wie in ONPG (ortho-Nitrophenyl-3-D-galaktopyranosid) oder
in X-Gal (5-Bromo-4-chloro-indolyl-B-D-galaktosid) katalysieren. Die Hydrolyseprodukte
von ONPG bzw. X-Gal sind Galaktose und ONP (ortho-Nitrophenolat) bzw. 5-Bromo-4-
chloro-indigo. ONP absorbiert Licht mit einer Wellenléange von 405 nm, was photometrisch
gemessen werden kann und durch eine Gelbféarbung erkennbar ist. Uber die Absorption pro
Zeiteinheit sind Ruckschltsse auf die Anzahl an 3-Gal aktosidase-Einheiten und damit auf die
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Expression des lacZ-Gens mdglich. Mit diesen Angaben kann die Starke verschiedener
Promotoren verglichen werden. Das farblose X-Gal wird durch Hydrolyse in Galaktose und
das blau erscheinende 5-Bromo-4-chloro-indigo umgesetzt. Damit wird zusétzlich ein
screening nach unterschiedlich blauen Kolonien moglich. Dieses System ist auch in anderen
Bakterien und in Eukaryonten etabliert. Die [3-Galaktosidase aus Escherichia coli ist aber bei

hoher Salzkonzentration nicht aktiv und damit fir entsprechende Analysen mit Halobakterien
ungeeignet. Als halobakterielles Reportergen wurde eine [3-Gal aktosidase aus dem halophilen
Archaeon Haloferax lucentensis (friher Haloferax alicantel; Gutierrez et. al. Im Druck)
gereinigt und analysiert (Holmes et al., 1997). Das Enzym stammt aus einer
Uberproduzentenmutante von Haloferax lucentensis, die durch UV-Mutagenese und X-Gal-
Screening gewonnen wurde. Es hat eine molekulare Masse von ca. 180 kD und besteht in
aktiver Form wahrscheinlich aus zwei Monomeren. Esist ebenfalls gelungen, das bgaH-Gen,
das fur diese halobakterielle 3-Galaktosidase codiert, zu klonieren (Holmes & Dyall-Smith,
2000). Das bgaH-Gen konnte bereits a's Reportergen eingesetzt werden, um Promotorstudien
bei Hb. salinarum durchzufhren (Patenge et al., 2000).

Weiterhin ist es gelungen, die Trehalase aus dem Bakterium Bacillus subtilis al's Reportergen
in dem moderat halophilen Archaeon Methanococcus voltae einzusetzen (Sniezko et al.,
1998). Auch konnte das Dihydrofolat-Reduktase-Gen (dhfr) aus Haloferx volcanii unter der
Kontolle einer Promotorgenbank eingesetzt werden, um die TATA-Box der halophilen
Archaea zu bestimmen (Danner & Soppa, 1996). Desweiteren war es gelungen, den nifH-
Promotor aus dem nif-Regulon (fur Stickstofffixierung) des Archaeons Methanococcus
maripaludis und den konstitutiv aktiven Methylreduktase-Promotor aus dem Archaeon
Methanococcus voltae vor den Leserahmen des lacZ-Gens aus E. coli zu fusionieren (Cohen-
Kupiec et al., 1997). Die Transformanten wurden auf X-Gal-haltigen Agarplatten angezogen,
wodurch ihre 3-Gal aktosidaseaktivitéat durch Blauférbung der Kolonien detektiert wurde. Ihre
[-Galaktosidaseaktivitét konnte durch Umsetzen von ONPG quantifiziert werden.

In einer vorangegangenen Arbeit wurden die drei verschiedenen gvpA-Promotoren pA, cA
und mcA direkt am Startcodon des jeweiligen gvpA-Gens mit dem Startcodon des bgaH-
Reportergens fusioniert (Gregor, 1998). Bel manchen der Hf. volcanii-Transformanten mit
den entsprechenden Reportergenkonstrukten war keine (3-Galaktosidase-Aktivitat
nachweisbar, obwohl mit Hilfe von Northern-Analysen die bgaH-mRNA nachweisbar war.
Dies fuhrte zu der Annahme, dass das Fehlen der -Galaktosidase-Aktivitdt in diesen
Transformanten auf einem Problem bei der Translation der bgaH-mRNA beruhte. Bei der
Fusion der drei gvpA-Promotoren, war die Restriktionsschnittstelle Ncol am 5'-Ende des
jeweiligen Start-Codons eingefiigt worden, wobei eine Punktmutation entstanden war, die
moglicherweise die Translation verhinderte. Innerhalb dieser Arbeit sollten die gvpA-
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Promotoren innerhalb ihres jeweiligen gvpA-L eserahmens an das ATG-Startcodon des bgaH-

Leserahmens fusioniert, um die Punktmutation zu verhindern.

Ziel dieser Arbeit

In dieser Arbeit standen das bgaH-Reportergen und die Promotoren der gvpA-Gene aus der p-
vac-, der c-vac- und der mc-vac-Region im Mittelpunkt. Zunéchst sollte das bgaH-
Reportergensystem fur Hf. volcanii etabliert werden, um dann mit diesem System
hal obakterielle Genregulation zu untersuchen. Dazu sollte die Stérke der gvpA-Promotoren
aus den drei vac-Regionen quantifiziert werden und die Regulation ihrer Transkription néher
untersucht werden. Mit Hilfe dieser Konstrukte sollten dann die basalen Aktivitdten der gvpA-
Promotoren ermittelt und miteinander verglichen werden. An diesen Promotoren wurden auch
die konservierten Sequenzen des BRE-Elements und der TATA-Box verandert, um zu testen
ob diese Veranderungen einen Einfluss auf die basale Aktivitét der Promotoren haben. Ein
weiteres Ziel war es, die Aktivitat der drei gvpA-Promotoren pA, cA und mcA bei
Anwesenheit des GvpE-Aktivatorproteins zu bestimmen. Es sollte dabei die Wirkung aller
drei verschiedener GvpE-Aktivatorproteine auf alle drel verschiedenen gvpA-Promotoren
untersucht werden.

Da bisher keine DNA-Bindung von GvpE gezeigt werden konnte, die Transkription der gvpA-
Promotoren aber bei Anwesenheit des GvpE-Aktivators erhoht wird, sollte der
Wechselwirkungsbereich auf der gvpA-Promotoren mit den GvpE-Proteinen untersucht
werden. Hierzu sollten verschiedene Mutanten der gvpA-Promotoren Uber in-vitro-
Mutagenese-PCR hergestellt und vor den bgaH-L eserahemn fusioniert werden, um eventuelle
Aktivtétsanderung im Vergleich zum Wildtyppromotor zu ermitteln.

Da die Gasvesikelbildung in Haloferax mediterranei (mc-vac) von der Salzkonzentration
abhangig reguliert ist und es noch keine Studien zur Salzabhéngigen Genregulation gibt,
sollte untersucht werden, wie sich unterschiedliche Salzkonzentrationen im Medium auf die
Aktivitét verschiedener Promotoren von Hf. mediterranei und Hb. salinarum in Hf. volcanii

WFD11-Transformaten auswirken.
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M aterial

Besondere Materialien

Agarose fur kleine DNA-Fragmente (< 1 kb)
DA Pggasar-POlymerase

Digoxigenin Kits (Markierung, Detektion)
ECL -Detektionskit

Lovastatin (Derivat von Mevinolin)

MERmaid Kit

Novobiocin

ONPG (Ortho-nitro-phenylgal aktosid)
PEG (Polyethylenglykol) 600
Rontgenfilme

SequiTherm EXCEL Long-Read Sequencing Kit-LC

Long ranger gel solution fur Sequenzgel
T4 DNA Ligase
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Biozym, Oldendorf
Eurogentec, Seraing
Boehringer Ingelheim
Amersham

Geschenk von MSD Sharp &
Dohme

Biol01, La Jolla

Sigma, St. Louis

Merck, Darmstadt
Sigma, St. Louis

Kodak, Rochester
BlIOzym

FMC BioProducts, USA

Pharmacia

Die nicht genannten Chemikalien und Hilfsmittel stammten von den Firmen AppliChem,
Boehringer Ingelheim, Merck, Roth, Sigma und Serva. Die Bestandteile fur die Nahrmedien

wurden von den Firmen Bacto, Difco und Oxoid bezogen. Die Restriktionsendonukleasen

waren von den Firmen Boehringer Ingelheim, MBI Fermentas, Eurogentec, New England

Biolabs, Stratagene und USB.
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Synthetische Oligonukleotide

a) zum Sequenzieren

Name Sequenz* Positiont Mutation
reverse CACACAGGAAACAGCTATGA 832-813€

universal TTGTAAAACGACGGCCAGT 616-596€

Die Oligonukleotide waren mit dem Fluoreszenzfarbstoff (IRD41) markiert.

b) zur Amplifizierung bestimmter DNA-Fragmente mittels PCR

Name Sequenz* Positiont Mutation
bgaH-Ncol CATTGTCCATGGCAGTTGGTGTCTG 2356-23802 | bgaH-Ncol
bgaH-BamHI [ GTGACGCGGATCCGCGTGTGTAC 4571-45492 | bgaH-BamH|
cA-Xbal CTTGTTCTAGATTTTGTACAAAT 6087-61000 | CA-Xbal
CA-Ncol GTTGCGCCATGGTGATCTGG 6216-61970 | CA-Ncol
pA-Xbal CTCCGTATCTAGAAGTACGAC 13-33d

pA-Ncol GGTTGCGCCATGGGTGATCTG 135-1154

mcA-Xbal CCAAACTATCTAGATGTTTGAC 4213-4192C

mcA-Ncol TGAACCATGGTTGATCTGGG 4093-4112C

pE1 CGGAGATGGTGGATCCATGGACGACTTGC 1690-1708€

pE2 GATCTTCCTGTCTGCAGGTACCGTATGTGTATAGG 2300-2275€

Tabelle 1. Synthetische Oligonukleotide, die in dieser Arbeit verwendet wurden. Die Sequenzen sind in
Richtung 5 _ 3" angegeben. Kinstlich eingefiigte Restriktionsschnittstellen sind in den Sequenzen unterstrichen

oder kursiv dargestellt. Die Bindestelle der Oligonuklectide innerhalb der jeweiligen Sequenzen: T & bgaH
Sequenz, P c-vac Sequenz, © mc-vac Sequenz, 9 p-gvpACNO Sequenz, € p-gvpD-M Sequenz, € Plasmid
pBluescript 11 SK+ (Stratagene 1995). Diese Sequenzen sind unter folgenden ,, Accession numbers* zuganglich:

U70664 (bgaH), X94701 (c-vac), X64701 mc-vac, X64729 (p-gvpACNO) und X55648 (p-gvpDEFGHIJKLM)
(R=A+G; Y=A+G+C; S=G+C; K=G+T; W=A+T).
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C) zur gerichteten Mutagenese des cA-Promotors
Name Sequenz* Positiont Mutation
CA-Mut CTTGTTCTAGATTTTGTACAAATCAGCGAACTATTAC | g087-6158P 6040-6153P
GAGCGCCGAAACGGGGRYYRRACKYASWRSGGCGG GTTGAACT
CACAAC>R
YYRRACK
YASWRS
cA-Delta CTTGTTCTAGATTTTGTACAAATCAGCGAACTATTAC | g087-6158P A: 6145-
GAGCGCCGAAACGGGGGTTGACACAACGGCGG 61470
CA-TATA-0 | TCCGGACACTCCCTGTAGTT 6162-61810
CA-TATA-1 | GTGTCCGGATAACCGCCGTTGTGAGTT 6144-61700
pA-cA CCGGAAAACGATGTGTATGGTTTCACCAGTCGTTTC | 6166-61580, 74-549,
GGC 6136-6128P
pA-cA-1 ACTGGTGAAACCATACACATCGTT 6158-6160D, 54-74d
PA-CA-2 ATGGTTTCACCAGTCGTTACGGCGCTCGTAA 6131-6120°, 53-490
pA-cA-3 ATGGTTTCACCAGTCGTTATGTCTCTCGTAATAGTT | 6126-6115P, 53-444
pA-cA-4 GTTTTCCGGACACTCCCTGTAGTT 6158-61810
pA-cA-5 TGTCCGGAAAACGATGTGTATGGTTTCAACCCCCGT | 6169-6158P, 74-59.
T 6141-61320
pA-cA-6 TGTCCGGAAAACGATGTGTATGGGTTCAACCCCCGT | 6169-6158P, 74-639.
T 6146-6132°
pA-cA-7 CGTTTCGGCGCTCGTAATAGTTCGCT 6136-6111P
pA-cA-8 AGCGCCGAAACGACTGGTGAAACCACAACGGCGGT | 6125-6136P, 54-649.
TTTCCGGACACT 6148-6171P
pA-cA-9 AGCGCCGAAACGACTGGTGAAACCATACCGGCGGT | 6125-6136P, 64-59.
TTTCCGGACACT 6153-6171P
BT-null CGGACACTCCCTGTAGTT 6174-61810
TATA AGGGAGTGTCCGCATAAGCGCCGTTGTGA 6175-6164D, 80-759
6157-6147°
BRE AGGGAGTGTCCGGAAAACGATGTGTGTGAGTTCAA | 6175-6158P, 74-664.
6150-6141P
BRETATA | AGGGAGTGTCCGCATAAGGATGTGTGTGAGTTCAA | 6175-6164P, 80-669,

6150-61410




Material und Methoden Seite 27
d) zur ortsgerichteten Mutagenese des mcA-Promotors
Name Sequenz* Positiont Mutation
mcA-Del- CCAAACTATCTAGATGTTTGACTCATTACGAGAGGT | 4213-4151€ A4166-4164C
Pal GAAACGGTTGCACCAACACGAATG
mcA-Pa- | CCAAACTATCTAGATGTTTGACTCATTACGAGAGGT | 4213-4151C 4181-4158C
Mut GAAACGRYYRMTKRAY SWRSACGAATG GTTGCTGAAC
CAAC>RYYRM
TKRAYSWRS
mcA-Deltad | ATTTTGTTACTTGCCAACACGTT 4150-4128C
mcA-Deltal | AAGTAACAAAATGTTGGTTCAGCAACCGTTTCA 4139-4178C A4151-4157C
mcA-Deltall [ AAGTAACAAAATCATTCGTCAGCAACCGTTTCACCT | 4139-4181€ A4158-4164C
mcA- AAGTAACAAAATCATTCGTGTTGGTTCGTTTCACCT 4139-4191C A4165-4171C
Deltalll CTCGTAATGA
mcA- AAGTAACAAAATCATTCGTGTTGGTTCAGCAACCCT | 4139-4197C A4172-4178C
DeltalVv CTCGTAATGAGTCAAA
mcA-DeltaV | TGCCAAACTATCTAGATGTTTGACTCATTATGAAAC | 4215-4263C A4185-4179C
GGTTGCTGAA
mCcA- TGCCAAACTATCTAGATGTTTGACGAGAGGTGAAAC | 4215-4263C A4192-4186C
Deltavl GGTTGCTGAA
mCcA- TGCCAAACTATCTAGACTCATTACGAGAGGTGAAA | 4215.4273C A4199-4193C
Deltavil
mcA-MO ACGAATGATTTTGTTACTT 4157-4139€
mcA-M1 AAAATCATTCGTCAATGTTCAGCAA 4146-4170° 4158-4161€
GTTG>CAAT
mcA-M2 AAAATCATTCGTGTTTCAGCAGCAACCGTTTCA 4146-4178C 4161-4164C
GGTT>TCAG
mcA-M3 AAAATCATTCGTGTTGGTGACTCAACCGTTTCACCT 4146-4181C 4164-4167C
TCAG>GACT
mcA-M4 AAAATCATTCGTGTTGGTTCATATTCCGTTTCACCT 4146-4181C 4167-4170°
GCAA>TATT
mcA-M5 AAAATCATTCGTGTTGGTTCAGCATGGTTTTCACCTC | 4146-4183C 4170-4173C
T ACCG>TGGT
mcA-M6 AAAATCATTCGTGTTGGTTCAGCAACCTGAGCACCT | 4146-4187¢ 4173-4176C
CTCGTA GTTT>TGAG
mcA-M7 TCTAGATGTTTGACTCATTACGAGAGTGTCAACGGT | 4205-4164C 4179-4176C
TGCTGA CACT>GACA
mcA-M8 TCTAGATGTTTGACTCATTACGACTCTTGAAACGGTT | 4205-4166° 4182-4179C
GCT CTCC>AGAG
mcA-M9 TCTAGATGTTTGACTCATTAAACCAGGTGAAACGGT | 4205-4166° 4185-4182C
TGCT TCTC>GGTT
mcA-M10 TCTAGATGTTTGACTCACAGAGAGAGGTGAAACGGT | 4205-4166° 4188-4182C
TGCT CTCT>TCTG
mcA-M11 TCTAGATGTTTGACGAGCTACGAGAGGTGAAA 4205-4188C 4191-4188C

GCTC>GCTC
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Verwendete Organismen

Escherichia coli Stamme Herkunft

DH5a Hanahan, 1983
XI1-Blue Bullock et al., 1987
ToplOF Invitrogen, USA

GM 1674 (dam-) Palmer & Marinus, 1994
Haloferax volcanii WFD11 Clineet al., 1989

Verwendete Plasmide (Antibiotika-Resistenzen)

pBluescriptll SK+ (Ampicillin) Stratagene, La Jolla

pUC19 (Ampicillin) Y anisch-Perron et al., 1985

pWL 102 (Ampicillin, Mevinolin) Lam & Doolittle, 1989

pJAS35 (Ampicillin, Novobiocin) Pfeifer et al., 1994; Soppa, nicht publiziert

pPMLH32 (Ampicillin, Novobiocin) Holmes & Dyall-Smith, 2000
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M ethoden

Wachstumsbedingungen
Escherichia coli Stdmme wurden aerob bei 37 °C in LB-Medium (Sambrook & Russell,
2001) angezogen. Flussigkulturen wurden bei 220 upm auf einem Schittler inkubiert. Zur

Selektion auf Transformanten wurde 100 pg/ml Ampicillin zugegben.

Haloferax volcanii WFD11 wurde in Vollmedium (VM) mit verschiedenen NaCl-
Konzentrationen (12% VM: 79 g/l NaCl; 15% VM: 109 g/l NaCl; 20% VM: 175 g/l NaCl;
25% VM: 209 g/l NaCl) angezogen ( I™): 37 g MgSO, x 7 H,0, 3,7 g KCl, 5 g Trypton, 3 g
Hefeextrakt, 25 ml 1 M Tris-HCI, (pH 7,2), 5 ml 10% CaCl, x 2 H,0, 100 pl 100 uM MnCl ,.
Transformanten wurden auf Agarmedium mit 0,2 pg/ml Novobiocin und/oder 6 pg/mi
Mevinolin angezogen. Flissigkulturen wurden in 50 ml VM in 100 ml Erlenmeyerkolben bei
37 °C unter Schitteln (180 bis 200 upm) angezogen. Feste Medien enthielten 18 g/l Bacto-
Agar.

Transformation von Haloferax volcanii WFD11

Vor der Transformation von Haloferax volcanii WFD11 wurde jedes Plasmidkonstrukt durch
E. coli GM 1674 (dam) passagiert, um eine halobakterielle Restriktionsbarriere (Holmes et al.,
1991) zu vermeiden. Die Transformation wurde nach bereits beschriebenem Protokoll (Pfeifer
& Ghahraman, 1993) durchgefuihrt. Die Anwesenheit der verschiedenen Konstrukte wurde
durch Restriktionsanalyse und falls erforderlich auch mit Southern-Analyse nachgewiesen.

Herstellung von DNA-Konstrukten zur Transfor mation von Haloferax volcanii WFD11
Der 2203 bp grof3e bgaH-L eser ahmen wurde mittels PCR amplifiziert unter Verwendung der
Oligonukleotide bgaH-Ncol und bgaH-BamHI (Tabelle 1b) zusammen mit dem Plasmid
pPMLH32 (Holmes & Dyall-Smith, 2000) als Matrize. Die Ncol-Schnittstelle des Primers
bgaH-Ncol umfasste das ATG-Startcodon des bgaH-L eserahmens. Der bgaH-BamHI-Primer
dagegen war komplementér zu einer Sequenz 200 bp strangabwarts des bgaH-Stopcodons.
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gvpA-Promotoren

Alle gvpA-Promotoren wurden mittels PCR mit synthetischen Oligonukleotiden (Tabelle 1)
amplifiziert. Dabei wurde am 5'-Ende eine Xbal-Schnittstelle sowie am 3'-Ende eine Ncol-
Schnittstelle eingefugt.

Die drei gvpA-Promotoren pA, cA, und mcA wurden mittels PCR mit den synthetischen
Oligonukleotiden A-Xbal und A-Ncol (Tabelle 1b) amplifiziert. Die jeweiligen A-Xbal
Primer waren komplementar zu einer Sequenz am Beginn der gvpA-Promotoren, wohingegen
die A-Ncol Primer komplementér zu einer Sequenz strangabwarts des ATG-Startcodons der
gvpA Gene waren. Als Matrizen wurden Subfragmente der drei verschiedenen vac-Regionen
verwendet, die in E.coli Plasmide inseriert waren.

Mit den synthetischen Oligonukleotiden pA-Xbal und pA-Ncol wurde der 127 bp lange pA-
Promotor, mit cA-Xbal und cA-Ncol der 137 bp lange cA-Promotor und mit mcA-Xbal und

mcA-Ncol der 126 bp lange mcA-Promotor amplifiziert.

I n-vitro-M utagenese-PCR

Die in-vitro-Mutagenese-PCR wurde nach Lottspeich & Zorbas (1998) durchgefihrt. Mit
dieser Methode wurden Substitutionen und Deletionen in die DNA-Sequenz eingefihrt.

Zum Deletieren (Abb. 4a) von Nukleotidsequenzen innerhalb eines PCR-Produkts wird die
Zielsequenz zunéchst in zwei voneinander getrennten PCRs amplifiziert. Dabei verwendet
man sogenannte Mutationsprimer, welche die zu deletierende Sequenz ausschlief3en. An
ihrem 5°-Ende enthalten die Mutationsprimer eine zueinander komplementédre Sequenz. Die
beiden PCR-Produkte, das 1. und das 2. Amplifikat, werden nun zusammen mit den beiden
Randprimern in eine dritte PCR eingesetzt. Das 1. und das 2. Amplifikat lagern sich dabel an
ihren komplementéaren Enden so aneinander, dass sie verlangert werden und die Zielsequenz
mit Deletion entsteht.

Der Austausch von Nukleotidsequenzen (Abb. 4b) innerhalb des PCR-Produktes geschieht in
ahnlicher Art und Weise. Die Mutationsprimer haben dabei ebenfalls an ihrem 5*-Ende eine
zueinander komplementére Sequenz. Sie binden so an die Zielsequenz, dass der nicht
bindende Teil genauso lang ist, wie das 5'-Ende. Diese Sequenz enthdlt die zu

substituierenden Nukleotide.
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a) DELETION zu deletierende Sequenz
2, i
LTTTTTTTTETT T LTI
Mmplementére ﬁ

5 Sequenzen
Zwei getrennte

/ PCRs \ /Amplifikatz
D]I[III]]]]]]]]]]]]]]]]I[[H].I -]]I[I]]]]]]]]]]II]IHIU

Zuaammenfuhrung inener dntten PCR

Amplifikat 1

b) SUBSTITUTION

3“ ﬁ A komplementére s 5

»NEue 5 uenzen
Sequenz >4
Amplifikat 1 /Me' chegennte P Amplifikat 2
S
™ \A A ,
5 3
3 5
Zu&ammenfuhrung
5 3 in einer dritten PCR

Abb. 4 In-vitro-Mutagenese-PCR a) Zur DELETION eines DNA-Abschnitts wird die Zielsequenz in zwei
getrennten PCRs so amplifiziert, dass die zu deletierende Sequenz (in pink dargestellt ) von der Amplifikation
ausgeschlossen wird. Die inneren Primer sind an ihrem 5' Ende zueinander komplementér (in blau dargestellt).
In einer dritten PCR lagern sich die komplement&ren Enden der PCR-Produkte aneinander und werden dann mit
den d@uRReren Primern amplifiziert. b) Zur SUBSTITUTION eines DNA Abschnittes wird hnlich vorgegangen.

In den beiden getrennten PCRs zu Beginn, wird die Sequenz nur nicht von der Amplifikation ausgeschlossen,
sondern ausgetauscht. (nach Lottspeich & Zorbas, 1998)
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mutierte cA-Promotor squenzen

Fir die Herstellung des mutierten Promotors cA-AACT wurden die synthetischen
Oligonukleotide cA-Ncol und cA-Delta zusammen mit c-gvpA als Matrize in die PCR
eingesetzt. Der Primer cA-Delta enthélt eine Deletion von drei Nukleotiden innerhalb einer
Sequenz (Position 6145-6147%), die komplementar zu einer palindromischen Sequenz
(GTTGAACTCACAAC) Position (6140-6153°) stromaufwérts der TATA-Box im cA-
Promotor liegt. Der amplifizierte Promotor cA-AACT enthielt somit die Deletion der drei

Nukleotide ACT.

b c-vac Sequenz, die unter der accession number X94701 zuganglich ist.

Die mutierten cA-Promotoren cA-Mutl bis cA-Mut13 wurden mit den synthetischen
Oligonukleotiden cA-Ncol und cA-Mut zusammen mit c-gvpA as Matrize amplifiziert. Der
Primer cA-Mut enthélt eine 14 Nukleotide lange degenerierte Sequenz, die komplementar der
palindromischen Sequenz ist.

Der mutierte cA-Promotor cA-TATA.A wurde mit der in-vitro-Mutagenese PCR hergestellt.
Hierzu wurden die Mutationsprimer cA-TATA1 und cA-TATAO sowie die Randprimer cA-
Xbal und cA-Ncol zusammen mit der Matrize c-gvpA eingesetzt. Der Mutationsprimer cA-
TATAL enthielt ein zur Zielsequenz unterschiedliches Nukleotid (T>A), was eine
Substitution in der TATA-Box des c-gvpA-Promotors bewirkte.

chimére pA-cA-Promotoren

Um den chimé&ren Promotor pA-cA herzustellen, wurde mit den Primern cA-Xbal und pA-cA
zusammen mit der Matrize c-gvpA eine 60 Nukleotide lange DNA-Sequenz amplifiziert, die
anschliefRend als Megaprimer eingesetzt wurde. Der resultierende Megaprimer enthielt 21 bp
der p-gvpA-Promotorsequenz, die an die TATA-Box des c-gvpA-Promotors fusioniert war. In
einer zweiten PCR wurde mit diesem Megaprimer und dem Primer cA-Ncol der chiméare

Promotor cA-pA amplifiziert.

Der chimare Promotor pA-cA+5u wurde mit der in-vitro-Mutagenese-PCR hergestellt. Der
Mutationsprimer pA-cA-1 wurde zusammen mit dem Randprimer cA-Ncol und dem chiméren
Promotor pA-cA als Matrize in eine PCR eingesetzt, die das 1. Amplifikat lieferte. In einer
weiteren PCR wurden der Mutationsprimer pA-cA-2 zusammen mit dem Randprimer cA-
Xbal und dem Promotor pA-cA as Matrize eingesetzt, um das 2. Amplifikat herzustellen. In
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der folgenden PCR wurde das 1. Amplifikat zusammen mit dem 2. Amplifikat und den
Randprimern eingesetzt. Hierbei wurde der Promotor pA-cA+5u amplifiziert, der 26 bp der p-
gvpA-Promotorsequenz enthielt.

Der chimére Promotor pA-cA+10u wurde mit dem Mutationsprimer pA-cA-3 in der gleichen
Art und Weise hergestellt. Der Promotor pA-cA+10u enthielt 31 bp der p-gvpA-
Promotorsequenz.

Der chimére Promotor pA-cA-5u wurde mit dem Mutationsprimer pA-cA-4 zusammen mit
dem Randprimer cA-Ncol und c-gvpA as Matrize in eine PCR eingesetzt, um das 1.
Amplifikat herzustellen. In einer zweiten PCR wurde der Mutationsprimer pA-cA-5
zusammen mit dem Randprimer cA-Xbal und c-gvpA als Matrize eingesetzt, um das 2.
Amplifikat herzustellen. In der folgenden PCR wurde das 1. Amplifikat zusammen mit dem 2.
Amplifikat und den Randprimern eingesetzt. Hierbei wurde der Promotor pA-cA-5u
amplifiziert, derl6 bp der p-gvpA-Promotorsequenz enthielt.

Die Herstellung des chiméren Promotors pA-cA-10u, der 11 bp der p-gvpA-Promotorsequenz
enthielt, erfolgte nach dem selben Schema. Hier wurde der Mutationsprimer pA-cA-6
verwendet.

Die Herstellung des chimaren Promotors pA-cA-5d erfolgte ebenfalls mit der in-vitro-
Mutagenese-PCR. Der Mutationsprimer pA-cA-7 wurde zusammen mit dem Randprimer cA-
Xbal und c-gvpA als Matrize in eine PCR eingesetzt, die das 1. Amplifikat lieferte. In einer
weiteren PCR wurde der Mutationsprimer pA-cA-8 zusammen mit dem Randprimer cA-Ncol
und c-gvpA as Matrize eingesetzt, um das 2. Amplifikat zu synthetisieren. In der folgenden
PCR wurden das 1. und das 2. Amplifikat zusammen mit den Randprimern eingesetzt, um den
Promotor pA-cA-5d zu amplifizieren, der 16 bp der p-gvpA-Promotorsequenz enthielt.

Der chimére Promotor pA-cA-10d, der 11 bp der p-gvpA-Promotorsequenz enthielt, wurde
wie der Promotor pA-cA-5d hergestellt. Anstelle des Mutationsprimers pA-cA-8 wurde der
Mutationsprimer pA-cA-9 verwendet.

CA-pA-BRE-/TATA-Promotor mutanten

Auch der chiméare Promotor cA-pA-TATA wurde mit der in-vitro-Mutagenese PCR
hergestellt. Der Mutationsprimer BT-null wurde zusammen mit dem Randprimer cA-Ncol
und c-gvpA als Matrize in eine PCR eingesetzt, die das 1. Amplifikat lieferte. In einer
weiteren PCR wurde der Mutationsprimer TATA zusammen mit dem Randprimer cA-Xbal

und c-gvpA als Matrize eingesetzt, um das 2. Amplifikat herzustellen. In der folgenden PCR



Material und Methoden Seite 34

wurden das 1. und das 2. Amplifikat zusammen den Randprimern eingesetzt, um den
chiméren Promotor pA-cA-TATA herzustellen.

Die beiden chiméren Promotoren cA-pA-BRE und cA-pA-BRETATA wurden nach dem
gleichen Schema hergestellt, wobei anstelle des Mutationsprimers TATA der
Mutationsprimer BRE bzw. BRETATA eingesetzt wurde.

mutierte mcA-Promotor sequenzen

Die mcA-Promotormutante mcA-Delta wurde mit den synthetischen Oligonukleotiden mcA-
Ncol und mcA-Del-Pal zusammen mit mc-gvpA als Matrize amplifiziert. Der Primer mcA-
Del-Pal kodiert fur eine Deletion von 3 Nukleotiden (TGA) innerhalb einer Sequenz (Position

4166-4164C), die komplementar zu einer palindromischen Sequenz (GTTGCTGAACCAAC)
(Position 4158-4171C) stromaufwaérts der TATA-Box liegt.

€ mc-vac Sequenz, die unter der accession number X64729 zugénglich ist.

Die mcA-Promotormutanten mcA-Mutl und mcA-Mut2 wurden mit den synthetischen
Oligonukleotiden mcA-Ncol und mcA-Pal-Mut zusammen mit mc-gvpA als Matrize
amplifiziert. Der Primer mcA-Pal-Mut enthélt eine 14 Nukleotide lange degenerierte Sequenz,

die komplementér zur palindromischen Sequenz ist.

mcA-Promotor -Deletionsmutanten

Die mcA-Promotor-Deletionsmutanten mcA-Delta | bis VII enthielten jeweils eine Deletion
von 7 Nukleotiden stromauf der TATA-Box.

Der mutierte Promotor mcA-Deltal wurde Uber in-vitro-Mutagenese-PCR hergestellt. Der
Mutationsprimer mcA-Delta0 wurde zusammen mit dem Randprimer mcA-Ncol und mc-
gvpA als Matrize in eine PCR einegesetzt, die das 1. Amplifikat lieferte. In einer weiteren
PCR wurde der Mutationsprimer mcA-Deltal zusammen mit dem Randprimer mcA-Xbal und
mc-gvpA as Matrize eingesetzt, um die 2. Amplifikat herzustellen. In der nachsten PCR
wurden das 1. und das 2. Amplifikat zusammen mit den Randprimern eingesetzt, um den
Promotoren mcA-Deltal zu amplifizieren.

Die mutierten Promotoren mcA-Deltall, mcA-Deltal Il und mcA-Deltal V wurden genauso
hergestellt. Der Mutationsprimer mcA-Deltal wurde jeweils ersetzt durch den
Mutationsprimer mcA-Deltall, mcA-Deltalll bzw. mcA-DeltalV.
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Die mcA-Promotor-Deletionsmutanten mcA-DeltaV, mcA-DeltaVl und mcA-DeltaVIl

wurden mit den synthetischen Oligonukleotiden mcA-DeltaV bzw. mcA-DeltaVl bzw. mcA-
DeltaVIl und mcA-Ncol zusammen mit mc-gvpA as Matrize amplifiziert.

mcA-Promotor -Substitutionsmutanten

Die mcA-Promotormutanten mcA-M1 bis M11 enthielten jeweils eine Substitution von 4
Nukleotiden stromaufwaérts der TATA-Box.

Die Promotormutante mcA-M 1 wurde auch Uber in-vitro-Mutagenese-PCR hergestellt. Der
Mutationsprimer mcA-M 0 wurde zusammen mit dem Randprimer mcA-Ncol und mc-gvpA
als Matrize in eine PCR eingesetzt, die das 1. Amplifikat lieferte. Der Mutationsprimer mcA-
M1 wurde zusammen mit dem Randprimer mcA-Xbal und mc-gvpA als Matrize in eine
weitere PCR eingesetzt, um das 2. Amplifikat herzustellen. In der folgenden PCR wurden das
1. und das 2. Amplifikat zusammen mit den Randprimern eingesetzt, um die
Promotormutante mcA-M1 herzustellen.

In der gleichen Art wurden die Promotormutanten mcA-M 2, mcA-M 3, mcA-M4, mcA-M5
und mcA-M6 hergestellt, wobei der Mutationsprimer mcA-M1 jeweils durch den
Mutationsprimer mcA-M2, mcA-M3, mcA-M4, mcA-M5 bzw. mcA-M6 ausgetauscht wurde.

Die mcA-Promotormutanten mcA-M7, mcA-M8, mcA-M9, mcA-M10 und mcA-M11
wurden mit den synthetischen Oligonukleotiden mcA-M7, mcA-M8, mcA-M9, mcA-M 10
bzw. mcA-M11 und mcA-Ncol zusammen mit mc-gvpA as Matrize amplifiziert.

Alle Promotorfragmente wurden mittels Agarosegel el ektrophorese gereinigt, mit Ncol und
Xbal hydrolytisch gespalten und zusammen mit dem bgaH-Leserahmen, der mit Ncol und
BamH| geschnitten war, sowie dem Plasmid pBluescript I SK (+), das mit Xbal und BamH]
restringiert war, in eine Ligation eingesetzt. Die exakte Sequenz wurde uber DNA-
Sequenzanalyse Uberpruft. Die gvpA-Promotor-bgaH-Fusionsgene wurden dann als Xbal-
BamHI-Fragmente in den halobakteriellen shuttle-V ektor pWL 102 inseriert.

gvpE-Konstrukte

Fur die Expression von p-gvpE wurde der p-gvpE-Leserahmen mit den synthetischen
Oligonukletiden pE1 und pE2 und p-gvpE in einer PCR amplifiziert. Der Primer pE1 enthielt
die Restriktionsschnittstellen BamHI und Ncol, wohingegen der Primer pE2 die Schnittstellen
Pstl und Acc65l enthielt. Das PCR Produkt wurde mittels Agarosegel el ektrophorese gereinigt,
mit BamHI und Pstl geschnitten und mittels dieser Schnittstellen in das Plasmid pBluescript
Il SK (+) ligiert. Die korrekte Fusion wurde tber DNA-Sequenzanalyse Uberprift. Der p-
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gvpE Leserahmen wurde als Ncol-Acc65l Fragment in den hal obakteriellen Expressionsvektor
pJAS3S ligiert, wobel er direkt Uber sein ATG-Startcodon an den fdx-(Ferredoxin)-Promotor
fusioniert wurde.

Die Konstrukte mc-gvpE-pJAS35 und c-gvpE-pJAS35 lagen bereits vor (Kriiger et a. 1998;
Roder, 1997).

Fir die Expression des bgaH-Gens unter der Kontrolle des fdx-Promotors wurde der bgaH-
Leserahmen als Ncol-Acc651-Fragment aus dem bereits beschriebenen Konstrukt mcA-
bgaH*SK |1 (+) herausgeschnitten. Hierzu war eine partielle Restriktion notwendig, da der
bgaH-Leserahmen eine interne Acc65l-Restriktionsschnittstelle enthadlt. Der bgaH-

L eserahmen wurde dann Uber sein ATG-Startcodon direkt an den fdx-Promotor fusioniert.

| solierung halobakterieller RNA

Halobakterielle RNA wurde mit der Methode von Chomczynski & Sacchi (1987) oder mit
dem RNeasy Kit von Qiagen isoliert, wonach die RNA noch mit DNase | inkubiert wurde, um
stérende DNA zu entfernen. Fir Proben aus der exponentiellen Wachstumsphase wurden 50
ml Kultur mit einer Ag,, von 0,2 bis 0,4 und fir Proben aus der stationdren Wachstumphase
wurden 4,5 bis 6 ml Kultur mit einer A4y, von 1,8 bis 2,5 zentrifugiert.

Um die Qualitdt der RNA zu beurteilen, wurden 2 pl der Probe mit 8 pyl denaturierendem
RNA-Mix (s.u.) gemischt, 10 min bei 65 °C denaturiert, um Sekundarstrukturen
aufzuschmel zen, und schliefdlich mittels Agarosegel el ektrophorese aufgetrennt. Durch Férben
mit Toluidinblau konnte die Laufweite der 16S- und 23S-rRNA sichtbar gemacht werden.

denaturierender RNA-Mix :

250 yl Formamid

83 ul 37%iger Formaldehyd

50 gl 1 x MOPS-Gelpuffer pH 8

Toluidinblau-Farbel 6sung:
0,1% Toluidinblau
20% (v/v) Ethanol
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Northern-Analysen

Zur Transkriptionsanalyse wurden 5 oder 10 pg halobakterielle Gesamt-RNA Uber
denaturierende, formaldehydhaltige 1,2%ige Agarosegele aufgetrennt und anschlief3end auf
Nylonmembranen transferiert (Ausubel et al., 1988). Die transferierte RNA wurde durch
zweistindige Inkubation bei 80 °C auf der Nylonmembran fixiert. Danach wurde die rRNA
durch Anfarben mit Methylenblau sichtbar gemacht, um die Quantité und die Qualitéat der
RNA beurteilen zu kénnen. Zur Dokumentation wurde eine Photokopie der angefarbten
Membran erstellt.

M ethylenblau-Farbel 6sung:

0,5 M Natriumacetat, pH 5,2

0,004% Methylenblau

Hybridisierung strangspezifischer Sonden mit RNA auf Northern-Membranen

Zunéchst wurde die Membran fur 1-2 h in 25 ml Hybridisierungslosung (s.u.) bei 42 °C
vorhybridisiert. Danach wurde die Hybridisierungslésung verworfen und die strangspezifische
RNA-Sonde, die in 25 ml Hybridisierungslésung aufgenommen und fir 10 min bel 65 °C
denaturiert war, zugegeben. Die Hybridisierung erfolgte Giber Nacht bei 42 °C.

Hybridisierungsl 6sung:

50% Formamid

1 x SSPE

10% Dextransulfat

0,5% Magermilchpulver

1% SDS

(Das Dextransulfat wurde nach und nach in eine Losung mit alen Bestandteilen auf3er SDS
und SSPE gegeben und unter stdndigem Schiitteln und Inkubieren bei 50 °C gel6st. Nach
vollstandigem L 6sen wurde der Rest noch zugeben.)

Die strangspezifische bgaH RNA-Sonde wurde mit dem T3/T7 System uber in-vitro-
Transkription synthetisiert, wobel das 2,2 kb grof3e Ncol-BamHI bgaH-Fragment, inseriert in
pBluescript, als Matrize diente. Die Sonde wurde mit DIG (Digoxygenin) unter Verwendung
des DIG RNA labelling Kit (Roche) synthetisiert.
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DNA-Isolierung

Die Plasmid-DNA aus Escherichia coli wurde mit dem Kit CONCERT Rapid Plasmid
Miniprep System (GIBCO BRL) isoliert. Fir die Plasmid-1solierung aus Haloferax volcanii
WFD11 wurde das Protokoll etwas veréndert:

Es wurden 3 ml stationdre Kultur abzentrifugiert und in 250 yl Halobakterien-
Resuspendierungspuffer (s.u.) resuspendiert. Nach Zugabe von 250 yl G2 Puffer (Gibco) und
mehrmaligem Invertieren wurden die Proben fir 5 min bel ZT inkubiert. Dann wurden 350 pl
M3 Puffer (Gibco) zugegeben, mehrmals invertiert, 5 min auf Eis inkubiert, und schliefdlich
wurden die Proben 15 min bei 13.000 rpm und 4 °C zentrifugiert.

Hal obakterien-Resuspendierungspuffer:

50 mM Tris-HCI, pH 8

10 mM EDTA

50 mM Glucose

1M NaCl

Southern-Analysen

Die DNA wurde nach Auftrennen tber Agarosegelelektrophorese fir 10 min in 0,25 M HCI
zur partiellen Depurinierung, dann zum Denaturieren fir 30 minin 0,5 M NaOH/ 1,5M NaCl
und zum Neutralisiseren fur 30 minin 1,5 M NaCl/ 0,5 M Tris-HCI pH 7,5 geschwenkt. Das
Gel wurde nach jedem Schritt in deionisiertem Wasser geschwenkt. Der anschlief3ende
Transfer erfolgte wie bei Southern (1975) und Sambrook & Russell (2001) beschrieben. Als
Transferpuffer wurde 20 x SSC (s.u.) eingesetzt. Nach dem Transfer wurde die DNA auf der
Nylonmembran durch zweistindige Inkubation bei 80 °C fixiert. Fur die Detektion
bestimmter DNA-Fragmente wurden mit Digoxygenin markierte DNA-Fragmente verwendet.
Die Markierung der DNA erfolgte mit dem DIG DNA Labelling Kit und die Detektion mit
dem DIG Luminescent Detection Kit nach Angaben des Herstellers (Boehringer Ingelheim).

20 x SSC:
3 M NaCl
0,3 M NaCitrat, pH 7

Sequenzanalyse
Zur Bestimmung der DNA-Sequenz wurde die Kettenabbruchmethode nach Sanger

verwendet (Sanger et a., 1977). Fur die Sequenzbestimmung wurde ein fluoreszenzmarkiertes
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(IRD41) Oligonukleotid (reverse primer) (MWG), das komplementar zur Polylinkersequenz
des Vektors pBluescript 11 SK (+) ist, eingesetzt. Die Sequenzreaktion wurde mit dem
SequiTherm EXCEL Il Long-Read Sequencing Kit-LC (BIOzym) nach den Angaben des
Herstellers durchgefiihrt. Die Reaktionen wurden auf harnstoffhaltigen Gelen, die mit der
Long ranger gel solution von FMC BioProducts (USA) hergestellt wurden, aufgetrennt. Der
Gellauf und die Detektion erfolgte auf einem Licor 4000 Sequenziergerét.

M olekular biologische Standar dmethoden
Molekularbiologische Standardtmethoden, die hier nicht beschrieben sind, wurden nach
Sambrook & Russell (2001) durchgefihrt.

Herstellung von halobakteriellen Rohextrakten fur Proteinunter suchungen

a) Herstellung von Rohextrakten zur Bestimmung der Proteinkonzentration

Es wurden zu jedem Mef3punkt in der exponentiellen Wachstumsphase 1 ml und in der
stationaren Wachstumsphase 0,1 ml Haloferax volcanii WFD11-Kultur abgenommen und fir
2 min bei 13.000 rpm und ZT zentrifugiert. Die Zellpellets wurden dann in 100 bis 300 pl
TED-Puffer (s.u.) resuspendiert und fir mindestens 30 min bel ZT inkubiert. Danach konnten
sieca. 1 Woche bei 4 °C gelagert werden.

TED-Puffer:

10 mM Tris-HCl, pH 8
1mM EDTA

1 pg/ ml DNase

b) Herstellung von Rohextrakten zur Western-Analyse

Eswurden 12 ml einer exponentiellen und 5 ml einer stationdren Haloferax volcanii WFD11-
Kultur enthnommen und 20 min bei 10.000 rpm und 4 °C bzw. 30 min bei 4000 rpm und 4 °C
zentrifugiert. Die Zellpellets wurden in 400 pl TE-Puffer (s.u.) mit 1 pl DNase (10 mg/ml)
resuspendiert und Uber Nacht bei 4 °C gegen 1 mM (pH 8) Tris-gepuffertes Wasser dialysiert.
Die Zellmembranen und andere unlésliche Zellbestandteile wurden durch zwanzigminitige
Zentrifugation bei 13.000 rpm und ZT von den |8slichen Bestandteilen abgetrennt.

TE-Puffer :
10 mM Tris-HCl, pH 8
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1mM EDTA

SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Fur die gelelektrophoretische Auftrennung von Proteine wurden 16% Polyacrylamidgele nach
Schéagger (Schagger & Jagow, 1987) verwendet. 20 g Protein wurden vor dem Gelauftrag 10
min in SDS Probenpuffer (s.u.) aufgekocht. Als Proteingrof3enstandard wurde der Protein
Molecular Weight Marker #SM 0431 von MBI Fermentas eingesetzt.

SDS-Probenpuffer:

125 mM Tris-HCI, pH 6,8

20% Glycerin

4% SDS

2mM EDTA

10% (v/v) B-Mercaptoethanol

0,02% (w/v) Bromphenolblau

Western-Analyse

Gelelektrophoretisch (SDS-Polyacrylamidgel) aufgetrennte Proteine wurden nach dem von
Towbin et al. (1979) beschriebenen Verfahren mittels Naf3blot (Midget MultiBlot-System,
Pharmacia) elektrophoretisch auf Nitrozellulose Ubertragen. Als Transferpuffer wurde wurde
25 mM Tris, 192 mM Glycin, pH 8,3 — 8,6 eingesetzt. Der Transfer erfolgte bei 4 °C und 100
Volt fur 1 h. Die Nitrozellulosemembran wurde nach dem Transfer mit Ponceaurot (s.u.)
angefarbt, um die Proteinbanden sichtbar zu machen. Die Banden des Grof3enstandards
wurden mit Bleistift markiert und die Membran wurde zur Dokumentation photokopiert.

Ponceaurot-Farbel 6sung:
0,2% (w/v) Ponceaurot

3,0% (v/v) Trichloressigsaure
3,0% (v/v) Sulfosalicylsaure

Proteindetektion durch Chemilumineszenz

Die Proteindetektion durch Chemolumineszenz erfolgte mit dem ECL-System von
Amersham. Die Nitrozellulose wurde nach dem Transfer Uber Nacht bei ZT in
Blockierungspuffer (s.u.) geschwenkt. Dann wurde das erste Antiserum aus Kaninchen (Anti-

mcGvpE-Serum) in einer 1:1000 Verdunnung in Blockierungspuffer zugegeben und fur 1 h
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bei ZT geschwenkt. Nach dreimal zehnminitigem Waschen mit Blockierungspuffer wurde
das zweite Antiserum aus Esel (Anti-Kaninchen-Serum) in einer 1:5000 Verdinnung
zugegeben und erneut fir 1 h bei ZT geschwenkt. Darauf schloss sich erneut ein dreimal
zehnminatiges Waschen mit Blockierungspuffer an. Die Nitrozellulose wurde dann 1 min mit
Chemilumineszenzldsung inkubiert, auf Whatmanpapier getrocknet, in Folie eingeschwei (3t
und dann mit einem Rontgenfilm bei ZT fir 1 bis 60 min inkubiert.

Blockierungspuffer:
1x PBS

1% Magermilchpulver
0,05% Tween 20

Proteinbestimmung nach Bradford

Die Konzentration der Proteine in halobakteriellen Rohextrakten wurde nach der Bradford-
Methode durchgefiihrt. Nachdem 20 ul der Proteinlysate in eine Halbmikrokivette gegeben
wurden, folgte die Zugabe von 980 ul Bradfordreagenz. Nach sorgfaltigem Mischen und einer
Inkubation von 5 min bei ZT, erfolgte die photometrische Bestimmung bei 595 nm. Als
Eichreihe diente Rinderserumalbumin (BSA) in den Konzentrationen 1,0/ 0,8/0,6/ 0,4/ 0,2
und 0,1 mg/ml.

Bradfordreagenz:

0,01% (w/v) Coomassie Brillant Blue G250
4,75% (v/v) EtOH

8,5% (v/v) Phosphorsaure

Analyse der B-Galaktosidase-Aktivitat

a) X-Gal-Test

Die B-Galaktosidase-Aktivitdt in Haloferax volcanii WFD11-Transformanten, die auf
Agarplatten ausgestrichen waren, konnte mit X-Gal (5-Bromo-4-chloro-indoyl-f3-D-
galaktosid) sichtbar gemacht werden. Hierzu wurden die Platten mit X-Gal (10 mg/ml in
Dimethylformamid) bespriht und 15 bis 30 min bei 42 °C inkubiert. Kolonien mit 3-
Galaktosidase-Aktivitét farbten sich blau, die ohne nachweisbare Enzymaktivitét blieben rot-

orange.
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b) ONPG-Test

Die 3-Galaktosidase-Aktivitdt in Haloferax volcanii WFD11-Zellysaten wurde mit dem
ONPG (ortho-Nitrophenyl-3-D-galaktopyranosid)-Test nach Angaben von Holmes et al.
(1997) ermittelt. Hierzu wurden 100 bis 4000 ul (je nach Wachstumsphase und [3-
Galaktosidase-Aktivitat) der jeweiligen Haloferax volcanii WFD11-Transformanten-Kultur
entnommen und fur 2 min bei 13.000 rpm und ZT zentrifugiert. Die Zellen wurden dann in
100 pl des entsprechenden Mediums, in dem die Kultur gewachsen war, resuspendiert. Zur
Lyse wurden 50 pl 2% Triton X-100 und 800 ul ONPG-Testpuffer (s.u.) zugegeben und
gemischt. Nach Zugabe von 50 pl ONPG-L6sung (8 mg / ml ONPG in 0,1 M Tris-HCI pH
7,2), erneutem Mischen und einer Inkubation von 1 bis5 min bei ZT, wurde die enzymatische
Reaktion as Absorptionsanderung pro Zeiteinheit (AA / At) photometrisch bei 405 nm (ZT)

verfolgt.

ONPG-Testpuffer:

2,5M NaCl

10 uM MnCl,

0,1% [-Mercaptoethanol
50 mM Tris-HCl, pH 7,2

Ausgehend vom Lambert-Beerschen Gesetz: (AA / At = ¢ x d x Ac / At) kann die
Volumenaktivitdt als Konzentrationsanderung pro Zeiteinheit (Ac / At) in 1 ml berechnet
werden. Der molare Extinktionskoeffizient € fir ONP bei 405 nm betragt 3,3 x 10° M cm™
und die Schichtdicke d der Klvette betragt 1 cm. Eine Einheit (1 U) der -
Galaktosidaseaktivitét ist definiert als die Menge an Enzym, die die Hydrolyse von 1 pmol
ONPG / min katalysiert. Durch Bestimmung der Proteinkonzentration im Rohextrakt (siehe
oben) kann die spezifische Aktivitat in Units pro mg Gesamtprotein [U/mg] berechnet

werden.
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ERGEBNISSE

Das Ziel dieser Arbeit war die basalen Aktivitéten und die Aktivierung der gvpA-Promotoren
(A-Promotoren) durch die GvpE-Proteine mit dem bgaH-Reportergen zu bestimmen. Da
bisher die Wechselwirkung zwischen den A-Promotoren und dem GvpE-Aktivator nicht
gezeigt werden konnte, sollte der Wechselwirkungsbereich auf den A-Promotoren durch

Mutagenese ndher untersucht werden.

1)  Untersuchungen der gvpA-Promotoren mit dem bgaH-Reportergen

Reportergenfusion in den drel ver schiedenen gvpA-L eserahmen
Die drei verschiedenen gvpA-Gene aus der p-vac-, c-vac- und mc-vac-Region von
Halobacterium salinarum und von Haloferax mediterranei wurden fur vergleichende
Genexpressionsstudien verwendet. Sowohl die basale Aktivitét als auch die GvpE-stimulierte
Aktivitét sollte bestimmt werden. Die drei gvpA-Gene werden als etwa 340 nt lange mRNAS
mit einem nicht translatierten 19 bis 20 nt langen mMRNA-leader transkribiert (Horne &
Pfeifer, 1989; Englert et al., 1990). Um die Transkription der mRNA nicht zu verandern,
wurden im Rahmen der vorangegangenen Diplomarbeit die drei verschiedenen gvpA-
Promotoren direkt am Startcodon des jeweiligen gvpA-Gens mit dem Startcodon des bgaH-
Reportergens fusioniert und die Haloferax volcanii WFD11-Transformanten, die diese
unterschiedlichen Reportergenfusionskonstukte enthielten, dann auf ihre [3-Galaktosidase-
Aktivitat Uberpruft. Dabei zeigte sich, dass bel vielen dieser Transformanten keine (3-
Galaktosidase-Aktivitdt nachweisbar war, obwohl die gewlinschten bgaH-mRNASs
nachweisbar waren (Gregor, 1998). Dies fuhrte zu der Annahme, dass das Fehlen der 3-
Galaktosidase-Aktivitét in diesen Transformanten auf einem Problem bei der Translation der
bgaH-mRNA beruhte. Fir die Fusion der drei A-Promotoren war die Restriktionsschnittstelle
Ncol am 5'-Ende des jeweiligen Startcodons eingefiigt worden, wobei eine Punktmutation
entstanden war (T oder A wurde zu C). Die Vermutung lag deshalb nahe, dass diese
Punktmutation die Ursache dafir war, dass die gebildete bgaH-mRNA nicht translatiert
wurde. Um diese Schwierigkeiten zu umgehen sollten die pA-, cA-, und mcA-Promotoren in
dieser Arbeit innerhalb des jeweiligen gvpA-Leserahmens mit dem ATG-Startcodon des
bgaH-Leserahmens fusioniert werden. Die (-Galaktosidase-Proteine, die bei Translation

dieser Konstrukte in Hf. volcanii-Transformanten entstehen, enthalten deshalb am N-
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Terminus zusétzlich finf Aminosauren des jeweiligen GvpA-Proteins: MAQPD von pGvpA
und cGvpA und MV QPG von mcGvpA.

Fir die Herstellung der Konstrukte pA-bgaH, cA-bgaH und mcA-bgaH wurden die
jeweiligen A-Promotorregionen und der bgaH-L eserahmen mittels PCR amplifiziert. Die A-
Promotoren wurden zusammen mit dem bgaH-Leserahmen zuné&chst in das E. coli Plasmid
pBluescriptll SK+ inseriert. Die korrekte Fusion wurde mittels DNA-Sequenzanalyse
Uberprift. Die verschiednen A-bgaH-Fusionsfragmente wurden anschlief3end in den
hal obakteriellen shuttle-Vektor pWL102 inseriert.

Da sowohl die basale Aktivitéat der Konstrukte pA-bgaH x pwWL102 (pA-bgaH), cA-bgaH x
pWL102 (cA-bgaH) und mcA-bgaH x pwWL102 (mcA-bgaH) als auch deren Aktivierung
durch pGvpE, cGvpE und mcGvpE untersucht werden sollte, wurde auch der p-gvpE-
Leserahmen in den halobakteriellen Expressionsvektor (Soppa, unverdffentlicht; Pfeifer et al.,
1994) inseriert. In dem Konstrukt p-gvpE x pJAS35 (pE®) befindet sich p-gvpE unter der
Kontrolle des Ferredoxinpromotors (Pfeifer et al., 1993). Die Konstrukte c-gvpE x pJAS35
(cE®) und mc-gvpE x pJAS35 (McE™) waren dagegen bereits vorhanden (Kriiger et al., 1998;
Roder, 1997).

Die verschiedenen A-bgaH-Konstukte wurden sowohl alleine, as auch zusammen mit einem
der E*-Konstrukte zur Transformation von Hf. volcanii WFD11 eingesetzt. Die Plasmide aller
Transformanten wurden isoliert und mit Hilfe geeigneter Restriktionsenzyme und (falls nétig)

auch mittels Southern-Analyse auf ihre Richtigkeit Gberprift.

Uberprufung der B-Galaktosidase Aktivitat mit X-Gal

Zunéchst wurden die Hf. volcanii-Transformanten kreuzférmig auf Agarplatten ausgestrichen
und mit X-Gal besprtiht, um die B-Galaktosidase Aktivitét sichtbar zu machen. Die pA-bgaH-
Transformante war hellblau gefarbt (Abb. 5, obere Reihe). Diesist auf die basale Aktivitét des
pA-Promotors zurtickzufihren, die auch schon in Transformanten mit dem p-gvpA-Gen
nachgewiesen werden konnte (Kriiger et al., 1998). Die Transformante pA-bgaH/pE®™ war
dunkelblau geféarbt. Dies bedeutet, dass der pA-Promotor durch den Aktivator pGvpE
zusétzlich noch aktiviert wurde. Da die Transformanten pA-bgaH/cE™ und pA-bgaH/mcE*
ebenfalls dunkelblau wurden, lag die Vermutung nahe, dass der pA-Promotor auch durch die

heterologen Aktivatoren cGvpE und mcGvpE aktiviert wurde.
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pA-bgaH pA-bgaH/pE®™  pA-bgaH/cE® pA-bgaH/mcE™
g
CA'bgaH CA-bgaH/pEex C,A.bgaH/cEex CA_bgaH/CEex

mcA-bgaH mcA-bgaH/pE* mcA-bgaH/cE* mcA-bgaH/mcE™

X K AKX

Abb. 5 Kolonien von Haloferax volcanii WFD11-Transformanten mit X-Gal bespriiht. Die Transformanten
wurden X-formig auf Agarmedium ausgestrichen und mit 10 mg/ml X-Gal bespriiht. Die Konstrukte, die jede
Transformante enthélt, stehen tUber den Kolonien. Die Bezeichnungen pE®, cE®™ und mcE®™ stehen fir die
Konstukte p-gvpE x pJAS35, c-gvpE x pJAS35 bzw. mc-gvpE x pJAS35. Die A-bgaH-Fusionsgene wurden in
das Plasmid pWL102 inseriert. Die Abkiirzungen pA, cA und mcA stehen fur die Promotoren der Gene p-gvpA,
c-gvpA und mc-gvpA. Die Kolonien stammen von unterschiedlichen Agarplatten, wodurch die unterschiedlichen
Blautdne zustande kommen.

Die cA-bgaH-Transformante blieb dagegen orange, was auf den basal inaktiven cA-Promotor
zurtickzufiihren war (Abb. 5, mittlere Reihe). Dies wurde bereits mit Hilfe von Northern-
Analysen bei Transformanten gezeigt, die nur das c-gvpA-Gen enthielten (Kruger & Pfeifer,
1996). Die cA-bgaH/cE*-Transformante war blau geférbt, die Transformanten cA-bgaH/pE™
und cA-bgaH/mcE™ blieben dagegen orange. Dies lief3 vermuten, dass der cA-Promotor nur
durch den homologen Aktivator cGvpE, nicht aber durch pGvpE bzw. mcGvpE aktivierbar
war.

Die mcA-bgaH-Transformante war nur wenig blau gefarbt (Abb. 5, untere Reihe). Diesistin
Ubereinstimmung mit den vorangegangenen Northern-Analysen, die zeigten, dass
Transformanten mit dem mc-gvpA-Gen nur eine geringe basale mcA-Promotoraktivitat
aufwiesen (Roder & Pfeifer, 1996). Die Transformanten mcA-bgaH/pE®, mcA-bgaH/cE*
und mcA-bgaH/mcE* waren dunkelblau geférbt, die mcA-bgaH/cE*-Transformante erschien
am intensivsten blau. Dies zeigte, dass der mcA-Promotor durch den homologen Aktivator

mcGvpE sowie durch pGvpE und cGvpE aktivierbar war.
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Quantifizierung der B-Galaktosidase-Aktivitat mit Hilfe des ONPG-Tests

Die spezifische (-Galaktosidase-Aktivitdt in den Transformanten wurde anschlief3end mit
Hilfe des ONPG-Tests quantifiziert. Hierzu wurden die Transformanten als Schuttelkulturen
in 50 bis 100 ml flissigem 3 M Vollmedium angezogen, die A4y, fur ca. 120 h bestimmt und

mehrere Proben entnommen, um den ONPG-Test durchzufthren.

a) Analyse des mcA-Promotors

Von jeweils mehreren Transformanten wurden die spezifischen (3-Gal aktosidase-Aktivitéten
Uber mehrere Tage hinweg ermittelt und miteinander verglichen.

Die Analyse von funf mcA-bgaH-Transformanten ist in Abb. 6A dargestellt. Es ist der
typische Verlauf der Wachstumskurve einer Transformante und die gemittelte spezifische 3-
Galaktosidase-Aktivitét aller funf mcA-bgaH-Transformanten, die bei vergleichbaren
Zeitpunkten gebildet wurde, gezeigt. Aufféllig ist, dass in der friihen exponentiellen
Wachstumsphase (10 h bis 30 h) keine spezifische 3-Galaktosidase-Aktivitét messbar war.
Beim Ubergang von der spét-exponentiellen in die friihe stationdre Wachstumsphase (35 h bis
55 h) war 3-Galaktosidase-Aktivitat messbar, die bis in die spét-stationdre Phase erhalten
blieb. Die niedrigsten Absorptionsénderungen pro Zeiteinheit im ONPG-Test lieferten
spezifische Aktivitaten von ca. 0,0006 U/mg und die hochsten Absorptionsdnderungen pro
Zeiteinheit lieferten spezifische Aktivitdten von 0,0018 U/mg. Von den Mittelwerten der (3-
Galaktosidase-Aktivitaten wurden die Standardabweichungen berechnet. Auffalig ist, dass
die Messwerte aus der spéten exponentiellen / friihen stationdren Wachstumsphase eine
grofiere Standardabweichung als die aus der spaten stationaren Phase hatten.
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Abb. 6 Wachstumskurve und Mittelwerte aus Aktivitétskurven der Transformanten: A. mcA-bgaH, B. mcA-
bgaH/mcE®, C. mcA-bgaH/cE® und D. mcA-bgaH/pE™. Es ist stellvertretend je eine Wachstumskurve gezeigt.
Von drei bis finf verschiedenen Transformanten wurde mit dem ONPG-Test die spezifische [3-Galaktosidase-
Aktivitét bestimmt, die Mittelwerte und die Standardabweichung berechnet, die als Fehlerbalken eingezeichnet
ist. Werte von 0,0001 entsprechen einer nicht messbaren Aktivitat.

Des weiteren wurde die gemittelte spezifische 3-Galaktosidase-Aktivitdt von finf mcA-

bgaH/mcE®-Transformanten mit mcGvpE als Aktivator zu verschiedenen Zeitpunkten des
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Wachstums bestimmt, die in Abb. 6B dargestellt ist. Bei diesen Transformanten war die
spezifische 3-Galaktosidase Aktivitat schon in der frihen exponentiellen Wachstumsphase
(nach 20 h) mit einem Wert von ca. 0,02 U/mg zu messen. In der stationéren Phase stieg der
Wert auf bis zu ca. 0,17 U/mg an. Die Standardabweichung der gemittelten Aktivitdtswerte
variierte von 0,001 bis 0,025.

Die Anayse von drei mcA-bgaH/cE* Transformanten (durch cGvpE-Aktivierung) ist in Abb.
6C dargestellt. Die gemittelte spezifische 3-Galaktosidase-Aktivitdt war in der frihen
exponentiellen Wachstumsphase (nach ca. 20 h) mit ca. 0,1 U/mg zu messen und stieg in der
spéat exponentiellen Phase auf bis zu ca. 1,0 U/mg an. Die Standardabweichung variierte von
ca 0,03 his0,1.

Die Mittelwerte der spezifischen B-Galaktosidase-Aktivitdten von drei mcA-bgaH/pE™-
Transformanten (mit pGvpE as Aktivator) sind in Abb. 6D dargestellt. Die niedrigsten
messbaren spezifischen [-Galaktosidase-Aktivitaten in der frihen exponentiellen
Wachstumsphase lagen bei ca. 0,05 U/mg und die hdchsten in der spéten stationéren
Wachstumsphase bei ca. 0,1 U/mg. Die Standardabweichungen variierten von 0,002 bis ca.
0,026.

Wenn man die Mittelwerte der spezifischen (-Galaktosidase-Aktivitdten Uber die vier
verschiedenen Zeitabschnitte bildet: Zeitabschnitt 1 (20 h bis 40 h), Zeitabschnitt 2 (41 h bis
65h), Zeitabschnitt 3 (66 h bis 90 h) und Zeitabschnitt 4 (91 h bis 120 h) in der
Wachstumsphase, lassen sich die mcA-bgaH-Aktivitdten mit und ohne Aktivatoren gut
miteinander vergleichen (Abb. 7). Bei alen vier Transformanten stieg die spezifische [3-
Galaktosidase-Aktivitat mit der Zeit an. In den mcA-bgaH-Transformanten, die keinen GvpE-
Aktivator besitzen, war nur eine geringe spezifische (3-Galaktosidase-Aktivitat wahrend der
gesamten Wachstumsphase messbar. Im Zeitabschnitt 1 ist keine spezifische 3-Gal aktosidase-
Aktivitat, zwischen Zeitabschnitt 2 und 4 waren geringe Aktivitéten von 0,0008 U/mg bis
0,0013 U/mg messbar. Bei den mcA-bgaH/E®-Transformanten war generell eine hdhere
spezifische [3-Galaktosidase-Aktivitét messbar als bei der mcA-bgaH-Transformante. Im
Schnitt wurde die mcA-Promotor-Aktivitdt durch pGvpE um das 65-fache, durch mcGvpE
um das 80-fache und durch cGvpE um das 450-fache erhoht. Das bedeutet, dass das
heterologe cGvpE-Protein ein deutlich besserer Aktivator als das homologe mcGvpE-Protein

war.
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Zeitabschnitt

gemittelte spezifische Aktivitét [U/mg]
Zeit [h]  mcA-bgaH/cE*|mcA-bgaH/mcE® mcA-bgaH/pE™|mcA-bgaH
1 (20-40) 10,1883 0,0216 0,0128 0,0001
2 (41-65) |0,3062 0,0618 0,0498 0,0008
3 (66-90) |0,4555 0,0918 0,0734 0,0012
4 (91-120)|0,7389 0,1244 0,0913 0,0013

Abb. 7 Gemittelte spezifische B-Galaktosidase-Aktivitdten der Transformanten mcA-bgaH/cE®™ (mcA/cE), mcA-
bgaH/mcE®™ (mcA/mcE), mcA-bgaH/pE™ (mcA/pE) und mcA-bgaH (mcA). Die Saulen reprasentieren die
gemittelte spezifische B-Galaktosidase-Aktivitét der verschiedenen Transformanten in den Zeitabschnitten 1 (20-
40 h), 2 (41-65 h), 3 (66-90 h) und 4 (91-120 h) in der Wachstumsphase. Alle Transformanten besitzen alle das
mcA-bgaH-Gen in pWL102, oder sie enthalten noch zusétzlich einen der drei gvpE-Leserahmen c-gvpE (CE™),
mc-gvpE (McE™) oder p-gvpE (PE™) unter der Kontrolle des fdx-Promotors im Expressionsvektor pJAS35. Die
spezifische B-Galaktosidase-Aktivitdt wurde mit dem ONPG-Test bestimmt. Die Werte sind in der Tabelle unter
dem Diagramm angegeben. Werte von 0,0001 entsprechen einer nicht messbaren Aktivitat.

b) Analyse des pA-Promotors

Auch der pA-Promotor wurde basal und mit jedem der drei verschiedenen GvpE-Proteine als
Aktivator getestet. Die gemittelte spezifische B-Galaktosidase-Aktivitét von vier pA-bgaH-
Transformanten ist in Abb. 8A dargestellt. Die messbare spezifische [(-Galaktosidase-
Aktivitét erschien zu unterschiedlichen Zeitpunkten von frih stationdr (43 h) bis spét stationar
(78 h), und auch die Stérke der spezifischen [3-Galaktosidase-Aktivitdt schwankte um den
Faktor funf. Die berechneten Standardabweichungen variierten von 0,00002 bis 0,0025.
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Abb. 8 Wachstumskurve und Mittelwerte aus Aktivitdtskurven der Transformanten: A. pA-bgaH-
Transformanten, B. pA-bgaH/pE®-Transformanten, C. pA-bgaH/mcE™-Transformanten und D. pA-bgaH/cE®-
Transformanten. Es ist stellvertretend je eine Wachstumskurve gezeigt. Von drei bis finf verschiedenen
Transformanten wurde mit dem ONPG-Test die spezifische 3-Galaktosidase-Aktivitdt bestimmt, die Mittelwerte
und die Standardabweichung berechnet, die als Fehlerbalken eingezeichnet ist. Werte von 0,0001 entsprechen
einer nicht messbaren Aktivitét.
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Von funf pA-bgaH/pE®-Transformanten ist die gemittelte spezifische (-Galaktosidase-
Aktivitdt dargestellt (Abb. 8B). Erste messbhare spezifische Aktivitéten traten in der frihen
exponentiellen Wachstumsphase nach ca. 20 h Wachstum auf. Die berechneten
Standardabweichungen variierten von 0,01 bis 0,1.

Die Mittelwerte der spezifischen [3-Galaktosidase-Aktivitaten der drei pA-bgaH/mcE®-
Transformanten sind in Abb. 8C dargestellt. Der Aktivitatsverlauf war @nlich wie bei den
pA-bgaH/pE®-Transformanten (Abb. 8B). Die Messbarkeit begann nach ca. 20 h Wachstum
und ndaherte sich einem stationdren Wert von ca. 0,1 U/mg. Die ermittelten
Standardabweichungen differierten von 0,002 bis 0,03 (Abb. 8C).

Bei drei pA-bgaH/cE*™-Transformanten wurden die Mittelwerte der spezifischen [3-
Galaktosidase-Aktivitaten Uber deren Wachstumsperioden hinweg bestimmt (Abb. 8D). Die
messbare (-Galaktosidase-Aktivitat dieser Transformanten begann wie bei den zuvor
beschriebenen Untersuchungen nach ca. 20 h. Die ermittelten Standardabwei chungen reichten
von 0,0005 bis 0,037.

In Abb. 9ist ein Vergleich der Transformanten pA-bgaH, pA-bgaH/pE®, pA-bgaH/mcE* und
pA-bgaH/cE*™ zu sehen. Hierzu wurden wiederum Uber die vier Zeitabschnitte 1 (20 h bis 40
h), 2 (41 h bis 65 h), 3 (66 h bis 90 h) und 4 (91 h bis 120 h) die Mittelwerte der spezifischen
[3-Galaktosidase-Aktivitéten gebildet. Wie bei den verschiedenen mcA-bgaH-Transformanten
(Abb. 7) stieg bei allen vier pA-bgaH-Transformanten die spezifische [3-Galaktosidase-
Aktivitat mit der Zeit an. Ohne den Aktivator GvpE war der pA-Promotor schwach aktiv, nur
eine geringe spezifische (3-Gal aktosidase-Aktivitét war messbar. In Zeitabschnitt 1 ist keine
spezifische -Galaktosidase-Aktivitat messbar, von Zeitabschnitt 2 bis zu Zeitabschnitt 4 stieg
die Aktivitadt von 0,0030 U/mg, auf 0,0032 U/mg an. Frihere Studien haben gezeigt, dass
diese Basalaktivitdt ausreichend mRNA zur Verfugung stellt, um - wenn auch wenige -
Gasvesikel zu bilden. Bei allen pA-bgaH/E*-Transformanten konnte eine 20- bis 70-fach
hohere spezifische B-Galaktosidase-Aktivitat gemessen werden als bei der pA-bgaH-
Transformante. Der pA-Promotor war demnach wie der mcA-Promotor (Abb. 7) durch alle
drei GvpE-Proteine aktivierbar. Im Schnitt wurde die pA-Promotor-Aktivitat durch mcGvpE
um das 27-fache, durch cGvpE um das 47-fache und durch pGvpE um das 48-fache erhoht.
Das bedeutet, dass das homologe pGvpE Protein und das heterologe cGvpE-Protein den pA-
Promotor in etwa gleich stark aktivierten. Vergleicht man die Aktivierbarkeit von pA-
Promotor und mcA-Promotor miteinander, so erreicht der mcA-Promotor viel héhere
Aktivitdten (Abb. 7 und 9). Vor allem mit cGvpE as Aktivator ist der mcA-Promotor viel
besser aktivierbar as der pA-Promotor.
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2 Zeitabschnitt

gemittelte spezifische Aktivitét [U/mg]
Zeit [h] pA-bgaH/pE®|pA-bgaH/cE® [pA-bgaH/mcE®  |pA-bgaH
1(20-40) |0,0474 0,0665 0,0356 0,0001
2 (41-65) |0,1323 0,0900 0,0679 0,0030
3(66-90) |0,1569 0,1381 0,0779 0,0034
4 (91-120) [0,1773 0,2255 0,1087 0,0032

Abb. 9 Gemittelte spezifische -Galaktosidase-Aktivitdten der Transformanten pA-bgaH/pE™ (pA/pE), pA-
bgaH/cE* (pA/cE), pA-bgaH/mcE* (pA/mcE) und pA-bgaH (pA). Die Sdulen représentieren die gemittelte
spezifische B-Galaktosidase-Aktivitét der verschiedenen Transformanten in den Zeitabschnitten 1 (20-40 h), 2
(41-65 h), 3 (66-90 h) und 4 (91-120 h) in der Wachstumsphase. Alle Transformanten besitzen das pA-bgaH-
Gen in pWL102, oder sie enthalten noch zusétzlich einen der drei gvpE-Leserahmen c-gvpE (CE®), mc-gvpE
(mcE™) oder p-gvpE (pE*) unter der Kontrolle des fdx-Promotors im Expressionsvektor pJAS35. Die spezifische
[-Galaktosidase-Aktivitat wurde mit dem ONPG-Test bestimmt. Die Werte sind in der Tabelle unter dem
Diagramm angegeben. Werte von 0,0001 entsprechen einer nicht messbaren Aktivitat.

C) Analyse des cA-Promotors

Auch die spezifischen (-Galaktosidase-Aktivitaten der cA-bgaH-, cA-bgaH/cE®™-, cA-
bgaH/mcE® und cA-bgaH/pE™-Transformanten wurden ermittelt.

Bei allen analysierten cA-bgaH-, cA-bgaH/mcE®- und cA-bgaH/pE*-Transformanten war zu
keinem Zeitpunkt in den Wachstumsphasen (3-Galaktosidase-Aktivitét messbar (keine
Abbildung). Die Mittelwerte der spezifischen [-Galaktosidase-Aktivitaten von drei cA-
bgaH/cE*-Transformanten ist in Abb. 10 dargestellt. Die Aktivitdt war in der exponentiellen
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Wachstumsphase nach ca. 30 h zum ersten Mal messbar, stieg dann an und néherte sich einem
stationédren Wert von ca. 0,01 U/mg. Die ermittelten Standardabweichungen variierten von
0,0007 bis 0,0036. Dies bedeutet, dass der cA-Promotor alleine inaktiv und nur durch das
homologe cGvpE aktiviert wurde.

cA-bgaH /cE*

1 10
2 o1 —eo—* —e—  Wachstumskurve
> 11
i // —o—  Mittelwerte der spezifischen Aktivitét [U/mg]
=
< ool 2 2z
(]
B
= +01
2 0001
4
0,0001 - 0,01
0 50 100 150
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Abb. 10 Wachstumskurve und Mittelwerte aus Aktivitatskurven der cA-bgaH/cE®-Transformanten. Es ist
stellvertretend eine Wachstumskurve gezeigt. Von drel verschiedenen Transformanten wurde mit dem ONPG-
Test die spezifische B-Galaktosidase-Aktivitét, die Mittelwerte und die Standardabweichung berechnet, die als
Fehlerbalken eingezeichnet ist. Werte von 0,0001 entsprechen einer nicht messbaren Aktivitét.

Abb. 11 fasst die gemittelten spezifischen -Galaktosidase-Aktivitéten aler hier aufgefuhrten
Transformanten zusammen. Bei allen Transformanten mit messbarer (3-Galaktosidase-
Aktivitét stieg diese mit der Zeit an und zwar bei den Transformanten mit mcA-bgaH und pA-
bgaH um 1,1- bis 1,5-fache und bei den Transformanten mit E* um das 1,2- bis 3,9-fache.
Die groften Anstiege waren immer zwischen Zeitabschnitt 1 und Zeitabschnitt 2 zu
verzeichnen. Dies entsprach dem Ubergang von der spét-exponentiellen in die friih stationére
Wachstumsphase. Vergleicht man die basalen Aktivitdten der drei A-Promotoren miteinander
zeigt sich, dass der pA-Promotor im Schnitt 2,9-fach starker war a's der mcA-Promotor. Der
cA-Promotor dagegen hatte keine messbare basale Aktivitét.
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Die drei A-Promotoren wurden durch die drei verschiedenen GvpE-Proteinen unterschiedlich
stark aktiviert. Der mcA-Promotor liess sich am starksten durch cGvpE aktivieren, ndmlich
5,4-fach besser als durch mcGvpE und 7,4-fach besser als durch pGvpE. Der pA-Promotor
wurde durch cGvpE und pGvpE fast gleich stark aktiviert, namlich 1,8-fach stérker als durch
mcGvpE. Der cA-Promotor dagegen liess sich nur durch das cGvpE-Protein aktivieren.
Insgesamt gesehen zeigte die mcA-bgaH/cE*™-Transformante die mit Abstand stéarkste
Induktion. Der pA-Promotor hatte die stérkste basale Aktivitét, der cA-Promotor war dagegen
basal vdllig inaktiv und das cGvpE-Protein war in allen Féllen der stérkste Aktivator.

Vergleich der gvpA -Promotoren
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Abb. 11 Gemittelte spezifische B-Galaktosidase-Aktivitéten der Transformanten mcA-bgaH/cE® (mcA/cE),
mcA-bgaH/mcE® (mcA/mcE), mcA-bgaH/pE® (mcA/pE), mcA-bgaH (mcA), pA-bgaH/pE™ (pA/pE), pA-
bgaH/cE® (pA/cE), pA-bgaH/mcE® (pA/mcE), pA-bgaH (pA), cA-bgaH/cE* (cA/cE), cA-bgaH/mcE™
(cA/mcE), cA-bgaH/pE™ (cA/pE) und cA-bgaH (cA). Die Saulen reprasentieren die gemittelte spezifische B-
Galaktosidase-Aktivitét der verschiedenen Transformanten in den Zeitabschnitten 1 (20-40 h), 2 (41-65 h), 3
(66-90 h) und 4 (91-120 h) in der Wachstumsphase. Die Transformanten besitzen das mcA-bgaH-Gen-, das pA-
bgaH-Gen- oder das cA-bgaH-Gen in pWL102, oder sie enthalten noch zusétzlich einen der drei gvpE-
Leserahmen c-gvpE (cE®), mc-gvpE (mcE™) oder p-gvpE (pE™) unter der Kontrolle des fdx-Promotors im
Expressionsvektor pJAS35. Die spezifische B-Galaktosidase-Aktivitdt wurde mit dem ONPG-Test bestimmit.
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d) Analyse der bgaH-mRNA und der B-Galaktosidase-Aktivitat Uber das gesamte
Wachstum

Um die Expression des mcA-bgaH-Fusionsgens auf mRNA-Ebene zu untersuchen und mit
der gemessenen spezifischen (3-Galaktosidase-Aktivitét zu vergleichen, wurden die gebildeten
MRNA-Mengen in den verschiedenen Wachstumsphasen sowie die -Galaktosi dase-Aktivitét
Uber 400 h Wachstum bel der mcA-bgaH/cE*-Transformante analysiert. Die Transformante
wurde als Flussigkultur in 3 M Haloferax volcanii-Vollmedium angezogen. Proben fir die
RNA-Isolierung und die Bestimmung der spezifischen (-Galaktosidase-Aktivitat wurden
wahrend der exponentiellen und wahrend der stationdren Wachstumsphase entnommen. Die
2,8 kb mRNA und vor allem die Abbauprodukte wurden durch eine bgaH-spezifische-RNA
Sonde in einer Northern-Analyse detektiert.

mcA-bgaH/cESX-Transformante:

A.
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Abb.12 A. Wachstumskurve und (3-Galaktosidase-Aktivitéten, sowie B. Northern-Analyse zur Detektion der
bgaH-mRNA in der Transformante mcA-bgaH/cE™. A . Proben wurden wahrend der Wachstumsphase (@)
entnommen und die spezifische B-Galaktosidase-Aktivitdt (O) wurde mit dem ONPG-Test bestimmt. Die
Zahlen Uber der Wachstumskurve kennzeichnen die Zeitpunkte der Proben, die fir die Northern-Analyse
verwendet wurden. B. Die RNA wurde aus den Proben 1-11 isoliert, Gber ein denaturierendes 1,2%iges
Agarosegel aufgetrennt und mit einer Dig-markierten strangspezifischen bgaH-Sonde hybridisiert. Die RNA-
Grolenstandards sind auf der rechten Seite in kb angegeben.
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Die Transformante mcA-bgaH/cE®™ wurde exemplarisch verwendet, um die Menge der
detektierten bgaH-mRNA mit der gemessenen spezifischen (3-Gal aktosidase-Aktivitét zu den
jeweiligen Zeitpunkten zu vergleichen. EIf Proben wurden entnommen, die mRNA isoliert
und in einer Northern-Analyse untersucht (Abb. 12). Die grofite mRNA-Menge konnte in der
exponentiellen und in der frihen stationdren Wachstumsphase detektiert werden (Abb. 12B,
Spuren 1 bis 7). In den Proben 8 bis 11 war dagegen kaum noch mRNA zu detektieren (Abb.
12B, Spuren 8 bis 11). Die B-Galaktosidase-Aktivitat wurde ab der exponentiellen
Wachstumsphase bestimmt. Sie stieg bis in die frihe stationdre Wachstumsphase an (Abb.
12A) und lief damit fast parallel zur mMRNA-Bildung. Zwischen 185 h und 400 h Wachstum
(Proben 8 bis 11) nahm die mRNA Menge drastisch ab, wéahrend die [3-Gal aktosidase-
Aktivitét in diesen Proben nur geringftigig abnahm. Die [3-Galaktosidase war offensichtlich
stabiler als die mRNA.

Weitere funf Transformanten cA-bgaH, pA-bgaH, mcA-bgaH, cA-bgaH/CE™ und pA-
bgaH/cE*™ sowie die Kontrollen pMLH32 und cE®™ wurden auf die mRNA-Expression der
jeweiligen A-bgaH-Gene untersucht. Bei der Kontrolle pMLH32 handelt es sich um eine
Transformante, die nur das Plasmid pMLH32 enthélt. Dieses Plasmid ist ein halobakterieller
shuttle-Vektor, der das bgaH-Gen mit seinem nativen Promotor enthdlt (Holmes & Dyall-
Smith, 2000). Es wurden Proben entnommen, die mRNA isoliert und in Northern-Analysen
untersucht (Abb. 13). Bei den beiden Transformanten cA-bgaH und cE®™ konnte keine bgaH-
MRNA detektiert werden (keine Abbildung). Bei Northern-Analysen der pA-bgaH-, mcA-
bgaH-, pMLH32-, pA-bgaH/cE®- und der cA-bgaH/cE*-Transformanten wurde deutlich,
dass auch hier die mRNA in der stationdren Wachstumsphase (Proben 6 oder 8) kaum noch
detektierbar war (Abb. 13). Allerdings war die MRNA bel den Transformanten pA-bgaH und
mcA-bgaH erst in der Probe 3, d.h. in der stationdren Wachstumsphase detektierbar (Abb. 13
A und B). Die Transformanten pA-bgaH/cE®™ und cA-bgaH/cE® bildeten dagegen ca. 70 h
friher mRNA als die Transformanten ohne den Aktivator cGvpE (Abb. 13 D und E). Die
relativ frihere Aktivitat der Promotoren ist auf die frihere Expression des c-gvpE-

Leserahmens unter der Kontrolle des fdx-Promotors zurtickzuf ihren (Pfeifer et al., 1993).
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A. pA-bgaH B. mcA-bgaH/cESX: C. pMLH32
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Abb.13 Northern-Analysen, um die bgaH-mRNA in den Transformanten A. pA-bgaH, B. mcA-bgaH, C.
pMLH32, D. pA-bgaH/cE* und E. cA-bgaH/cE®™ zu detektieren. Die RNA wurde in der exponentiellen
Wachstumsphase (Spuren 1 und 2), in der friihen stationéren (Spuren 3 bis 7) und in der spéten stationadren
(Spuren 8-9 oder 8-10 oder 8-11) Wachstumsphase entnommen. Die RNA wurde Uber 1,2%ige Agarosegele
aufgetrennt und mit einer DI G-markierten strangspezifischen bgaH-Sonde hybridisiert. Die RNA-
GroRenstandards sind auf der rechten Seite (in kb) angegeben.
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2)  Untersuchungen zur Starke desfdx-Promotors

Das fdx-Gen kodiert fir ein Ferredoxin und wurde aus Hb. salinarum isoliert (Pfeifer et al.,
1993). Der fdx-Promotor wurde verwendet, um den halobakteriellen Expressionsvektor
pJAS35 zu konstruieren (Pfeifer et al., 1994; Soppa, nicht publiziert). Da dieser Vektor in
dieser und in anderen Arbeiten héufig verwendet wird, sollte die Stérke des fdx-Promotorsim
Vergleich zu den A-Promotoren mit dem bgaH-Reportergen getestet werden (Abb. 14A).
Hierzu wurde der bgaH-Leserahmen so hinter den fdx-Promotor inseriert, dass noch zwei
Aminosauren vom Ferredoxin fusioniert waren (Abb. 14B). Zum Vergleich wurde auch das
bgaH-Reportergen mit dem nativen Promotor im Plasmid pMLH32 untersucht (Abb. 14B)
(Holmes & Dyall-Smith, 2000).

BRE TATA
RNVWAAWNYTTAWG

+1

bgaH  CCCGAGTAGTGGATATCAATCGGT GCTCAGACACCGGAAAGAACT ATATCTCACCACGTTGATCATTGTGTATGAC

+1
felx GAACAGCAACTACT ATGCGTTOGGAAGCCGAACT CTGCAGT GAT GOOGACGGT AGAAT ACCT CAACT ACGAAACGC
B.

fdx-bgaH

GAACAGCAACTACTATGCGT TCGGAAGCCGAACT CTGCAGT GATGCCCCat ggCAGT TGGTGTCTGCTATTTCCGGA

Abb. 14 A. Promotorregion des bgaH- und des fdx-Gens. B. fdx-bgaH-Fusion. Der Transkriptionsstart (A bzw.
G) ist durch +1 gekennzeichnet, und das Start-Codon ist unterstrichen. Die bgaH-Sequenz ist grau unterlegt. Die
TATA-Box in fett hervorgehoben, und das BRE-Element ist in blau dargestellt. Sowohl die Konsensussequenz
des BRE-Elements, als auch die der TATA-Box sind oben angegeben (R = A oder G; N=A,C,Goder T; W = A
oder T; Y = C oder T). Ubereinstimmungen mit der Konsensussequenz des BRE-Elements bzw. der TATA-Box
sind unterstrichen.

Die Plasmide pMLH32 und pfdx-bgaH (fdx-bgaH x pJAS35) wurden zur Transformation von
Hf. volcanii eingesetzt. Die Analyse der Transformanten pMLH32 und fdx-bgaH wurde mit
dem ONPG-Test durchgefiihrt. Die gemittelten spezifischen [3-Gal aktosidase-Aktivitdten sind
in Abb. 15 dargestellt. Die Aktivitét der Transformante fdx-bgaH erreichte ihr Maximum
zwischen 41 und 65 h und fiel anschlief3end ab. Die Aktivitat der Transformante pMLH32
dagegen stieg im Laufe des Wachstums kontinuierlich an. Insgesamt gesehen war die
Aktivitéat der fdx-bgaH-Transformante im Durchschnitt um das 2-fache hoher als die der
pPMLH32-Transformante. Die spezifische -Galaktosidase-Aktivitét der Transformante fdx-
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bgaH war vor alem in der exponentiellen Wachstumsphase in Zeitabschnitt 1, und der friihen
stationdren Wachstumsphase, Zeitabschnitt 2, viel grof3er als die der Transformanten mcA-
bgaH/cE*™ (6-fach) und pA-bgaH/cE™ (18-fach). Aber auch in den Zeitabschnitten 3 und 4
des Wachstums war die 3-Galaktosidase-Aktivitdt der Transformante fdx-bgaH noch um ein
Vielfaches grof3er als die der Transformanten mcA-bgaH/cE* und pA-bgaH/cE™ (Abb. 15).
Der fdx-Promotor ist somit zum einen ein viel starkerer Promotor als die verschiednen A-
Promotoren, zum andern hatte er as einziger Promotor schon frih in der Wachstumsphase
sein Maximum an Aktivitét erreicht, wahrend die A-Promotoren ihre grofiten Aktivitéten in
der stationdren Wachstumsphase hatten.

fdx- , bgaH -, mcA-und pA-Promotor im Vergleich

spezifische Aktivitét [U/mg]
o
0

Zeitabschnitt

bgaH

mcA/cE DA/CE
gemittelte spezifische Aktivitét [U/mg]
Zeit [h] fdx-bgaH [pMLH32 mcA-bgaH/cE® |pA-bgaH/cE*
1(20-40) [1,2977 0,4296 0,1883 0,0665
2 (41-65) |1,5052 0,6347 0,3062 0,0900
3(66-90) |1,1582 0,7310 0,4555 0,1381
4 (91-120) |1,0409 0,7805 0,7389 0,2255

Abb. 15 Gemittelte spezifische B-Galaktosidase-Aktivitéten der Transformanten: fdx-bgaH (fdx), pMLH32,
mcA-bgaH/cE® (mcA/cE) und pA-bgaH/cE®™ (pA/cE). Die Saulen reprasentieren die gemittelte spezifische (3-
Galaktosidase-Aktivitat der verschiedenen Transformanten in den Zeitabschnitten 1 (20-40 h), 2 (41-65 h), 3
(66-90 h) und 4 (91-120 h) in der Wachstumsphase. Alle Transformanten besitzen den bgaH-L eserahmen, unter
der Kontrolle einer der vier verschiedenen Promotoren fdx-, bgaH-, mcA- und pA- in pWL102. Die
Transformanten mcA/cE und pA/cE enthalten noch zusétzlich den c-gvpE-L eserahmen (cE®) unter der Kontrolle
des fdx-Promotors im Expressionsvektor pJAS35. Die spezifische B-Gal aktosidase-Aktivitét wurde mit dem
ONPG-Test bestimmt. Die Werte sind in der Tabelle unter dem Diagramm angegeben.
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3)  Untersuchungen an der TATA-Box und dem BRE-Element

Die Untersuchungen zur spezifischen [3-Galaktosidase-Aktivitédt der drei gvpA-Promotoren
zeigten, dass der cA-Promotor ohne cGvpE vollig inaktiv war. Bei der hier untersuchten
Transformante cA-bgaH konnte auch keinerlei mRNA detektiert werden, was auch schon in
vorangegangen Studien mit einer c-gvpA-Transformante der Fall war (Kriger & Pfeifer,
1996). Der pA-Promotor dagegen hatte die hochste basale [3-Galaktosidase-Aktivitédt der A-
Promotoren. Auch mit Northern-Analysen konnte gezeigt werden, dass die Transformanten
pA-bgaH (Abb. 13 A) und p-gvpA (Offner & Pfeifer, 1995) die bgaH- bzw. p-gvpA-mRNA
enthielten. Vergleicht man die Sequenzen der jeweiligen TATA-Boxen mit der
Konsensussequenz YTTAWG, fallt auf, dass die pA-TATA-Box CTTATG komplett mit der
Konsensussequenz tbereinstimmt. Bei der cA-TATA-Box GTTTTC stimmen dagegen nur 3
Nukleotide Giberein (Abb. 16). Vor allem enthélt die cA-TATA-Box nicht das TA-Dinukleotid

in der Mitte, das am wichtigsten fir archaeale Promotoren zu sein scheint (Hain et al., 1992).

A.
BRE TATA
RNVWAAVWYTTAWG

pA TACGACT CAT TACAGGAGACATAACGACT GGT GAAACCATACACATCCTTATGT
cA AGCGAACTATTACGAGCGCCGAAACGEGEEGETTGAACT CACAACGECGGTTTTCC
B.

CATATAA AGCGAACTATTACGAGCGCCGAAACGEGEEGTTGAACT CACAACGECGGT TaTCC
CATATAAG AGCGAACTATTACGAGCGCCGAAACGEEEGET TGAACT CACAACGECGEGT TaTgC
C.

CA-pATATA AGCGAACTATTACGAGCGCCGAAACGEGEGTTGAACT CACAACGECCe TTaTgC
CA-pABre AGCGAACTATTACGAGCGCCGAAACGEGEGTTGAACTCACAcacat cGTTTTCC

CA-pAsretata  AGCGAACTAT TACGAGCGCCGAAACGGGEGGT TGAACTCACAcacat ccTTaTgC

Abb. 16 Sequenzen des A. pA- und des cA-Promotors, der B. mutierten cA-Promotoren cAtataa und CATATAAG,
sowie der C. chiméren Promotoren cA-pAtata, CA-pAere und cA-pAeretata. Die Bezeichnungen pA und cA
stehen fUr die Sequenzen der Wildtypen, des pA- und des cA-Promotors. Bei den B. cA-Promotor-Mutanten ist
ein Nukleotid bzw. sind zwei Nukleotide in der TATA-Box ausgetauscht. Bei den C. chiméren Promotoren ist
die TATA-Box, das BRE-Element oder beide in der cA-Sequenz gegen die entsprechenden der pA-Sequenz
ausgetauscht. Die pA-Promotor-Sequenz ist grau unterlegt, und die Mutationen in der cA-Sequenz in B. und C.
sind in kleinen Buchstaben geschrieben. Sowohl die Konsensussequenz des BRE-Elements, als auch die der
TATA-Box sind oberhalb der Promotor-Sequenzen angegeben (R = A oder G; N = A,C,G oder T; W = A oder T;
Y = C oder T). Die Nukleotide, die mit der Konsensussequenz der TATA-Box bzw. mit der Konsensussequenz
des BRE-Elements Ubereinstimmen, sind in fett hervorgehoben bzw. blau geschrieben. Die palindromische
Sequenz ist unterstrichen.
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Die Promotoren unterscheiden sich auch in einem weiteren regulatorischen Element, das
direkt stromauf der TATA-Box liegt, dem BRE-Element (transcription factor B recognition
element). Das BRE-Element wird von dem Transkriptionsfaktor B (TFB) erkannt (Qureshi &
Jackson, 1998) Fur Halobacterium NRC-1 konnten sieben verschiedenen tfb-Gene gezeigt
werden (Ng et al., 1998). Auch hier stimmt der p-gvpA-Promotor besser mit der
Konsensussequenz Uberein als der c-gvpA-Promotor. Sechs Nukleotide des pA-BRE-
Elements ACACATC bzw. drei des cA-BRE-Elements AACGGCG entsprechen der
Konsensussequenz RNWAAWN.

Ausgehend von diesen Vergleichen sollte getestet werden, ob der cA-Promotor durch
Mutation der TATA-Box so verbessert werden kann, dass er vom basalen
Transkriptionsapparat erkannt wird. Dazu wurde zum einen das Thymidin an vierter Position
in der TATA-Box gegen ein Adenosin ausgetauscht, um das TA-Dinukleotid zu erhalten
GTTaTC (Mutante cAtaTa.A) (Abb. 16). Zum andern wurde zusétzlich zu diesem Austausch
noch das Cytosin an sechster Position gegen ein Guanosin ausgetauscht GTTaTg (Mutante
CATATAAG) (ADDb. 16).

Die Promotormutanten cATtata.Aa und CATAaTA.AG Wurden Uber in-vitro-Mutagenese-PCR
hergestellt und mittels Sequenzanalyse Uberprift. Die mutierten cA-Promotoren wurden als
bgaH-Reportergenfusion in den halobakteriellen shuttle-Vektor pWL102 inseriert und zur
Transformation von Hf. volcanii eingesetzt.

Es wurde mit Hilfe des ONPG-Tests untersucht, ob die cA-Promotor-Mutanten durch die
Veranderung eine basale Aktivitat hatten und ob sie durch das cGvpE-Protein besser
aktivierbar waren als das cA-bgaH-Gen.

Bei beiden Transformanten cATtaTtaa-bgaH und cATaTta.Ac-bgaH war keine spezifische 3-
Galaktosidase-Aktivitéat messhar (keine Abbildung). Die veranderte TATA-Box, die besser
mit der Konsensussequenz ubereinstimmte als die des cA-Promotors, war also nicht
ausreichend, um fur die cA-Promotormutante eine basale Aktivitét zu erhalten. Das TA-
Dinukleotid scheint demnach nicht so wichtig fur die basale Aktivitdt der A-Promotoren zu
sein.

Die gemittelten spezifischen [-Galaktosidase-Aktivitaten cGvpE-stimmulierter cA-
Promotoren in den Transformanten cAtaTta.a-bgaH/CE®™ und cAtaTaac-bgaH/CE®™ sind in
Abb. 17 aufgefuhrt. Bei der Transformante cAtaTa.ac-bgaH/CE®™ war eine durchschnittlich 2-
fach hohere B-Galaktosidase-Aktivitdt messbar als bei der Wildtyptransformante cA-
bgaH/cE®**, wahrend die Transformante CcATaTaa-bgaH/CE®* eine mit der

Wildtyptransformante vergleichbare Aktivitat hatte. Uberraschenderweise bewirkt die
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Substitution von zwei Nukleotiden, von Thymidin zu Adenosin und von Cytosin zu Guanosin
(GTTaTg), eine Verbesserung der Aktivierbarkeit des cA-Promotors. Dadie TATA-Box vom
dem basalen Faktor TBP (TATA-Box-Bindeprotein) erkannt wird, scheint der GvpE-
Aktivator in einer ungeklarten Weise in den basalen Transkriptionsapparat einzugreifen und

zu einer besseren Transkription zu fihren.

TATA-Box-Mutanten

\

spezifische Aktivitat U/mg
o
[e)
H
7

0,01
0,005 4
0-
(1 Zeitabschnitt
=2 =)
S 2 "
S s
e
<
g z
'_
I
o
gemittelte spezifische Aktivitét [U/mg]
Zeit [h] cA-bgaH/cE* CATaTAA-bgaH/CE®™  |CAtaTa Ac-bgaH/CE™
1 (20-40) 0,0032 0,0020 0,0027
2 (41-65) 0,0037 0,0040 0,0087
3 (66-90) 0,0055 0,0067 0,0116
4 (91-120) 0,0106 0,0123 0,0277

Abb. 17 Gemittelte spezifische (-Galaktosidase-Aktivitéten der Transformanten: cA-bgaH/cE® (cA/cE),
CAtataa-bgaH/CE®™ (CAtaTtaa/CE) und cAtataac-bgaH/CE®™ (cArtata.ac/CE). Die Séulen représentieren die
gemittelte spezifische B-Galaktosidase-Aktivitét der verschiedenen Transformanten in den Zeitabschnitten 1 (20-
40 h), 2 (41-65 h), 3 (66-90 h) und 4 (91-120 h) in der Wachstumsphase. Die Transformanten besitzen entweder
den bgaH-L eserahmen in pWL102 unter der Kontrolle des cA-Promotors oder unter der Kontrolle der mutierten
CcA-Promotoren cAtataa bzw. CAtata.ac. Zusdtzlich enthalten sie den c-gvpE-Leserahmen (cE¥) unter der
Kontrolle des fdx-Promotors im Expressionsvektor pJAS35. Die spezifische -Galaktosidase-Aktivitét wurde mit
dem ONPG-Test bestimmt. Die Werte sind in der Tabelle unter dem Diagramm angegeben.
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Ausgehend von dem Vergleich der BRE-Elemente innerhalb der A-Promotoren wurden drei
verschiedene Mutanten konstruiert, die in Abb. 16 C dargestellt sind. Die erste Mutante
bestand aus der cA-Promotor-Sequenz, die anstelle der cA-TATA-Box die pA-TATA-Box
enthielt (CA-pATaTa). Eine weitere Mutante bestand aus der cA-Promotor-Sequenz, bei der
das cA-BRE-Element gegen das pA-BRE-Element ausgetauscht wurde (CA-pAgre). Bei der
dritten Mutante wurde sowohl das BRE-Element als auch die TATA-Box gegen die
entsprechende pA-Sequenz ausgetauscht (CA-pATaTaere). Die entsprechenden Hf. volcanii-
Transformanten wurden hergestellt und mit dem ONPG-Test auf die basalen Aktivitaten der
veranderten cA-Promotoren und auf die Aktivitdten bei Anwesenheit des Aktivators cGvpE
untersucht.

Die Analyse zeigte, dass bei den Transformanten cA-pATaTa-bgaH, cA-pAesre-bgaH und cA-
pABreTaTA-bgaH keine spezifische -Galaktosidase-Aktivitat messbar war (keine Abbildung).
Die pA-TATA-Box und das pA-BRE-Element gentigten also weder alleine noch zusammen,
um aus dem cA-Promotor einen konstitutiv aktiven Promotor zu machen.

Die Transformanten cA-pATtata-bgaH/cE®™, cA-pAsre-bgaH/CE®™ und CcA-pABRETATA-
bgaH/cE*™ mit cGvpE als Aktivator zeigten aber spezifische [3-Galaktosidase-Aktivitéten, die
im Durchschnitt 7 bis 9-fach grofRer waren als die spezifische 3-Galaktosidase-Aktivitét der
cA-bgaH//cE™-Transformante (Abb. 18). Die [B-Galaktosidase-Aktivitdten waren aber

durchschnittlich um das ca. 3-fache niedriger als die der pA-bgaH/cE*-Transformante.
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gemittelte spezifische Aktivitét [U/mg]
CA-pABRETATA- CA-pABRre- CA-pATATA-
Zeit [h] pA-bgaH/cE* cA-bgaH/cE* bgaH/cE® bgaH/cE® bgaH/cE®
1 (20-40) 0,0665 0,0032 0,0374 0,0233 0,0329
2 (41-65) 0,0900 0,0037 0,0362 0,0287 0,0342
3 (66-90) 0,1381 0,0055 0,0512 0,0494 0,0551
4 (91-120) 0,2255 0,0106 0,0844 0,0613 0,0800

Abb. 18 Gemittelte spezifische B-Galaktosidase-Aktivitédten der Transformanten: pA-bgaH/cE®™ (pA/cE), cA-
bgaH/cE®™ (cA/CE), cA-pAererata-bgaH/CE®™ (CA-pAereTaTa/CE), CA-pAere-bgaH/CE® (cAsre/CE) und cA-
pATata-bgaH/CE®™ (cA-pArata/CE). Die Sdulen représentieren die gemittelte spezifische B-Galaktosidase-
Aktivitét der verschiedenen Transformanten in den Zeitabschnitten 1 (20-40 h), 2 (41-65 h), 3 (66-90 h) und 4
(91-120 h) in der Wachstumsphase. Alle Transformanten besitzen den bgaH-Leserahmen in pWL102 unter der
Kontrolle des pA-, des cA-Promotors oder der mutierten Promotoren cA-pAeretata, CA-pAsre bzw. CA-pATATA.
Sie enthalten alle noch zusétzlich den c-gvpE-Leserahmen (cE®) unter der Kontrolle des fdx-Promotors im
Expressionsvektor pJAS35. Die spezifische B-Galaktosidase-Aktivitét wurde mit dem ONPG-Test bestimmt. Die
Werte sind in der Tabelle unter dem Diagramm angegeben.

Es scheint demnach, dass weder TATA-Box noch BRE-Element die ausreichend
entscheidenden Elemente sind, die einen Promotor konstitutiv aktiv machen. Es konnte aber
gezeigt werden, dass diese beiden Elemente wichtig fur die GvpE-vermittelte Aktivierung
sind. Es wére demnach ein Zusammenspiel zwischen dem basalen Transkriptionsapparat und
dem GvpE-Aktivator moglich.
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4)  Suchenach der GvpE-Bindestellein der gvpA-Promotor sequenz

Der Aktivator cGvpE wurde in Mutationsstudien und Computermodellingstudien naher
untersucht und beschrieben (Kriuger et al., 1998 und Ploler & Pfeifer, 2002). Es handelt sich
bei cGvpE um ein basisches leucine-zipper-Protein, das als Dimer auftritt und typischerweise
an palindromische DNA-Sequenzen bindet. Sequenzuntersuchungen der drei gvpA-
Promotoren erbrachten, dass der cA- und der mcA-Promotor eine fast identische
palindromische Sequenz GTTGAACTCACAAC bzw. GTTGCTGAACCAAC stromauf der
jeweiligen TATA-Box enthalten (Abb. 3). Der Abstand des Palindroms zur TATA-Box im
cA-Promotor ist aber kirzer (4 nt) als der im mcA-Promotor (7 nt). Drei Nukleotide der
palindromischen Sequenz im cA-Promotor tberlappen mit dem BRE-Element, das direkt
stromauf der TATA-Box liegt. Im mcA-Promotor dagegen liegen die palindromische Sequenz
und das BRE-Element direkt nebeneinander. Der pA-Promotor hingegen besitzt keine solche
Sequenz. Die Vermutung lag nahe, dass es sich bel der palindromischen Sequenz der gvpA-
Promotoren um die GvpE-Bindestelle handeln konne. Die Region stromauf der TATA-Box
sollte mit Hilfe von M utagenesestudien untersucht werden, um herauszufinden, ob es sich bel
der palindromischen Sequenz oder bei benachbarten Regionen um die GvpE-Bindestelle
handeln konne. Die Auswirkungen der Mutationen sollten durch die Expression des bgaH-
Leserahmens in den entsprechenden A-bgaH-Transformanten studiert werden. Mit Hilfe des
ONPG-Tests wurde die spezifische (B-Galaktosidase-Aktivitdt bestimmt und mit den
Aktivitéten der nicht mutierten A-bgaH-Fusionsgene verglichen. Wenn sich solche mutierten
gvpA-Promotoren nicht mehr durch die GvpE-Proteine aktivieren lassen, kénnte das ein

Hinweis auf die GvpE-Bindestelle sein.

a) chimare pA-cA-Promotoren

Der pA-Promotor kann wie der mcA-Promotor von den drei GvpE Proteinen pGvpE, cGvpE
und pGvpE aktiviert werden, wahrend der cA-Promotor nur durch das homologe cGvpE
aktiviert wird. Es wurde ein chiméarer pA-cA-Promotor konstruiert, bel dem aufwarts der cA-
TATA-Box 21 nt gegen die entsprechende Sequenz des pA-Promotors ausgetauscht waren.
Mit Hilfe dieser Konstrukte wurde untersucht, ob in diesem Bereich die GvpE-Bindestelle
liegt. Der cA-Promotor wurde gewahlt, da er keine messbare basale Aktivitét hat. In Abb. 19
ist die Sequenz des chiméren pA-cA-Promotors gezeigt. Sollte der pA-Anteil die Bindestelle
fur GvpE enthalten, wére eine hohere spezifische [3-Gal aktosidase-Aktivitat im Vergleich zur

CA-bgaH/cE*-Transformante zu erwarten. Die pA-bgaH/cE*-Transformante hat namlich im
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Durchschnitt eine etwa 20-fach hohere spezifische [3-Galaktosidase-Aktivitét als die cA-
bgaH/cE*-Transformante (siehe Abb. 11).

BRE TATA + cGvpE [U/mg]
RNVWAAVIWYTTAWG
pA ATTACAGGAGACATAACGACTGGTGAAACCATACACATCCTTATGT 0,2255
cA ATTACGAGCGCCGAAACGGGGGT TGAACTCACAACGGCCGTTTTCC 0,0106
PA-cA ATTACGAGCGCCGAAACCact GgTGAAacCAL Acacat cGTTTTCC 0,0421
pPA-cA+l10u  ATTACGACaGaCat AACGact GgTGAAacCAt Acacat cGTTTTCC 0,0324
PA-cA+5u  ATTACGAGCGCCCt AACGact GgTGAAacCAt Acacat cGTTTTCC 0,0233
pA-cAsu  ATTACGAGCGCCGAAACGGGGGITGAAacCAt Acacat cGTTTTCC 0,0227
pPA-cA-10u  ATTACGAGCGCCGAAACGGGGGITGAACCCAt Acacat cGTTTTCC 0,0226
pA-cA-sd  ATTACGAGCGCCGAAACGact GgTGAAac CAt Ac CGBCCGTTTTCC 0,0081
pA-cA-10d  ATTACGAGCGCCGAAACGact GgTGAAac CACAACGGCGGTTTTCC 0,0087

Abb. 19 Sequenzen des pA-, des cA- und der verschiedenen chimaren pA-cA-Promotoren. Die Namen (Zahlen)
der chiméren pA-cA-Varianten beziehen sich auf den Austausch der Nukleotide in Bezug auf die pA-cA
Sequenz. Ein + steht fir zusétzliche pA- und ein — fir weniger pA-Nukleotide. Die Position dieser Nukleotide
im Verhéltnis zur pA-cA Sequenz ist durch u fir upstream und d fir downstream angegeben. Die pA-Promotor
Sequenz ist grau unterlegt, und alle Verdnderungen in der cA-Sequenz der chiméren Promotoren sind in kleinen
Buchstaben gezeigt. Sowohl die Konsensus Sequenz des BRE-Elements, als auch die der TATA-Box sind
oberhalb der Promotorsequenzen angegeben (R = A oder G; N = A,C,G oder T; W = A oder T; Y = C oder T).
Die Nukleotide, die mit der Konsensussequenz der TATA-Box Ubereinstimmen, sind fett hervorgehoben.
Ubereinstimmungen mit der Konsensussequenz des BRE-Elements sind in blau gezeigt. Rechts neben den
Sequenzen sind die gemittelten spezifischen B-Galaktosidase-Werte der entsprechenden Transformanten mit
dem cGvpE-Aktivator aus Zeitabschnitt 4 in U/mg angegeben (siehe auch Abb. 20 und 21).

Die pA-cA-Mutante wurde Uber in-vitro-Mutagenese-PCR hergestellt. Die DNA-
Sequenzanalyse zeigte, dass die Mutante die gewiinschte Sequenz hatte. Der pA-cA-Promotor
wurde mit dem bgaH-Leserahmen fusioniert und in den halobakteriellen shuttle-Vektor
pWL 102 inseriert. Es wurden Hf. volcanii-Transformanten mit dem pA-cA-bgaH—K onstrukt
hergestellt, um die basale Aktivitét zu untersuchen. Auch wurden Transformanten hergestellt,
die zusétzlich noch jeweils die Gene fur cGvpE, pGvpE bzw. mcGvpE enthielten, um zu
untersuchen, ob der pA-cA-Promotor durch die verschiedenen Aktivatoren cGvpE, pGvpE
und mcGvpE aktivierbar ist.

Die spezifische [3-Gal aktosidase-Aktivitét des pA-cA-Promotors wurde mit Hilfe des ONPG-
Tests bei allen Transformanten tber die gesamten Wachstumsphasen hinweg bestimmt (Abb.
20). Die Analyse erbrachte, dass die Transformante pA-cA-bgaH keine messbare spezifische
[-Galaktosidase-Aktivitét hatte (keine Abbildung). Der pA-cA-Promotor zeigte also wie der
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cA-Promotor keine basale Aktivitdt. Die 21 nt lange Sequenz stromauf der TATA-Box, die
auch das BRE-Element des pA-Promotors enthdlt, verénderte nicht die basale Aktivitét des
cA-Promotors. Bel den Transformanten pA-cA-bgaH/E®™ konnten dagegen spezifische [3-
Galaktosidase-Aktivitdten gemessen werden, die deutlich Uber der Aktivitét, die bei der cA-
bgaH/cE*-Transformante ermittelt wurde, lagen, aber geringer als die Aktivitdten waren, die
bei den pA-bgaH/E®-Transformanten bestimmt wurden. Der pA-cA-Promotor lief3 sich wie
der pA-Promotor durch alle drei GvpE-Proteine aktivieren und nicht nur durch cGvpE wie der
CA-Promotor.

pA-cA-Chimare
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Zeit [h] pA/cE pA/pE pA/mcE pA-cA/CE | pA-cA/pE | pA-cCA/ImcE cAIcE cA/pE cA/mcE
1 (20-40) 0,0665 0,0428 0,0356 0,0010 0,0001 0,0001 0,0032 0,0001 0,0001
2 (41-65) 0,0900 0,1323 0,0679 0,0180 0,0009 0,0031 0,0037 0,0001 0,0001
3 (66-90) 0,1381 0,1569 0,0779 0,0408 0,0044 0,0057 0,0055 0,0001 0,0001
4(91-120) | 0,2255 0,1773 0,1087 0,0421 0,0079 0,0063 0,0106 0,0001 0,0001

Abb. 20 Gemittelte spezifische B-Galaktosidase-Aktivitéten der Transformanten pA-bgaH/cE®™ (pA/cE), pA-
bgaH/pE*™ (pA/pE), pA-bgaH/mcE® (pA/mcE), pA-cA-bgaH/cE* (pA-cA/cE), pA-cA-bgaH/pE™ (pA-cA/pE),
pA-cA-bgaH/mcE®™ (pA-cA/mcE), cA-bgaH/cE® (cA/cE), cA-bgaH/pE™ (cA/pE) und cA-bgaH/mcE™
(cA/mcE). Die farbigen Saulen représentieren die gemittelte spezifische p-Galaktosidase-Aktivitét der
verschiedenen Transformanten in den Zeitabschnitten 1 (20-40 h), 2 (41-65 h), 3 (66-90 h) und 4 (91-120 h) in
der Wachstumsphase. Die Transformanten besitzen alle den bgaH-Leserahmen in pWL102 unter der Kontrolle
des pA-, des cA-Promotors oder des mutierten Promotors pA-cA. Sie enthalten noch zusétzlich einen der drei
gVvpE-Leserahmen c-gvpE (cE®), mc-gvpE (mcE®™) oder p-gvpE (pE™) unter der Kontrolle des fdx-Promotors im
Expressionsvektor pJAS35. Die spezifische B-Gal aktosidase-Aktivitét wurde mit dem ONPG-Test bestimmt. Die
Werte sind in der Tabelle unter dem Diagramm angegeben. Werte von 0,0001 entsprechen einer nicht messbaren
Aktivitét.
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Die Aktivitét der Transformante pA-cA-bgaH/CE™ war um ca. das 5-fache niedriger als die
der Transformante pA-bgaH/cE®™ und um etwa das 4-fache héher als die der Transformante
CA-bgaH/cE™. Der chimére pA-cA-Promotor liefd sich am stérksten durch cGvpE aktivieren,
die Aktivitéten mit pGvpE bzw. mcGvpE waren um das 20- bis 30-fache geringer. Diese
Analyse lasst vermuten, dass eine pA-Promotor-Sequenz von 21 nt Lénge neben der TATA-
Box fur eine bessere Aktivierung durch cGvpE sorgt und auch eine Aktivierung durch pGvpE
und mcGvpE vermittelt. Diese 21-nt-Sequenz enthadlt damit zumindest einen Teil der

Sequenz, der fur die Wechselwirkung zwischen A-Promotor und GvpE-Protein notwendig ist.

b) Varianten des chiméren pA-cA-Promotors

Um diese 21 nt lange Sequenz weiter zu analysieren, wurde die Lange der pA-Sequenz im
CA-Promotor variiert. Zum einen wurde die 21 nt lange Sequenz verlangert, d.h. 5 bzw. 10
weitere Nukleotide der cA-Sequenz durch Nukleotide der pA-Sequenz ersetzt (pA-cA+su bzw.
PA-CA+10u mit u flr upstream) (Abb. 20). Zum anderen wurde die 21 nt lange Sequenz von
beiden Seiten her jeweils verkirzt. Dazu wurden 5 bzw. 10 nt des pA-Promotors durch die
entsprechenden nt des cA-Promotors ersetzt. Diese Mutanten wurden a's pA-cA-5u und pA-
CA-10u bzw. pA-cA-5d und pA-cA-10d mit d fir downstream bezeichnet (Abb. 20).

Die sechs pA-cA-Varianten wurden Uber in-vitro-Mutagenese-PCR hergestellt, mittels DNA-
Sequenzanalyse Uberprift, mit dem bgaH-Leserahmen fusioniert und in den halobakteriellen
shuttle-Vektor pWL102 inseriert. Die entsprechenden Hf. volcanii-Transformanten mit und
ohne den Genen fur die GvpE-Proteine (cE, mcE und pE) wurden hergestellt und
anschliefRend mit Hilfe des ONPG-Tests uUber die verschiedenen Wachstumsperioden hinweg
untersucht.

Bel allen sechs Transformanten war keine basale Aktivitét messbar (keine Abbildung). Die
gemittelten spezifischen [3-Galaktosidase-Aktivitéten der sechs Transformanten mit cGvpE
sind in Abb. 21 aufgefuhrt. Alle Mutanten hatten etwas niedrigere Aktivitdten als die erneut
untersuchte pA-cA-bgaH/cE*-Transformante. Die Transformanten mit der verléangerten pA-
Sequenz pA-cA+5u-bgaH/cE®™ und pA-cA+10u-bgaH/cE®™ hatten eine etwas geringere
spezifische -Galaktosidase-Aktivitét als die pA-cA-bgaH/cE™-Transformante. Ebenso haben
die verklrzten pA-cA-5u-bgaH/cE®™ und pA-cA-10u-bgaH/cE*™ eine &hnlich erniedrigte
Aktivitét. Die stromab verkirzten pA-cA-5d-bgaH/cE*™ und pA-cA-10d-bgaH/cE™ dagegen
hatten deutlich erniedrigte Aktivitéten (Abb. 21).



Ergebnisse Seite 69

chimére pA-cA-Varianten mit cGvpE

spezifische Aktivitét [U/mg]

w

pA-cA/cE

Zeitabschnitt

pA-cA+10u/cE
pA-cA+5u/cE

pA-cA-5u/cE
pA-cA-10u/cE

pA-cA-5d/cE
pA-cA-10d/cE

gemittelte spezifische Aktivitdt [U/mg]
Zeit [h] PA-CA/CE | pA-cA+10u/cE | pA-cCA+5U/CE | pA-CA-5U/CE | pA-cA-10u/cE | pA-cA-5d/cE | pA-cA-10d/cE
1 (20-40) 0,0010 | 0,0088 0,0076 0,0053 0,0123 0,0020 0,0030
2 (41-65) 0,0180 | 0,0123 0,0100 0,0087 0,0139 0,0028 0,0041
3(66-90) 0,0408 | 0,0187 0,0206 0,0167 0,0178 0,0049 0,0068
4 (91-120) 0,0421 | 0,0324 0,0233 0,0227 0,0226 0,0081 0,0087

Abb. 21 Gemittelte spezifische 3-Galaktosidase-Aktivitéten der Transformanten pA-cA-bgaH/cE* (pA-cA/cE),
pA-cA+10u-bgaH/cE* (pA-cA+10u/cE), pA-cA+5u-bgaH/cE® (pA-cA+5u/cE), pA-cA-5u-bgaH/cE* (pA-cA-
5u/cE), pA-cA-10u-bgaH/cE® (pA-cA-10u/cE), pA-cA-5d-bgaH/cE™ (pA-cA-5d/cE) und pA-cA-10d-bgaH/cE™
(pA-cA-10d/cE). Die S&ulen reprasentieren die gemittelte spezifische P-Galaktosidase-Aktivitat der
verschiedenen Transformanten in den Zeitabschnitten 1 (20-40 h), 2 (41-65 h), 3 (66-90 h) und 4 (91-120 h) in
der Wachstumsphase. Die Transformanten besitzen den bgaH-Leserahmen in pWL102 unter der Kontrolle der
verschiedenen pA-cA-Promotoren (pA-cA, pA-cA+10u, pA-cA+5u. pA-cA-5u, pA-cA-10u, pA-cA-5d und pA-
cA-5d), und sie enthalten noch zusétzlich den c-gvpE-L eserahmen (cE®) unter der Kontrolle des fdx-Promotors
im Expressionsvektor pJAS35. Die spezifische B-Galaktosidase-Aktivitét wurde mit dem ONPG-Test bestimmt.
Die Werte sind in der Tabelle unter dem Diagramm angegeben.

Die Ergebnisse der sechs pA-cA-Varianten mit pGvpE als Aktivator zeigten dhnliche
Tendenzen (Abb. 22). Die beiden Transformanten mit der verlangerten pA-Sequenz pA-
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cA+5u-bgaH/pE® und pA-cA+10u-bgaH/pE®™ hatten eine geringere spezifische (3-
Galaktosidase-Aktivitét als die pA-cA-bgaH/pE*-Transformante.
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gemittelte spezifische Aktivitdt [U/mg]
Zeit [h] pPA-cA/pE | pA-cA+10u/pE | pA-cA+5U/pE | pA-cA-5U/pE | pA-cA-10u/pE | pA-cA-5d/pE | pA-cA-10d/pE
1(20-40) | 0,0001 0,0001 0,0001 0,0001 0,0001 0,0001 0,0001
2(41-65) |0,0016 0,0001 0,0001 0,0006 0,0001 0,0001 0,0001
3(66-90) | 0,0044 0,0017 0,0015 0,0020 0,0004 0,0001 0,0001
4 (91-120) | 0,0079 0,0027 0,0013 0,0032 0,0009 0,0001 0,0001

Abb. 22 Gemittelte spezifische -Galaktosidase-Aktivitdten der Transformanten pA-cA-bgaH/pE*™ (pA-cA/pE),
pA-cA+10u-bgaH/pE™ (pA-cA+10u/pE), pA-cA+5u-bgaH/pE™ (pA-cA+5u/pE), pA-cA-5u-bgaH/pE™ (pA-cA-
5u/pE), pA-cA-10u-bgaH/pE™ (pA-cA-10u/pE), pA-cA-5d-bgaH/pE™ (pA-cA-5d/pE) und pA-cA-10d-
bgaH/pE*™ (pA-cA-10d/pE). Die Saulen reprasentieren die gemittelte spezifische 3-Galaktosidase-Aktivitat der
verschiedenen Transformanten in den Zeitabschnitten 1 (20-40h ), 2 (41-65h ), 3 (66-90h ) und 4 (91-120h ) in
der Wachstumsphase. Die Transformanten besitzen alle den bgaH-Leserahmen in pWL102 unter der Kontrolle
der verschiedenen pA-cA-Promotoren, (pA-cA, pA-cA+10u, pA-cA+5u. pA-cA-5u, pA-cA-10u, pA-cA-5d und
pA-cA-5d), und sie enthalten noch zusétzlich den p-gvpE-Leserahmen (pE®™) unter der Kontrolle des fdx-
Promotors im Expressionsvektor pJAS35. Die spezifische B-Galaktosidase-Aktivitét wurde mit dem ONPG-Test
bestimmt. Die Werte sind in der Tabelle unter dem Diagramm angegeben. Werte von 0,0001 entsprechen einer
nicht messharen Aktivitét.
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Auch die stromauf verklrzten Transformanten pA-cA-5u-bgaH/pE®™ und pA-cA-10u-
bgaH/pE® zeigten eine geringere Aktivitat. Bei den beiden stromab verkirzten
Transformanten pA-cA-5d-bgaH/pE®™ und pA-cA-10d-bgaH/pE* war dagegen gar keine [3-
Galaktosidase-Aktivitdt messbar. Diese Resultate bestdtigten die oben ausgefihrten
Ergebnisse der Doppeltransformanten mit cGvpE.

Die gemittelten spezifischen [3-Gal aktosidase-Aktivitéten der sechs Doppeltransformanten mit
mcGvpE als Aktivator sind in den Abb. 23 aufgefuhrt. Auch hier wurde bei den
Transformanten pA-cA+5u-bgaH/mcE®™ und pA-cA+10u-bgaH/mcE™ eine spezifische (3-
Galaktosidase-Aktivitat gemessen, die geringer war als die Aktivitét, welche bei der pA-cA-
bgaH/mcE®-Transformante bestimmt wurde. Ebenso hatten die pA-cA-5u-bgaH/mcE*™ und
pA-cA-10u-bgaH/mcE®™ eine erniedrigte Aktivitat. Die Transformanten pA-cA-5d-
bgaH/mcE® und pA-cA-10d-bgaH/mcE® wiesen dagegen keine messbare 3-Gal aktosidase-
Aktivitdt auf. Diese Resultate bestatigten die oben ausgefiihrten Ergebnisse der
Doppeltransformanten mit cGvpE bzw. pGvpE.

Alledrei Aktivatoren cGvpE, pGvpE und mcGvpE konnten demnach die chiméren Varianten
mit der stromab verkirzten pA-Sequenz (pA-cA-5d und pA-cA-10d) am schlechtesten
aktivieren. Die Sequenzen dieser beiden Promotoren enthielten beide das BRE-Element des
cA-Promotors. Im Gegensatz dazu haben alle anderen chiméren Promotoren das gut
konservierte BRE-Element des pA-Promotors. Diese Ergebnisse bestétigten die Hinweise aus
den vorangegangen Versuchen, dass das BRE-Element an der Aktivierung der Promotoren
durch GvpE beteiligt ist. Zusétzlich flihrte der Austausch der benachbarten Sequenz zu einer
Erniedrigung der Aktivitét.
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chimére pA-cA-Varianten mit mcGvpE
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gemittelte spezifische Aktivitét [U/mg]
Zeit [h] pA-cA/mcE | pA-cA+10u/mcE | pA-cA+5u/mcE | pA-cA-5u/mcE | pA-cA-10u/mcE | pA-cA-5d/mcE | pA-cA-10d/mcE
1 (20-40) 0,0001 0,0001 0,0001 0,0001 0,0001 0,0001 0,0001
2 (41-65) 0,0045 0,0010 0,0011 0,0013 0,0010 0,0001 0,0001
3 (66-90) 0,0057 0,0016 0,0016 0,0031 0,0014 0,0001 0,0001
4(91-120) | 0,0063 0,0022 0,0018 0,0055 0,0027 0,0001 0,0001

Abb. 23 Gemittelte spezifische B-Galaktosidase-Aktivitdten der Transformanten pA-cA-bgaH/mcE*® (pA-
cA/mcE), pA-cA+10u-bgaH/mcE* (pA-cA+10u/mcE), pA-cA+5u-bgaH/mcE® (pA-cA+5u/mcE), pA-cA-5u-
bgaH/mcE®™ (pA-cA-5u/mcE), pA-cA-10u-bgaH/mcE® (pA-cA-10u/mcE), pA-cA-5d-bgaH/mcE™ (pA-cA-
5d/mcE) und pA-cA-10d-bgaH/mcE* (pA-cA-10d/mcE). Die Saulen représentieren die gemittelte spezifische B-
Galaktosidase-Aktivitat der verschiedenen Transformanten in den Zeitabschnitten 1 (20-40 h), 2 (41-65 h), 3
(66-90 h) und 4 (91-120 h) in der Wachstumsphase. Die Transformanten besitzen den bgaH-Leserahmen in
pWL 102 unter der Kontrolle der verchiedenen pA-cA-Promotoren (pA-cA, pA-cA+10u, pA-cA+5u. pA-cA-5u,
pA-cA-10u, pA-cA-5d und pA-cA-5d), und sie enthalten noch zusétzlich den mc-gvpE-Leserahmen (mcE®)
unter der Kontrolle des fdx-Promotors im Expressionsvektor pJAS35. Die spezifische B-Galaktosidase-Aktivitét
wurde mit dem ONPG-Test bestimmt. Die Werte sind in der Tabelle unter dem Diagramm angegeben. Werte

von 0,0001 entsprechen einer nicht messharen Aktivitét.
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C) Mutationen in der palindromischen Sequenz des cA-Promotors

Zunachst wurde der Abstand der beiden Palindromhélften, der moglichen Binderegion,
verkirzt. Dafr wurden die drei Nukleotide ACT aus der Sequenz GTTGAACTCACAAC
zwischen dem Palindrom deletiert (Abb. 24). Sollte die palindromische Sequenz die
Bindestelle des cGvpE Proteins darstellen, musste die spezifische [3-Gal aktosidase-Aktivitét
in einer entsprechenden cA-AACT-bgaH/cE®-Transformante deutlich sinken. Die Deletion

der drei Nukleotide wurde mittels in-vitro-Mutagenese-PCR in den cA-Promotor eingefihrt.

BRE TATA
RNVAAVKYTTAVG + cQvpE
cA GTACAAATCAGCGAACTAT TACGAGOGOCGAAACGGGGGT TGAACTCACAACGGCGGTTTTCC  (++) = W
CA-AACT GTACAAATCAGCGAACTAT TACGAGOGCCGAAACGGGGGT TGA. . . CACAACGGCGGTTTTCC  (-)
cA-Mutl GTACAAATCAGCGAACTATTACGAGCGCCGAAACGGGCRTTAHACTCAGABIGGCGGTTTTCC  (++) = WM
CA-Mut2 GTACAAATCAGOGAACTAT TACGAGCGCCGAAACGGGGGTTAHACTt AGABBIGGCGGTTTTCC  (+)
cA-Mut3 GTACAAATCAGCGAACTATTACGAGCGCCGAAACGGGCETc aJACTt AJABBIGGCGGTTTTCC  (+)
cA-Mutd GAACAAATCAGOGAACT AT TACGAGOGOCGAAACGGEEGE: TaACTCAGt fICGGOGGTTTTCC  (+)
cA-Mut5 GTACAAAT CAGCGAABCTATTACGAGCGOCGAAACGGGGGT TGAACTCAR BIGGCGGTTTTCC  (+)
CA-Mut6 GTACAAATCAGOGAACTAT TACGAGCGCCGAAACGGGGEGTc GPACTt At BBIGGCGGTTTTCC  (-)
cA-Mut7 GTACAAATCIIGCGAACTATTACGAGCGCOGAAACGGGGGT TGHACTt Afft AJGGCGGTTTTCC  (-)
cA-Mut8 GTACAAATCAGCGAACT AT TACGAGCGHICGAAACGGGRG: TaAACTt At BIGGCGGTTTTCC  (-)
cA-Mut9 GTACAAATCAGOGAACTAT TACGAGCGCCGAAACGGGCERTe GACYt At BIGGCGGTTTTCC  (-)
cA-Mut10 GTACAAATCAGOGAACTAT TACGAGCGCCGAAACGGGEG: TAPACTE At BIGGCGGTTTTCC  (-)
cA-Mut1l GTACAAATCAGCGAACTAT TACGAGOGCCGAAACGGGGGT TGHACT Aat GEOGGTTTTCC  (-)
cA-Mut12 GTACAAATCAGOGAACTAT TACGAGCGCCGAAACGGGGG: TAPACT At t §GGCGGTTTTCC  (-)
cA-Mut13 GTACAAATCAGOGAACTAT TACGAGCGCOGAAACGGGEG: TAPACTE At BIGGCGGTTTTCC  (-)

Abb. 24 Sequenz des c-gvpA-Promotors und seiner Mutanten. Die Bezeichnung cA steht fir die Sequenz des
Wildtyp c-gvpA (cA)-Promotors. Die verschiedenen Mutanten sind A fiir Deletion und Mut fur Mutation
gekennzeichnet. Deletierte Nukleotide sind als Punkte dargestellt und ausgetauschte Nukleotide sind
kleingeschrieben. Zusétzliche, unerwiinschte Mutationen sind griin hervorgehoben. Mutationen, die
wahrscheinlich keine Auswirkung auf die GvpE-vermittelte Aktivierbarkeit des cA-Promotors haben sind in
pink hervorgehoben. Mutationen, welche die Aktivierbarkeit herabzusetzen scheinen, sind in gelb
hervorgehoben. Die TATA-Box ist in fett hervorgehoben, und das BRE-Element ist in blau geschrieben. Sowohl
die Konsensussequenz des BRE-Elements als auch die der TATA-Box sind oben angegeben (R = A oder G; N =
A,C,Goder T; W = A oder T; Y = C oder T). Die palindromische Sequenz ist unterstrichen. Rechts neben der
jeweiligen Promotorsequenz ist die spezifische B-Galaktosidase-Aktivitdt der jeweiligen cA-Mut-bgaH/cE™-
Transformante angegeben. (++) entspricht dabei der Aktivitat der Wildtyp-Transformante cA-bgaH/cE®, (+)
steht fir eine verminderte und (-) eine fehlende Aktivitét im Vergleich zur Wildtyp-Transformante.

Der mutierte cA-Promotor mit der ACT-Deletion wurde zusammen mit dem bgaH-
Reportergen a's Fusionskonstrukt in den halobakteriellen shuttle-Vektor pWL102 inseriert
und die spezifischen -Galaktosidase-Aktivitaten der Transformanten cA-AACT-bgaH und
CA-AACT-bgaH/cE* mit Hilfe des ONPG-Tests ermittelt.
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Bei beiden Transformanten war zu keiner Zeit des Wachstums [3-Gal aktosidase-Aktivitét
messbar (keine Abbilduung). Bei der Wildtyptransformante cA-bgaH war ebenfalls keine 3-
Galaktosidase-Aktivitét messbar, wohingegen bei der Transformante cA-bgaH/cE®™ Aktivitét
vorhanden war (Abb. 10). Dies bedeutet zum einen, dass die ACT-Deletion zu keiner
Verbesserung der basalen Aktivitét des cA-Promotors fuhrte, und zum andern, dass das
cGVpE-Protein den cA-Promotor mit der ACT-Deletion nicht mehr aktivieren konnte. Dieses
Ergebnis zeigte, dass der mutierte Bereich in der palindromischen Sequenz oder der Abstand

zwischen den Palindromhd ften wichtig fur die Aktivierung des cA-Promotors war.

Weitere Mutationen wurden an der palindromischen DNA-Sequenz durchgefihrt. Geht man
davon aus, dass der Aktivator spezifisch an die Sequenzen GTTG und CAAC bindet, sollten
Nukleotid-Austausche in diesen Sequenzen die Bindung verschlechtern oder verhindern.
Solche Mutanten sollten dann zu einer verminderten cA-Promotoraktivitét fihren und anhand
der Produktanalyse studiert werden kénnen.

Die Nukleotide der beiden Palindromhélften des cA-Promotors und drei der sechs Nukleotide
dazwischen (GTTGAACTCACAAC) wurden mutiert. Ziel war dabei, moglichst viele
verschiedene Mutationen zu erzeugen. Deshalb wurde ein synthetischer Megaprimer benutzt,
der an der Zielsequenz degeneriert war. Die Zielsequenz GTTGAACTCACAAC sollte auf
diese Weise durch die Sequenz RYYRRACKY ASWRS ersetzt werden (R=A+G; Y=A+G+C;
S=G+C; K=G+T; W=A+T).

Die genaue Herstellung der cA-Mut-Promotoren ist im Methodenteil beschrieben. Die DNA-
Sequenzanalyse erbrachte 13 verschiedene Sequenzen, die in Abb. 24 dargestellt sind. Alle
Mutanten hatten ein oder zwel Nukleotide in der Region zwischen den Palindromhélften (nur
die Mutante cA-Mut5 hat dort keine Mutation) und 3 oder 4 Nukleotide der zweiten
Palindromhélfte ausgetauscht. Die vier Mutanten cA-Mut2, cA-Mut5, cA-Mut7 und cA-
Mutll hatten keine Mutation in der ersten Palindromhaélfte. Die restlichen Mutanten hatten 1
bis 3 Nukleotide ausgetauscht. Den Mutanten cA-Mut7 und cA-Mut8 fehlte
Uberraschenderweise jeweils das Nukleotid 29 bzw. 11 stromauf der Palindromsequenzen.
Die Mutante cA-Mut4 hatte 37 Nukleotide stromauf des Palindroms einen zusétzlichen
Nukleotidaustausch, wahrend die Mutante cA-Mut5 ein Adenosin, 24 Nukleotide stromauf,
zusétzlich hatte (Abb. 24). Diese zusétzlichen und unerwiinschten Mutationen waren bei der
PCR entstanden.
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Die mutierten cA-Promotoren wurden an den bgaH-Leserahmen fusioniert und in den
halobakteriellen shuttle-Vektor pWL102 inseriert. Entsprechende Hf. volcanii-
Transformanten (CA-Mut-bgaH und cA-Mut-bgaH/cE*) wurden hergestellt und Uberpriift, ob
diese mutierten cA-Promotoren noch durch das cGvpE-Protein aktivierbar waren.

Die Analyse erbrachte, dass alle cA-Mut-bgaH-Transformanten zu keiner Zeit des
Wachstums messbare (-Galaktosidase-Aktivitéten enthielten (keine Abbildung). Damit
verhielten sich diese mutierten cA-Promotoren wie der Wildtyppromotor in der cA-bgaH-
Transformante. Der cA-Promotor wurde also durch die Mutationen nicht verbessert.

Acht der Transformanten cA-Mut-bgaH/cE™ mit den mutierten Promotoren cA-Mut6, cA-
Mut7, cA-Mut8, cA-Mut9, cA-Mutl0, cA-Mutll, cA-Mutl2 und cA-Mutl3 wiesen ebenfalls
zu keiner Zeit messbare [3-Gal aktosidase Aktivitdten auf (siehe Abb. 24).

Die funf Transformanten cA-Mutl-bgaH/cE®™ bis cA-Mut5-bgaH/cE™ zeigten dagegen
spezifische (-Galaktosidase-Aktivitat. In Abb. 25 ist ein Vergleich der gemittelten
spezifischen [3-Gal aktosidase Aktivitét dieser funf Transformanten zu sehen. Die Mutante cA-
Mutl-bgaH/cE®™ hatte eine &hnliche spezifische [(3-Galaktosidase-Aktivitat wie die
Wildtyptransformante cA-bgaH/cE®. Die Aktivitéten der vier anderen Mutanten cA-Mut2-
bgaH/cE® bis cA-Mut5-bgaH/cE™ waren bis um das 16-fache geringer als die der
Wildtyptransformante cA-bgaH/cE™. Diese Aktivitéten lagen allerdings an der unteren
Grenze der Messbarkeit. Betrachtet man die cA-Promotorsequenz der Transformante cA-
Mutl-bgaH/cE®™, deren spezifische B-Galaktosidase-Aktivitat &hnlich der Wildtyp-
transformante cA-bgaH/cE™ war, féllt auf, dass sie funf Nukleotidaustausche hat
alTGgACTCAQAQg (Abb. 24). Diese Mutationen hatten scheinbar keinen Einfluss auf die
Aktivierbarkeit des cA-Promotors und wurden deshalb als unwichtig bezeichnet. Sucht man
nun in der Sequenz der vier Mutanten mit verminderter 3-Gal aktosidase-Aktivitét (CA-Mut2
bis cA-Mut5) nach Unterschieden zur Mutante cA-Mutl, findet man jeweils einen weiteren
Nukleotidaustausch. Die Mutanten cA-Mut2und cA-Mut3 enthielten an der gleichen Position
ein Thymidin in der DNA-Sequenz zwischen den beiden Palindromhélften
(GTTGQACTtAgAQgg und aTcagACTtAgAQg). Die beiden anderen Mutanten cA-Mut4 und
CA-Mut5 besal3en an der gleichen Position ein Thymidin in der zweiten Palindromhélfte
(GcTagACTCAQgtgC und GTTGAACTCAGgtgg). Jede der restlichen acht Mutanten cA-Mut6
bis cA-Mutl3 enthielt beide Thymidine in der DNA-Sequenz zwischen den beiden
Palindromhélften und in der rechten Palindromhalfte (Abb. 24). Es ware mdglich, dass eines
dieser Thymidine zu einer Verminderung der (-Galaktosidase-Aktivitét fuhrte, beide

Thymidine dagegen zum kompletten Verlust der Aktivitét fuhrten. Man darf bel der
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Betrachtung aber nicht die zusatzlichen Mutationen vergessen, deren Auswirkungen auf die
[3-Galaktosidase-Aktivitét nicht bekannt sind.

spezifische Aktivitdt [U/mg]

cA-Promotor-M utanten

gemittelte spezifische Aktivitét [U/mg]

Zeit [h] CA/cE | cA-Mutl/cE | cA-Mut2/cE | cA-Mut3/cE | cA-Mut4/cE | cA-Mut5/cE
1(20-40) |0,0032 | 0,0022 0,0001 0,0004 0,0001 0,0001
2(41-65) |0,0037 | 0,0031 0,0001 0,0007 0,0001 0,0003
3(66-90) | 0,0055 | 0,0046 0,0010 0,0010 0,0013 0,0004
4(91-120) |0,0106 | 0,0091 0,0013 0,0021 0,0007

Abb. 25 Gemittelte spezifische B-Galaktosidase-Aktivitaten der Transformanten cA-bgaH/cE* (cA/cE), cA-
Mutl-bgaH/cE* (CA-Mutl/cE), cA-Mut2-bgaH/cE*™ (cA-Mut2/cE), cA-Mut3-bgaH/cE* (cA-Mut3/cE), cA-
Mut4-bgaH/cE* (cA-Mut4/cE) und cA-Mut5-bgaH/cE> (CA-Mut5cE). Die Saulen représentieren die gemittelte
spezifische B-Galaktosidase-Aktivitét der verschiedenen Transformanten in den Zeitabschnitten 1 (20-40h ), 2
(41-65h ), 3 (66-90h ) und 4 (91-120h ) in der Wachstumsphase. Die Transformanten besitzen alle den bgaH-
Leserahmen in pWL102 unter der Kontrolle des cA-Promotors oder der mutierten cA-Promotoren (cA-Mutl,
cA-Mut2, cA-Mut3, cA-Mut4 bzw. cA-Mut5), und sie enthalten noch zusétzlich den c-gvpE-Leserahmen (cE®)
unter der Kontrolle des fdx-Promotors im Expressionsvektor pJAS35. Die spezifische -Galaktosidase-Aktivitét
wurde mit dem ONPG-Test bestimmt. Die Werte sind in der Tabelle unter dem Diagramm angegeben. Werte
von 0,0001 entsprechen einer nicht messbaren Aktivitét.
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d) Mutationen in der palindromischen Sequenz des mcA-Promotors

Da die cA-Palindrom-Mutanten nur sehr geringe spezifische Aktivitaten aufwiesen, wurden
auch Mutationen in der palindromischen Sequenz des mcA-Promotors eingefihrt. Das bereits
beschriebene mcA-bgaH-Konstrukt ist viel starker aktivierbar als das cA-bgaH-Konstrukt
(siehe auch Abb. 11). Somit kénnten unterschiedliche mcA-Promotor-Mutanten vielleicht
eher einen Hinweis auf wichtige Nukleotide in der GvpE-Bindestelle liefern als cA-Promotor-
Mutanten. Wie beim cA-Promotor sollten sowohl der Abstand der beiden Palindromhélften
durch Deletion von drei Nukleotiden verringert werden, als auch die Nukleotide in dieser
Region mutiert werden. Zundchst wurden die drei Nukleotide TGA aus der Sequenz
GTTGCTGAACCAAC mit Hilfe der Mutagenese-PCR deletiert. Des weiteren wurde ein
degenerierter Primer eingesetzt. Die Nukleotide GTTGCTGAA CCAAC sollten so durch die
Nukleotide RYYRMTKRAY SWRS ersetzt werden (R=A+G; Y=A+G+C; S=G+C; K=G+T,
W=A+T). Die genaue Herstellung der mutierten mcA-Promotoren ist im Methodenteil
beschrieben. Die DNA-Sequenzanalyse der erhaltenen Promotormutanten erbrachte drei
verschiedene Sequenzen, die in Abb. 26 zu sehen sind. Der mutierte Promotor mcA-Del
zeigte die eingefiihrte Deletion der drei Nukleotide TGA zwischen den Palindromhalften,
wahrend bei den Mutanten mcA-Mutl und mcA-Mut2 vor alem die zweite Palindromhélfte
mutiert wurde (Abb. 26).

BRE TATA
RNWAAVWYTTAWG
+1
mcA AAACGGTTGCTGAACCAACACGAATGATTTTGTI TACTTGCCAACACGTTTTCAGATGG
mcA-Del AAACGGITGC. . . ACCAACACGAATGATTTTGITACTTGCCAACACGTTTTCAGATGG

mcA-Mutl AAACGAaTTGCTGAACYt gCACGAATGATTTTGTTACT TGCCAACACGTTTTCAGATGG
mcA-Mut2 AAACGGTTGCTGAAL gt ggACGAATGATTTTGTTACT TGCCAACACGTTTTCAGATGG

Abb. 26 Sequenz des mcA-Promotors und Mutanten. Die Bezeichnung mcA steht fur die Sequenz des mc-gvpA-
Promotors. Die verschiedenen Mutanten sind mit mcA-Del, mcA-Mutl und mcA-Mut2 bezeichnet. Die
deletierten Nukleotide sind durch Punkte gekennzeichnet und die ausgetauschten Nukleotide sind a's kleine
Buchstaben gezeigt. Sowohl die Konsensussequenz des BRE-Elements als auch die der TATA-Box ist oben
angegeben (R = A oder G; N = A,C,G oder T; W = A oder T; Y = C oder T). Ubereinstimmungen mit der
K onsensussequenz des BRE-Elements sind in blau gezeigt, und Ubereinstimmungen mit der Konsensussequenz
der TATA-Box sind fett hervorgehoben. Die palindromische Sequenz ist unterstrichen. Der Transkriptionsstart
ist mit +1 gekennzeichnet.

Die mutierten mcA-Promotoren wurden mit dem bgaH-Leserahmen fusioniert und in den
halobakteriellen shuttle-Vektor pWL102 inseriert. Mit Hilfe der entsprechenden

Transformanten wurde anschlief3end analysiert, ob sich die basalen Aktivitdten dieser
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mutierten mcA-Promotoren verandert hatten und ob diese noch durch den homologen
Aktivator mcGvpE aktivierbar waren.

Die spezifische -Galaktosidase-Aktivitdt wurde von allen Transformanten mit ONPG-Tests
bestimmt. Die gemittelten spezifischen [3-Galaktosidase-Aktivitéten sind in Abb. 27 gezeigt.
Die Analyse erbrachte, dass die drei Transformanten mcA-Mutl-bgaH, mcA-Mut2-bgaH und
mcA-Del-bgaH eine mit der Wildtyptransformante mcA-bgaH vergleichbare (3-
Galaktosidase-Aktivitét hatten. Damit hatten die Mutationen keine Veranderung der basalen
Aktivitét des mcA-Promotors hervorgerufen.

mcA-Promotor-M utanten

spezifische Aktivitat U/mg
o
o
@

L 4
g 8 3
£ £ © w
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g 58 g £ 5 o Zeitabschnitt
s > O s 5 O
SI = 0 SI > 0O
E g € E R
gemittelte spezifische Aktivitét [U/mg]
Zeit [h] mcA/mcE | mcA-Mut2/mcE | mcA-Mutl/mcE | mcA-Del/mcE | mcA mcA-Mutl | mcA-Mut2 | mcA-Del
1 (20-40) 0,0216 0,0134 0,0200 0,0001 0,0001 | 0,0001 0,0001 0,0001
2 (41-65) 0,0618 0,0169 0,0271 0,0001 0,0008 | 0,0001 0,0001 0,0009
3 (66-90) 0,0918 0,0561 0,1100 0,0001 0,0012 | 0,0001 0,0001 0,0014
4(91-120) |0,1244 0,1014 0,1515 0,0001 0,0013 | 0,0003 0,0003 0,0018

Abb. 27 Gemittelte spezifische B-Galaktosidase-Aktivitéten der Transformanten mcA-bgaH/mcE®™ (mcA/mcE),
mcA-Mutl-bgaH/mcE® (mcA-Mutl/mcE), mcA-Mut2-bgaH/mcE* (mcA-Mut2/mcE), mcA-Del-bgaH/mcE™
(mcA-Del/mcE), mcA-bgaH (mcA), mcA-Mutl-bgaH (mcA-Mutl), mcA-Mut2-bgaH (mcA-Mut2) und mcA-
Del-bgaH (mcA-Del). Die Séaulen représentieren die gemittelte 3-Galaktosidase-Aktivitdt der verschiedenen
Transformanten in den Zeitabschnitten 1 (20-40 h), 2 (41-65 h), 3 (66-90 h) und 4 (91-120 h) in der
Wachstumsphase. Die Transformanten besitzen alle den bgaH-Leserahmen in pWL102 unter der Kontrolle des
mcA-Promotors oder der mutierten mcA-Promotoren (mcA-Mutl, mcA-Mut2 bzw. mcA-Del), oder sie enthalten
noch zusétzlich den mc-gvpE-Leserahmen (mcE®) unter der Kontrolle des fdx-Promotors im Expressionsvektor
pJAS35. Die spezifische [3-Galaktosidase-Aktivitét wurde mit dem ONPG-Test bestimmt. Die Werte sind in der
Tabelle unter dem Diagramm angegeben. Werte von 0,0001 entsprechen einer nicht messbaren Aktivitét.
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Die Transformante mcA-Del-bgaH/mcE®™ hatte dagegen zu keinem Zeitpunkt der
Wachstumsperiode messbare 3-Galaktosidase-Aktivitét. Die Deletion der drei Nukleotide im
Bereich der palindromischen Sequenz im mcA-Promotor verhinderte damit die Aktivierung
durch mcGvpE. Bei den Transformanten mcA-Mutl-bgaH/mcE®™ und mcA-Mut2-
bgaH/mcE® waren dagegen (-Galaktosidase-Aktivitaten messbar, die im Bereich der
Wildtyptransformante mcA-bgaH/mcE™ lagen. Die beiden Mutationen hatten demnach keine

Auswirkungen auf die Aktivierbarkeit.

e) Durchgéngige Deletionsanalyse im mcA-Promotor

Die Analyse der Mutanten mcA-Mutl und mcA-Mut2 implizierte, dass die palindromische
Sequenz nicht fur die GvpE-Bindung wichtig war, wéhrend die Deletion von drei Nukleotiden
zwischen den palindromischen Sequenzen deutlich die GvpE-vermittelte Aktivierung der
gvpA-Promotoren verhinderte. Es wurde deshalb versucht, die fir die GvpE-abhéngige
Aktivierung notwendige DNA-Region durch Deletionen ngher einzuschréanken. Mit dem
deletion walking sollte Uberprift werden, welche Nukleotide im Bereich vor den
palindromischen Sequenzen Auswirkungen auf die Aktivierung durch GvpE haben. Es wurde
deshalb stromauf der TATA-Box in siebener Schritten deletiert (Abb.28).

BRE TATA
RNVAAVRY TTAWG

mcA AGATGTTTGACTCATTACGAGAGGT GAAACGGT TGCT GAACCAACACGAATGATTTTGT
mcA-Deltal AGATGTTTGACTCATTACGAGAGGT GAAACGGTTGCTGAACCAAG. . . . . . . ATTTTGT
mcA-Deltall  AGATGTTTGACTCATTACGAGAGGTGAAACGGTTCCTG . . . . . . ACGAATGATTTTGT
mcA-Deltalll  AGATGTTTGACTCATTACGAGAGGTGAAACG . . . . .. AACCAACACGAATGATTTTGT
mcA-DeltalV  AGATGTTTGACTCATTACGAGAGG. . . . . . . GTTGCTGAACCAACACGAATGATTTTGT
mcA-DeltaV  AGATGTTTGACTCATTA. . . .. .. TGAAACGGT TGCTGAACCAACACGAATGATTTTGT
mcA-DeltaVl ~ AGATGTTTGA. . .. ... CGAGAGGT GAAACGGT TGCTGAACCAACACGAATGATTTTGT
mcA-DeltaVil  AGA. ... ... CTCATTACGAGAGGT GAAACGGT TGCTGAACCAACACGAATGATTTTGT

Abb. 28 Sequenz des mc-gvpA-Promotors und der mutierten Promotoren. Die Bezeichnung mcA steht fur die
Sequenz des mc-gvpA-Promotors. Die verschiedenen Mutanten sind mit mcA-Deltal bis VII bezeichnet, wobei
,Delta’ fir Deletion steht. Die deletierten Nukleotide sind mit Punkten gekennzeichnet. Sowohl die
Konsensussequenz des BRE-Elements, als auch die der TATA-Box sind oben angegeben (R = A oder G; N =
A,C,Goder T; W= A oder T; Y = C oder T). Ubereinstimmungen mit der Konsensussequenz des BRE-Elements
sind in blau gezeigt, und Ubereinstimmungen mit der Konsensussequenz der TATA-Box sind fett
hervorgehoben. Die palindromische Sequenz ist unterstrichen.
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Diese mcA-Deletionsmutanten wurden Uber in-vitro-Mutagenese-PCR hergestellt. Die DNA-
Sequenzanalyse zeigte, dass die sieben Mutanten die gewiinschten Sequenzen hatten. Diese
mutierten mcA-Promotoren wurden mit dem bgaH-Leserahmen fusioniert, in den
halobakteriellen shuttle-Vektor pWL102 inseriert und die entsprechenden Hf. volcanii-
Transformanten hergestellt.

Far die Analyse der Aktivierung des mcA-Promotors wurde das cGvpE-Protein eingesetzt, da
cGvpE den mcA-Promotor ca. 5-fach starker aktiviert als mcGvpE (siehe auch Abb. 7). Mit
dem cGvpE sollte deshalb eine bessere Quantifizierung der (-Galaktosidase-Aktivitét
erreichbar sein. Eine erniedrigte Basalaktivitét wirde bedeuten, dass die Promotoraktivitét
durch die Mutation herabgesetzt ist und somit bei der entsprechenden Doppeltransformante
mit einem GvpE-Protein nicht unbedingt Rickschllsse auf die Bindestelle gezogen werden
durfen. Die Einzeltransformanten sind hier demnach als Negativkontrollen anzusehen.

Die spezifischen [3-Galaktosidase-Aktivitdten wurden mit Hilfe des ONPG-Tests bestimmt,
der Uber Wachstumsperioden hinweg durchgefihrt wurde. Die Analyse erbrachte, dass bel
den vier Transformanten mcA-Deltal-bgaH bis mcA-DeltalV-bgaH spezifische [3-
Galaktosidase-Aktivitdten messbar waren (Abb. 29). Beim Vergleich mit der
Wildtyptransformante mcA-bgaH zeigen sich leichte Unterschiede. Wahrend die Aktivitét der
Transformanten mcA-Deltal-bgaH und mcA-Deltall-bgaH etwas niedriger war als bei mcA-
bgaH, war die Aktivitdt der Transformanten Deltalll-bgaH und mcA-DeltalV-bgaH leicht
erhoht. Bei den drei Transformanten mcA-Deltav-bgaH bis mcA-Deltavlil-bgaH war
dagegen keine spezifische [3-Galaktosidase-Aktivitdten messbar (Abb. 29). Diese drei mcA-
Promotor-Mutanten sind demnach so stark veréndert, dass eine eventuell ausbleibende
Aktivierbarkeit durch ein GvpE-Protein nicht auf die GvpE-Bindestelle schlief3en I&sst. Die
basalen Aktivitéten der mcA-Deletionsmutanten mcA-Deltal-bgaH bis mcA-DeltalV-bgaH
sind dagegen im Bereich des Wildtyps mcA-bgaH. Die Aktivierbarkeit dieser Mutanten
(Deltal bis Deltal V) konnte einen Hinweis auf die GvpE-Bindestelle geben.
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basale Aktivitaten der mcA-Deletionsmutanten

0,006 W/

0,004

0,002+

spezifische Aktivitét U/mg

Zeitabschnitt

ntcA- Del t a- Mut ant en

gemittelte spezifische Aktivitdt [U/mg]
Zeit [h] mcA Deltal Deltall Deltalll DeltalV Deltav Deltavl Deltavll
1(20-40) | 0,0001 0,0001 0,0001 0,0001 0,0001 0,0001 0,0001 0,0001
2(41-65) | 0,0008 0,0001 0,0001 0,0009 0,0003 0,0001 0,0001 0,0001
3(66-90) |0,0012 0,0009 0,0002 0,0014 0,0011 0,0001 0,0001 0,0001
4(91-120) |0,0013 0,0009 0,0005 0,0018 0,0014 0,0001 0,0001 0,0001

Abb. 29 Gemittelte spezifische B-Galaktosidase-Aktivitdten der Transformanten mcA-bgaH (mcA), mcA-
Deltal-bgaH (Deltal), mcA-Deltall-bgaH (mcA-Deltall), mcA-Deltalll-bgaH (mcA-Deltalll), mcA-DeltalV-
bgaH (mcA-DeltalV), mcA-Deltav-bgaH (mcA-DeltaV) , mcA-DeltaVi-bgaH (mcA-Deltavl) und mcA-
DeltaVll-bgaH (mcA-DeltaVil). Die farbigen Séulen représentieren die gemittelte spezifische B-Galaktosidase-
Aktivitét der verschiedenen Transformanten in den Zeitabschnitten 1 (20-40 h), 2 (41-65 h), 3 (66-90 h) und 4
(91-120 h) in der Wachstumsphase. Die Transformanten besitzen den bgaH-Leserahmen in pWL102 unter der
Kontrolle des mcA-Promotors oder der mutierten mcA-Promotoren (mcA-Deltal, mcA-Deltall, mcA-Deltalll,
mcA-DeltalV, mcA-DeltaV, mcA-DeltaVl bzw. mcA-DeltaVIl). Die spezifische B-Galaktosidase-Aktivitét
wurde mit dem ONPG-Test bestimmt. Die Werte sind in der Tabelle unter dem Diagramm angegeben. Werte
von 0,0001 entsprechen einer nicht messbaren Aktivitét.

Bei den beiden Transformanten mcA-Deltal-bgaH/cE®™ und mcA-Deltall-bgaH/cE*™ konnte
keine spezifische Aktivitét gemessen werden (Abb. 30). Die beiden Transformanten mcA-
Deltalll-bgaH/cE* und mcA-Deltal V-bgaH/CE™ zeigten dagegen eine geringe spezifische [3-
Galaktosidase Aktivitét, die im Vergleich zu der Aktivitdt der Transformante mcA-bgaH/cE*
extrem vermindert war. Die spezifische (3-Galaktosidase-Aktivitét der beiden Transformanten

mcA-DeltaV-bgaH/cE*™ und mcA-DeltaVvIi-bgaH/CE™ war im Vergleich zu der mcA-
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bgaH/cE*-Transformante um etwa das 20-Fache erniedrigt. Die spezifische [3-Gal aktosidase-
Aktivitét der Transformante mcA-DeltaV11-bgaH/cE* war wahrend den Zeitabschnitten 1 bis
3 vergleichbar mit der Aktivitdt der mcA-bgaH/cE™-Transformante. Zu dem Zeitabschnitt 4
war dagegen die Aktivitéat der Transformante mcA-DeltaV11-bgaH/cE™ deutlich hoher als die
der Transformante mcA-bgaH/cE* (etwa 3-fach).

Aktivitaten mit cGvpE der mcA-Deletionsmutanten

1

2,5W

1,5-

spezifische Aktivitét U/mg

11/cE ‘ "1 Zeitabschnitt
IVICE /e

VIICE v1/cE
|

\
mcA-Delta-Mutanten

gemittelte spezifische Aktivitdt [U/mg
Zeit [h] mcA/cE | Deltal/cE Deltall/cE | Deltalll/cE | DeltalV/cE | DeltaV/cE | DeltaVI/cE | DeltaVIl/cE
1(20-40) |0,1883 0,0001 0,0001 0,0001 0,0001 0,0001 0,0001 0,0920
2(41-65) |0,3062 0,0001 0,0001 0,0001 0,0001 0,0034 0,0270 0,3119
3(66-90) | 0,4555 0,0001 0,0001 0,0008 0,0007 0,0116 0,0388 0,6959
4(91-120) | 0,7389 0,0001 0,0001 0,0009 0,0009 0,0270 0,0722 2,3054

Abb. 30 Gemittelte spezifische B-Galaktosidase-Aktivitéten der Transformanten mcA-bgaH/cE® (mcA/cE),
mcA-Deltal-bgaH/cE*™ (Deltal/cE), mcA-Deltall-bgaH/cE* (mcA-Deltall/cE), mcA-Deltalll-bgaH/cCE* (mcA-
Deltalll/cE), mcA-DeltalV-bgaH/cE* (mcA-DeltalV/cE), mcA-DeltaV-bgaH/cE® (mcA-DeltaV/cE) , mcA-
DeltaVI-bgaH/cE* (mcA-DeltaVIl/cE) und mcA-DeltaVll-bgaH/cE* (mcA-DeltaVll/cE). Die Saulen
représentieren die gemittelte spezifische B-Galaktosidase-Aktivitét der verschiedenen Transformanten in den
Zeitabschnitten 1 (20-40 h), 2 (41-65 h), 3 (66-90 h) und 4 (91-120 h) in der Wachstumsphase. Die
Transformanten besitzen den bgaH-Leserahmen in pWL102 unter der Kontrolle des mcA-Promotors oder der
mutierten mcA-Promotoren (mcA-Deltal, mcA-Deltall, mcA-Deltalll, mcA-DeltalV, mcA-DeltaV, mcA-
DeltaVl bzw. mcA-DeltaVvll), und sie enthalten noch zusétzlich den c-gvpE-Leserahmen (cE®) unter der
Kontrolle des fdx-Promotors im Expressionsvektor pJAS35. Die spezifische 3-Galaktosidase-Aktivitét wurde mit
dem ONPG-Test bestimmt. Die Werte sind in der Tabelle unter dem Diagramm angegeben. Werte von 0,0001
entsprechen einer nicht messbaren Aktivitat.
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Ausgehend von den Transformanten ohne cGvpE kdnnen die Ergebnisse der Transformanten
mcA-DeltaV-bgaH/cE™, mcA-DeltaVI-bgaH/cE™ und mcA-DeltaVll-bgaH/cE™ nicht
ausgewertet werten, da hier keine basalen Aktivitaten am mcA-Promotor vorlagen. Esist aber
auffallig, dass diese mutierten mcA-Promotoren DeltaV bis und DeltaVI1l durch cGvpE leicht
aktivierbar waren.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass die Aktivierbarkeit der mcA-Promotoren mit den
Mutationen Deltal bis1V durch cGvpE extrem herabgesetzt war, die Aktivierbarkeit der mcA-
Promotoren mit den Mutationen DeltaV und DeltaVI stark verringert war, und der mcA-
Promotor mit der Mutation DeltaVIl voll aktivierbar war. Diese Ergebnisse deuteten darauf
hin, dass die GvpE-Bindestelle im Bereich der 42 nt langen Sequenz von Deltal bis DeltaVi
liegt (Abb.28). Die 28 nt lange Sequenz von Deltal bis DeltalV scheint aber deutlich
wichtiger zu sein. Je néher die Deletionen am BRE-Element liegen, desto schlechter wurde
die Aktivierbarkeit des mcA-Promotors. Dies auf3ert sich insbesondere bei der Mutation
Deltal und Deltall. Hier sind die sieben Nukleotide direkt vor dem BRE-Element deletiert
(Deltall) bzw. das BRE-Element selbst ist deletiert (Deltal) (Abb.28). Wie schon die
vorangegangenen Untersuchungen am cA-Promotor und an dem chiméren pA-cA-Promotor
zeigten, ist das BRE-Element wichtig fur die GvpE-vermittelte Aktivierung der A-
Promotoren.

f) Substitutionsmutagenese im mcA-Promotor

Als weitere Mutagenesemethode wurden innerhalb einer 34 nt langen Sequenz im mcA-
Promotor Basen ausgetauscht (Abb. 31). Die Mutagenese wurde so durchgeftihrt, dass in der
entsprechenden Position die Base so ausgetauscht wurde, dass nicht nur keine
Ubereinstimmung mit der mcA-Promotorsequenz, sondern auch keine Ubereinstimmung mit
den Sequenzen des pA- und des cA-Promotors entstand. Es wurde ebenfalls darauf geachtet,
dass ein Purin durch ein Pyrimidin bzw. ein Pyrimidin durch ein Purin ersetzt wurde. Die
Mutationen begannen stromauf des BRE-Elements am mc-gvpA-Promotor. Hierzu wurden
zunéchst die Sequenzen der drei Promotoren mcA, cA und pA untereinander geschrieben und
dabei am Transkriptionsstart bzw. an der TATA-Box aliniert (Abb. 31). Die
auszutauschenden Bereiche wurden in einem vierer Raster mutiert, wobei die Mutationen

jeweils mit einem Nukleotid rechts und links tberlappten.
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A.
BRE TATA
RNWAAVNYTTAVG

mcA TGTTTGACTCATTACGAGAGGT GAAACGGT TGCT GAACCAACACGAATGATTTTGT
cA TCAGCGAACTAT TACGAGCGCCGAAACGGGRGT TGAACT CACAACGGCGGTTTTCC
pA AGTACGACT CATTACAGGAGACAT AACGACT GGTGAAACCATACACATCCTTATGT
B.

mcA-M1 TGTTTGACTCATTACGAGAGGT GAAACGGT TGCTGAACAL t gACGAATGATTTTGT
MCA-M2 TGTTTGACTCATTACGAGAGGT GAAACGGT TGCTGet gaAACACGAATGATTTTGT
mcA-M3 TGTTTGACTCATTACGAGAGGTGAAACGGTTGagt ¢ ACCAACACGAATGATTTTGT
mcA-M4 TGTTTGACTCATTACGAGAGGTGAAACGGaat aTGAACCAACACGAATGATTTTGT
mcA-M5 TGTTTGACTCATTACGAGAGGT GAAAAC caTGCT GAACCAACACGAATGATTTTGT
mcA-M6 TGTTTGACTCATTACGAGAGGTGCt ¢ aGGTTGCTGAACCAACACGAATGATTTTGT
mcA-M7 TGTTTGACTCATTACGAGAG gt ¢ AACGGT TGCTGAACCAACACGAATGATTTTGT
mcA-M8 TGTTTGACTCATTACGACt ¢t TGAAACGGT TGCTGAACCAACACGAATGATTTTGT
mcA-M9 TGTTTGACTCATTAaac c AGGTGAAACGGT TGCT GAACCAACACGAATGATTTTGT
mcA-M10 TGTTTGACTCAC agaGAGAGGT GAAACGGT TGCT GAACCAACACGAATGATTTTGT
mcA-M11 TGTTTGACgagc TACGAGAGGT GAAACGGT TGCTGAACCAACACGAATGATTTTGT

Abb. 31 A. Sequenzen der drei gvpA-Promotoren und B. die Sequenzen der mcA-Promotormutanten M1 bis
M11. Die Bezeichnungen mcA, cA und pA stehen fiir die Sequenzen der Wildtyp-Promotoren. Die
verschiedenen Mutanten sind mit mcA-M1 bis M11 bezeichnet. Die ausgetauschten Nukleotide sind in kleinen
roten Buchstaben gekennzeichnet. Sowohl die Konsensussequenz des BRE-Elements, als auch die der TATA-
Box sind oben angegeben (R = A oder G; N = A,C,G oder T; W = A oder T; Y = C oder T). Ubereinstimmungen
mit der Konsensussequenz des BRE-Elements sind in blau gezeigt, und Ubereinstimmungen mit der
Konsensussequenz der TATA-Box sind in fett hervorgehoben. Die palindromische Sequenz ist unterstrichen.

Diese mcA-Mutanten M1 bis M11 wurden Uber in-vitro-Mutagenese-PCR hergestellt. Die
DNA-Sequenzanalyse zeigte, dass die Promotormutanten die gewlinschten Sequenzen hatten.
Die elf mutierten mcA-Promotoren wurden mit dem bgaH-Leserahmen fusioniert, in den
hal obakteriellen shuttle-V ektor pWL 102 inseriert, und Hf. volcanii wurde damit transformiert.
Es wurden sowohl Transformanten mit den mcA-M(1 bis 11)-bgaH-Konstrukten als auch

Transformanten, die zusétzlich noch das mcE*-Konstrukt enthielten, hergestellt.

Die spezifische (3-Gal aktosidase-Aktivitédt wurde mit Hilfe des ONPG-Tests bestimmt. Die
Analyse erbrachte, dass sich die spezifische [3-Gal aktosidase-Aktivitét der 11 Transformanten
mit den Einzelkonstrukten mcA-M(1 bis 11)-bgaH kaum von der Aktivitdt der
Wildtyptransformante mcA-bgaH unterschied (Abb. 32). Keine der Mutationen hatte
demnach eine gravierende Auswirkung auf die basale Aktivitdt des mcA-Promotors. Dadurch
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eigneten sich alle 11 mutierten mcA-Promotoren, um ihre Aktivierbarkeit durch mcGvpE zu

untersuchen.

basale Aktivitat der mcA-Substitutionsmutanten
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ncA- Substi t uti onsmut ant en
gemittelte spezifische Aktivitédt [U/mg]
Zeit[h] mcA M11 M10 M9 M8 M7 M6 M5 M4 M3 M2 M1
1(20-40) |0,0001 |0,0001 |0,0001 |0,0001 |0,0001 |0,0001 |0,0001 |0,0001 |0,0001 |0,0001 |0,0001 |0,0001
2(41-65) |0,0008 |0,0001 |0,0004 |0,0011 |0,0001 |0,00001 |0,0001 |0,0005 |0,0005 |0,0006 |0,0012 |0,0001
3(66-90) |0,0012 |0,0005 |0,0007 |0,0012 |0,0006 |0,0008 |0,0006 |0,0007 |[0,0009 |0,0013 |0,0018 | 0,0006
4(91-120) | 0,0013 |0,0008 |0,0011 |0,0013 |0,0008 |0,0009 |0,0008 |0,0009 |0,0013 |0,0022 |[0,0022 |0,0007

Abb. 32 Gemittelte spezifische B-Galaktosidase-Aktivitéten der Transformanten mcA-bgaH (mcA), mcA-M1-
bgaH (M1), mcA-M2-bgaH (M2), mcA-M3-bgaH (M3), mcA-M4-bgaH (M4), mcA-M5-bgaH (M5) , mcA-
M6-bgaH (M6), mcA-M7-bgaH (M7), mcA-M8-bgaH (M8), mcA-M9-bgaH (M9), mcA-M10-bgaH (M10) und
mcA-M11-bgaH (M11). Die Séulen représentieren die gemittelte spezifische B-Galaktosidase-Aktivitét der
verschiedenen Transformanten in den Zeitabschnitten 1 (20-40 h), 2 (41-65 h), 3 (66-90 h) und 4 (91-120 h) in
der Wachstumsphase. Die Transformanten besitzen den bgaH-Leserahmen in pWL102 unter der Kontrolle des
mcA-Promotors oder der mutierten mcA-Promotoren (mcA-M1, mcA-M2, mcA-M3, mcA-M4, mcA-M5, mcA-
M6, mcA-M7, mcA-M8, mcA-M9, mcA-M10 bzw. mcA-M11). Die spezifische B-Galaktosidase-Aktivitét
wurde mit dem ONPG-Test bestimmt. Die Werte sind in der Tabelle unter dem Diagramm angegeben. Werte
von 0,0001 entsprechen einer nicht messbaren Aktivitét.
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Bel zwel der elf Transformanten mit beiden Konstrukten (mcA-M5-bgaH/mcE®™ und mcA-
M6-bgaH/mcE®™) war im Vergleich zu der Wildtyptransformante mcA-bgaH/mcE® eine
deutliche Erniedrigung der spezifischen (3-Galaktosidase-Aktivitéten zu erkennen (Abb. 33).

Aktivitat mit mcGvpE der mcA-Substitutionsmutanten
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ntA- Substi tutionsnut ant en
gemittelte spezifische Aktivitdt [U/mg]
mcA/ M11/ M10/ Mo/ ms/ M7/ Me/ M5/ M4/ M3/ M2/ M1/
Zeit [h] mcE mcE mcE mcE mcE mcE mcE mcE mcE mcE mcE mcE

1(20-40) |0,0216 |0,0647 |0,0616 |0,0673 |0,0782 |0,0135 |0,0001 |0,0001 |0,0708 | 0,0249 0,0161 0,0069

2(41-65) |0,0618 |0,0974 |0,2026 |0,0944 |0,1038 |0,0226 |0,0098 |0,0046 | 0,0799 | 0,0587 0,0319 0,0167

3(66-90) |0,0918 |0,2497 |0,2515 |0,2536 |0,3023 | 0,0744 |0,0374 |0,0205 |0,3481 |0,1374 0,0743 0,0525

4(91-120) | 0,1244 |0,4921 |0,3917 |0,3816 |0,4433 | 0,0983 |0,0434 |0,0271 | 0,5089 | 0,1968 0,1006 0,0822

Abb. 33 Gemittelte spezifische 3-Galaktosidase-Aktivitéten der Transformanten mcA-bgaH/mcE®™ (mcA/mcE),
mcA-M1-bgaH/mcE®™ (M1/mcE), mcA-M2-bgaH/mcE® (M2/mcE), mcA-M3-bgaH/mcE* (M3/mcE), mcA-
M4-bgaH/mcE* (M4/mcE), mcA-M5-bgaH/mcE® (M5/mcE) , mcA-M6-bgaH/mcE® (M6/mcE), mcA-M7-
bgaH/mcE®™ (M7/mcE), mcA-M8-bgaH/mcE* (M8/mcE), mcA-M9-bgaH/mcE* (M9/mcE), mcA-M10-
bgaH/mcE® (M10/mcE) und mcA-M11-bgaH/mcE® (M11/mcE). Die Séulen représentieren die gemittelte
spezifische B-Galaktosidase-Aktivitét der verschiedenen Transformanten in den Zeitabschnitten 1 (20-40 h), 2
(41-65 h), 3 (66-90 h) und 4 (91-120 h) in der Wachstumsphase. Die Transformanten besitzen den bgaH-
Leserahmen in pWL 102 unter der Kontrolle des mcA-Promotors oder der mutierten mcA-Promotoren (mcA-M1,
mcA-M2, mcA-M3, mcA-M4, mcA-M5, mcA-M6, mcA-M7, mcA-M8, mcA-M9, mcA-M10 bzw. mcA-M11),
und sie enthalten noch zusétzlich den mc-gvpE-Leserahmen (mcE™) unter der Kontrolle des fdx-Promotors im
Expressionsvektor pJAS35. Die spezifische B-Galaktosidase-Aktivitét wurde mit dem ONPG-Test bestimmt. Die
Werte sind in der Tabelle unter dem Diagramm angegeben. Werte von 0,0001 entsprechen einer nicht messbaren
Aktivitét.
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Bei den drei Transformanten mcA-M 1-bgaH/mcE®, mcA-M2-bgaH/mcE®™ und mcA-M7-
bgaH/mcE®™ war im Vergleich zu der Wildtyptransformante mcA-bgaH/mcE*™ eine leichte
Erniedrigung der spezifischen 3-Galaktosidase-Aktivitét festzustellen. Wahrend die (-
Galaktosidase-Aktivitaten der Transformante mcA-M3-bgaH/mcE®™ vergleichbar mit der
Aktivitdt mcA-bgaH/mcE*-Transformante waren, waren die 3-Gal aktosidase-Aktivitdten der
restlichen funf Transformanten (mcA-M4-bgaH/mcE®, mcA-M8-bgaH/mcE®, mcA-M9-
bgaH/mcE®, mcA-M10-bgaH/mcE® und mcA-M11-bgaH/mcE®) deutlich erhoht.

Da die Aktivierbarkeit der beiden mcA-Promotormutanten mcA-M5 und mcA-M6 im
Vergleich zum Wildtyp-Promotor deutlich erniedrigt war, konnten diese Sequenzen wichtig
fur die mcGvpE-Bindung sein. Auch die Tatsache, dass diese beiden Mutationen direkt
nebeneinander liegen, sogar Uberlappen, sprach dafir, dass dieser Sequenzbereich besonders
wichtig fur die Aktivierung durch GvpE ist (Abb. 31). Dies muss aber nicht zwangslaufig
bedeuten, dass die GvpE-Bindestelle innerhalb dieser sieben Nukleotide liegt. Auch die
Aktivitdtserhohung bei den funf mutierten mcA-Promotoren (M4, M8, M9, M10 und M11)

bedeutet nicht automatisch, dass diese Mutanten eine bessere Bindestelle fir GvpE haben.

Beim Betrachten der Resultate der Mutanten fiel auf, dass bei einigen Transformanten, die
spezifische [3-Galaktosidase-Aktivitat hoher lag als bei der Wildtyptransformante mcA-
bgaH/mcE®. Die Werte der Wildtyptransformante mcA-bgaH/mcE®™ wurden allerdings in
einer anderen Versuchsreihe ermittelt. Diese Kontrolle hétte unter den Bedingungen dieser
Versuchsreihe nochmals mitgemessen werden mussen. Betrachtet man die Ergebnisse der
Substitutionsmutanten davon getrennt, fallt auf, dass bei den Transformanten mcA-M1, M2,
M3-bgaH/mcE®™ mit Mutationen im Bereich der rechten Palindromhélfte, sowie bei den
Transformanten mcA-M5, M6, M7-bgaH/mcE®™ mit Mutationen im Bereich stromauf der
linken Palindromhélfte die Aktivierbarkeit durch mcGvpE reduziert war. Im Gegensatz dazu
hatten die Nukleotidaustausche in der linken Palindromhélfte bel Transformante mcA-M4-
bgaH/mcE®™ keine Auswirkungen auf die Aktivierbarkeit durch mcGvpE. Die linke
Palindromhalfte wére demnach nicht so wichtig. Diese Ergebnisse implizieren, dass die
Sequenz der rechten Palindromhélfte, die ja direkt stromauf vom BRE-Element liegt, und die
Sequenz zwischen den beiden Palindromhalften wichtig fur die GvpE-vermittelte Aktivierung
sein kdnnten. Dieser Bereich wurde auch schon durch die Deletionsanalysen als wichtig fur
die GvpE-Aktivierung eingestuft. Diese Mutationen, welche die Aktivierung durch GvpE
beeinflussen, lagen alle in dem Bereich der 28 nt, die durch die Deletionsanalysen a's wichtig

flr die GvpE-Aktivierung eingestuft wurden.
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Die weiteren Transformanten mcA-M8-bgaH/mcE®™ bis mcA-M11-bgaH/mcE™ mit
Mutationen weiter genaufwarts zeigten dagegen keine Beeinflussung der Aktivierung durch
GvpE.

Zusammenfassend ist zu sagen, dass das BRE-Element sowie die 20 nt genaufwérts davon

wichtig fur Aktivierung durch GvpE sind.

5)  Untersuchungen zur salzabhangigen Genregulation

Vorangegangene Untersuchungen zeigten, dass die Gasvesikelbildung bei Haloferax
mediterranei durch die Salzkonzentration reguliert ist. Der moderat halophile Hf.
mediterranei wéchst bei einer Salzkonzentration von 12 bis 30%, bildet aber Gasvesikel erst
ab einer Konzentration von 17% im Medium (Rodriguez-Valera, 1993, Englert et al., 1990).
Die Salze setzen sich dabei aus ca. 66% NaCl, 31% KCI und 3% MgSO, zusammen. Das
extrem halophile Archaeon Halobacterium salinarum wachst dagegen bei 20% bis 30% Salz
(Grant & Larsen, 1989). Ob die Salzkonzentration bei Halobacterium salinarum einen
Einfluss auf die Gasvesikelbildung hat war bis dato unbekannt.

In dieser Arbeit wurde deshalb mit Hilfe des bgaH-Reportergens untersucht, ob sich
verschiedene NaCl-Konzentrationen im Medium auf die spezifische [-Galaktosidase-
Aktivitét in Hf. volcanii-Transformanten mit den A-bgaH-Konstrukten, welche den mcA-
oder den pA-Promotor bzw. zuséizlich das mcGvpE- oder das pGvpE-Protein enthielten,
auswirken. Die A-bgaH- bzw. A-bgaH/E®-Transformanten wurden in Haloferax volcanii-
Vollmedium angezogen, die 12%-, 15%-, 20%- oder 25%-Salz enthielten. In den Medien
wurden nur die NaCl-Konzentration variiert.

Bel 12% Salz im Medium zeigte keine der Hf. volcanii-Transformanten Wachstum (keine
Abbildung). Dies zeigt dass diese Salzkonzentration fur Hf. volcanii WFD11 zu niedrig ist,
obwohl beschrieben wurde, dass Hf. volcanii in der Lage ist bei NaCl-Konzentration von 8%
bis zur Sattigung zu wachsen (Mullakhanbhai & Larsen, 1975 ). Bel den anderen
Salzkonzentrationen zeigten die Hf. volcanii-Transformanten mcA-bgaH, mcA-bgaH/mcE®,
pA-bgaH und pA-bgaH/pE™ einen normalen Wachstumsverlauf. In Abb.34 sind exemplarisch
drei Wachstumskurven der mcA-bgaH/mcE®-Transformanten in 15%-, 20%- bzw. 25%-

Salzmedium gezeigt. Bel 25% Salz wuchsen die Transformanten etwas langsamer.
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Wachstumskurven bei verschiedenen Salzkonzentrationen
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Abb. 34 Wachstumskurven der mcA-bgaH-Transformanten in 15%-, 20%- bzw. 25% Salzmedium.

Die spezifische -Gal aktosidase-Aktivitaten wurden mit Hilfe des ONPG-Tests bestimmt. Die
Analyse erbrachte, dass bei den pA-bgaH- und pA-bgaH/pE®-Transformanten, die bel 15%
Salz im Medium gewachsen waren, zu keiner Zeit [3-Galaktosidase-Aktivitdt messbar war
(Abb.35). Abb.35 zeigt die gemittelten spezifischen [3-Galaktosidase-Aktivitaten der
Transformanten pA-bgaH- und pA-bgaH/pE™ bei den verschiedenen Salzkonzentrationen im
Medium. Die spezifischen (3-Galaktosidase-Aktivitéten, die bel den pA-bgaH-Transformanten
mit 20 und 25% Salz im Medium gemessen wurden, unterschieden sich kaum voneinander.
Bei 25% Salz war die Aktivitét in der stationdren Wachstumsphase etwas hoher als bei 20%
(Abb.35). Die spezifischen 3-Galaktosidase-Aktivitdten der pA-bgaH/pE®-Transformanten
waren bei 20 und 25% Salz ebenfalls miteinander vergleichbar. Hier war nur aufféllig, dass
die Aktivitét bel 25% Salz schon in der exponentiellen Wachstumsphase hoher ist a's bei
20%, wohingegen es sich in der spét stationaren Wachstumsphase umgekehrt verhélt. Der pA-
Promotor zeigte eine Abhangigkeit der Aktivitét von der Salzkonzentration, bei welcher der
Promotor bei 20 und 25% Salz aktiv war, bei 15% Salz jedoch keine Aktivitédt zeigte. Dabei
scheint die Aktivitét des Promotors von einer Mindestkonzentration an Salz abzuhéngen, eine
Feinregulation zwischen 20 und 25% Salz gab es nicht.
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Salzabhangigkeit pA-Promotor
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20% PA
25%

gemittelte spezifische Aktivitét [U/mg]

pA-bgaH/pE®™  |pA-bgaH/pE®  |pA-bgaH/pE™
Zeit[h] [15% 20% 25% pA-bgaH 15% |pA-bgaH 20% |pA-bgaH 25%
1(20-40) [0,0001 0,0474 0,1136 0,0001 0,0001 0,0001
2 (41-65) |0,0001 0,1323 0,1412 0,0001 0,0030 0,0010
3 (66-90) |0,0001 0,1569 0,1669 0,0001 0,0034 0,0051
4 (91-120) |0,0001 0,1773 0,0700 0,0001 0,0032 0,0081

Abb. 35 Gemittelte spezifische B-Galaktosidase-Aktivitéten der Transformanten pA-bgaH/pE™ 15% (pA/pE
15%), pA-bgaH/pE* 20% (pA/pE 20%), pA-bgaH/pE* 25% (pA/pE 25%), pA-bgaH 15% (pA 15%) pA-bgaH,
20% (pA 20%) und pA-bgaH 25% (pA 25%). Die Transformanten wurden bei 15%, 20% bzw. bei 25% Salz
angezogen. Die Saulen reprasentieren die gemittelte spezifische [3-Galaktosidase-Aktivitdt der verschiedenen
Transformanten in den Zeitabschnitten 1 (20-40 h), 2 (41-65 h), 3 (66-90 h) und 4 (91-120 h) in der
Wachstumsphase. Die Transformanten besitzen das pA-bgaH-Gen in pWL102, oder sie enthalten noch
zusétzlich den p-gvpE-Leserahmen (pE™) unter der Kontrolle des fdx-Promotors im Expressionsvektor pJA S35.
Die spezifische B-Galaktosidase-Aktivité wurde mit dem ONPG-Test bestimmt. Die Werte sind in der Tabelle
unter dem Diagramm angegeben. Werte von 0,0001 entsprechen einer nicht messbaren Aktivitat.

Bei den Transformanten mcA-bgaH und mcA-bgaH/mcE™ war in der 15% Salzkultur
ebenfalls keine B-Galaktosidase-Aktivitat messbar. (Abb. 36). Die gemittelten spezifischen 3-
Galaktosidase-Aktivitdten der Transformanten mcA-bgaH-, mcA-bgaH/mcE®™ in Abb.36
aufgefuhrt. Die spezifische -Galaktosidase-Aktivitét, die fir die mcA-bgaH-Transformante
aus 25%-Salzmedium ermittelt wurde, war etwa 3,5-fach hoher als die, welche fur die

Transformante aus 20%-Salzmedium gemessen wurde. Allerdings zeigte die Transformante
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mcA-bgaH bei 25%- erst in der stationdren Wachstumsphase (Zeitabschnitte 3 und 4) eine
hohere Aktivitét als die gleiche Transformante bei 20%-Salzmedium.

Mit mcGvpE als Aktivator wurde bei der mcA-bgaH/mcE™-Transformante bei 25% eine ca
3,5-fach hohere spezifische [3-Galaktosidase-Aktivitdt gemessen als bel dieser Transformante
bel 20%-Salzmedium (Abb. 36).

Salzabhangigkeit mcA-Promotor
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0,25+

spezifische Aktivitét U/mg

Zeitabschnitt

mcA/mcE 25%
mcA/mcE 20%

mcA 25%
mcA 20%

gemittelte spezifische Aktivitét [U/mg]

mcA-bgaH/mcE®™  |mcA-bgaH/mcE™ |mcA-bgaH/mcE® |mcA-bgaH |mcA-bgaH |mcA-bgaH
Zeit[h]  [25% 20% 15% 25% 20% 15%
1(20-40) [0,2527 0,0216 0,0001 0,0001 0,0001 0,0001
2 (41-65) |0,3224 0,0618 0,0001 0,0001 0,0008 0,0001
3 (66-90) |0,3267 0,0918 0,0001 0,0037 0,0012 0,0001
4 (91-120) |0,1599 0,1244 0,0001 0,0047 0,0013 0,0001

Abb. 36 Gemittelte spezifische [3-Galaktosidase-Aktivitdten der Transformanten mcA-bgaH/mcE® 25%
(mcA/mcE 25%), mcA-bgaH/mcE* 20% (mcA/mcE 20%), mcA-bgaH/mcE* 15% (mcA/mcE 15%), mcA-
bgaH 25% (mcA 25%), mcA-bgaH 20% (mcA 20%) und mcA-bgaH 15% (mcA 15%). Die Transformanten
wurden bel 15%, 20% bzw. bei 25% Salz angezogen. Die Saulen reprasentieren die gemittelte spezifische -
Galaktosidase-Aktivitat der verschiedenen Transformanten in den Zeitabschnitten 1 (20-40 h), 2 (41-65 h), 3
(66-90 h) und 4 (91-120 h) in der Wachstumsphase. Die Transformanten besitzen das mcA-bgaH-Gen in
pWL 102, oder sie enthalten noch zusétzlich den mc-gvpE-Leserahmen (mcE®) unter der Kontrolle des fdx-
Promotors im Expressionsvektor pJAS35. Die spezifische B-Galaktosidase-Aktivitét wurde mit dem ONPG-Test
bestimmt. Die Werte sind in der Tabelle unter dem Diagramm angegeben. Werte von 0,0001 entsprechen einer
nicht messharen Aktivitét.
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Insgesamt l&sst sich sagen, dass bel 15% Salz keine Aktivitét am mcA-Promotor ermittelt
werden konnte. Diese Ergebnisse stimmen mit friheren Daten zur Expression der mc-vac-
Region in Hf. mediterranel Uberein (Rodriguez-Valera, 1993, Englert et al., 1990). Es lasst
sich ebenfalls feststellen, dass die Transformanten bel Wachstum in Medium mit 25% Salz
hohere spezifische [3-Galaktosidase-Aktivitdten erreichten als in Medium mit 20% Salz. Hier
war also nicht nur eine Mindestsal zkonzentration nétig, sondern auch eine Feinregulation des
Promotors durch steigende Salzkonzentration messbar.

Um zu kléren, ob die Salzkonzentration Auswirkungen auf die Bildung oder die Funktion von
GvpE hat, und dadurch die fehlende mcA-Promotoraktivitdt bei 15%-Salzmedium erklart
werden kann, wurden Western-Analysen durchgefuhrt, um das mcGvpE in den
Transformanten nachzuweisen. Diese Analyse ist fir pGvpE nicht moglich, da bisher kein
Antiserum gegen dieses Protein vorhanden ist und das Anti-mcGvpE-Serum nicht mit dem
pGvpE-Protein reagiert. Dies wurde in der Westernanalyse ebenfalls bestétigt (pE in Abb.37).
Abb. 37 zeigt das Ergebnis der Westernanalyse mit dem Anti-mcGvpE-Serum. Es wurden
Proben aus der exponentiellen (ex) und der stationdren (st) Wachstumsphase der
Transformanten mcA-bgaH und mcA-bgaH/mcE® entnommen, die bel 15%, 20% bzw. 25%
Salz angezogen wurden. Zellfreie Extrakte wurden hergestellt und zusammen mit den
Kontrollen pE®™ und mcE®™ mittels SDS-PAGE aufgetrennt. Die Kontrollen enthielten
Rohextrakte von Transformanten, die p-gvpE- bzw. mc-gvpE Uberexprimierten.

Die Western-Analyse erbrachte, dass bei allen Negativkontrollen, die kein mc-gvpE-Gen
enthielten, auch kein mcGvpE-Protein nachweisbar war (mcA15%, mcA20% und mcA25%)
(Abb. 37). Bei alen Transformanten mit dem mcE™-Konstrukt ist dagegen mcGvpE in etwa
gleicher Menge as eine Bande bei 21,7 kD zu erkennen. Die Expression am fdx-Promotor
scheint also sowohl in 15%- als auch bei 20%- und 25%-Salzmedium zur GvpE-Bildung in
etwa gleicher Menge zu flhren.

Zusammenfassend ist zu sagen, dass der mcA- und pA-Promotor bei 15%-Salzmedium keine
Aktivitat zeigen, wahrend der mcA-Promotor noch eine leichte Regulation bei
Konzentrationsunterschieden von 20%- zu 25%-Salzmedium zeigt. Im Gegensatz dazu ist der

fdx-Promotor bei alen drei untersuchten Salzkonzentrationen gleich aktiv.
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Abb. 37 Western-Analyse zum Nachweis des mcGvpE-Proteins in den mcA-bgaH (mcA)- und mcA-
bgaH/mcE®™ (mcA/mcE)-Transformanten, die bei 15%, 20% bzw. 25% NaCl im Medium gewachsen waren.
Zellfreie Extrakte aus der exponentiellen (ex) und der stationdren (st) Wachstumsphase der Transformanten
sowie zwel Kontrollen pE und mcE, bei denen das p-gvpE-Gen bzw. das mc-gvpE-Gen Uberexprimiert wurden,

wurden mit SDS-PAGE aufgetrennt. Der Nachweis erfolgte mit Anti-mcGvpE-Serum.
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DISKUSSION

In dieser Arbeit sollte die Verwendung des hal obakteriellen bgaH-Gens als Reportergen fir
weitere Untersuchungen von Promotoren halophiler Archaea etabliert werden. Mit Hilfe
dieses Systems sollten die Aktivitaten der drel gvpA-Promotoren aus der p-vac- und c-vac-
Region von Halobacterium salinarum und aus der mc-vac-Region von Haloferax
mediterranei ndher studiert werden. Der p-gvpA-Promotor (pA-Promotor) in Hb. salinarum
PHH1 ist konstitutiv wahrend der gesamten Wachstumsphase aktiv, wohingegen der c-gvpA-
Promotor (cA-Promotor) in Hb. salinarum PHH4 und der mc-gvpA-Promotor (mcA-
Promotor) in Hf. mediterranei fur eine effiziente Transkription den Aktivator cGvpE bzw.
mcGvpE benétigen und nur wahrend der stationdren Wachstumsphase aktiv sind (Kriiger &
Pfeifer, 1996; Roder & Pfeifer, 1996). Neben der Bestimmung der basalen Aktivitét in Hf.
volcanii-Transformanten sollte auch die Regulation studiert werden. Da sowohl der cA-
Promotor als auch der mcA-Promotor reguliert sind und durch das jeweilige GvpE-Protein
aktiviert werden, sollte versucht werden, mit Hilfe von Mutationen innerhalb der gvpA-
Promotoren, die Bindestelle des Aktivators Gber in-vivo-Experimente zu ermitteln. Es existiert
bisher kein in-vitro-Transkriptionssystem fur Halobakterien, wie es beispielsweise fur
Pyrococcus, Sulfolobus oder Methanococcus vorhanden ist (Frey et al., 1990; Hidepohl et al.,
1990; Hethke et al., 1996; Darcy et al., 1999; Bell et al., 1998). Daher erfolgten bisher parallel
zu den in-vivo-Studien keine entsprechenden Untersuchungen in vitro. Mit Hilfe des
Transformationssystems fur Hf. volcanii kdnnen Auswirkungen von Promotormutationen in
vivo studiert werden. AulRerdem stehen fir die Transkriptionsanalysen die unterschiedlichen
TBP- und TFB-Proteine in diesem in-vivo-System zur Verfiigung und scheinen bei dem
Rezipienten Hf. volcanii in analoger Weise wie in den Gasvesikel-bildenden Organismen H.
salinarum und Hf. mediterranei zu funktionieren. Die Analysen der gvpA-Promotoren in Hf.
volcanii-Transformanten mit dem bgaH-Reportergen bestétigten namlich die friheren
Untersuchungen mit Northernanalysen zur Transkription an den gvpA-Promotoren in den
Wildtypen H. salinarum und Hf. mediterranei (Kruger & Pfeifer, 1996; Roder & Pfeifer,
1996; Offner & Pfeifer, 1995; Offner et al., 1996). Neben der Aktivierung durch GvpE
konnten auch die Motive TATA-Box und BRE-Element und ihr Beitrag zur basalen Aktivitat
studiert werden. Als Modellsystem dienten sowohl die A-Promotoren der vac-Region al's auch

der fdx-Promotor.
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Ein weiterer Ansatzpunkt war die Untersuchung der salzabhangigen Regulation der gvp-Gene
sowie des fdx-Gens.

1) Untersuchungen der A-Promotoren mit dem bgaH-Reportergen

Die drel verschiedenen gvpA-Promotoren pA-, cA- und mcA- wurden fir vergleichende
Promotorstudien verwendet. Die Fusion der A-Promotorfragmente, wurde 3 Codons innerhalb
der Leserahmens durchgefuihrt, um Translationsprobleme zu vermeiden. Die gebildeten [3-
Galaktosidase-Proteine enthielten deshalb am N-Terminus zusétzlich funf Aminoséuren des
jeweiligen GvpA-Proteins: MAQPD von pGvpA und cGvpA und MV QPG von mcGvpA. Bei
allen A-bgaH-Konstrukten konnten die erwarteten Mengen an mRNA nachgewiesen werden
und die entsprechenden 3-Galaktosidase-Aktivitéten waren messbar. Wahrend bei den mcA-
bgaH- und pA-bgaH-Transformanten mMRNA gebildet wurde, war bei der cA-bgaH-
Transformante dagegen keine mRNA detektierbar. Dies beweist wieder, dass der cA-
Promotor keine basale Aktivitét hat (Roder & Pfeifer, 1996; Kriuger et a., 1998). Alledrel A-
Promotoren konnten von dem homologen GvpE-Protein (mcGvpE, pGvpE und cGvpE)
aktiviert werden, was bedeutet, dass sich die GvpE-Bindestelle im ca. 120 bp grof3en
Promotorfragment der A-bgaH-Konstrukte befand. Die Aktivierung der verschiedenen A-
bgaH-Konstrukte war unterschiedlich: Die basale Aktivitat des mcA-bgaH-Konstrukt war
zwar sehr gering, aber der mcA-Promotor war durch ale drei GvpE-Proteine aktivierbar. Von
allen drei A-Promotoren war der mcA-Promotor am stéarksten aktivierbar, namlich bis zu etwa
um das 440-fache. Im Schnitt wurde die mcA-Promotor-Aktivitat durch pGvpE um das 60-
fache, durch mcGvpE um das 80-fache und durch cGvpE um das 440-fache erhoht (Tabelle
2). Das bedeutet, dass das heterologe cGvpE-Protein ein 5-fach besserer Aktivator als das
homologe mcGvpE-Protein war. Die basale Aktivitét des pA-Promotors war unter den drei
untersuchten die stérkste. Der pA-Promotor war im Schnitt 3-fach starker als der mcA-
Promotor und wurde durch alle drei GvpE-Proteine aktiviert, wobei im Schnitt die durch
mcGvpE vermittelte Aktivitét des pA-Promotors etwa um das 30-fache und durch cGvpE
sowie durch pGvpE um das 50-fache erhdht wurde. Die Aktivierbarkeit am pA-Promotor
durch cGvpE bzw. pGvpE war etwa gleich. Man sollte bei der Auswertung der Ergebnisse
nicht vergessen, dass sich die 3-Galaktosidase-Proteine, die bei der Translation dieser
Konstrukte entstehen sollten, aufgrund der unterschiedlichen gvpA-Sequenzen durch eine
Aminosdure am N-Terminus unterschieden (bei mcA-bgaH: MVQPD, bei pA- und cA-bgaH:
MAQPG). Eswére moglich, dass der Unterschied in einer Aminosaure die Enzymaktivitét der
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[-Galaktosidase etwas veranderte. Die Ergebnisse der pA- und cA-bgaH-Konstrukte lassen

sich aber miteinander vergleichen.

fdx-gvpE-K onstrukt:
A-bgaH-Konstrukt: | mcE* pE* cE*
mCcA 80 60 440
pA 30 50 50

Tabelle 2. Durchschnittliche Aktivierbarkeit der gvpA-Promotoren durch die GvpE-Proteine. Es wurden die -
Galaktosidase-Aktivitaten der Transformanten mcA-bgaH, mcA-bgaH/mcE™, mcA-bgaH/pE™, mcA-bgaH/cE®,
pA-bgaH, pA-bgaH/mcE®, pA-bgaH/pE™ und pA-bgaH/cE™ bestimmt und die jeweiligen Mittelwerte gebildet.
Die Aktivierbarkeit errechnet sich aus den Quotient der durch GvpE induzierten Aktivitat zu der basalen
Aktivitét. Bel cA-bgaH/cE™ liefd kein Quotient bilden, da der cA-Promotor keine basale Aktivitét besitzt.

Bel dem cA-bgaH-Konstrukt konnte ahnlich wie bei dem c-gvpA-Gen keine basale Aktivitat
nachgewiesen werden. Der cA-Promotor konnte nur mit dem homologen cGvpE aktiviert
werden, weder pGvpE noch mcGvpE wirkten als Aktivator in den entsprechenden Hf.
volcanii-Transformanten. Die erhaltene spezifische (3-Galaktosidase-Aktivitat war allerdings
im Vergleich zu den anderen aktivierten mcA- und pA-Promotoren sehr gering. Die fehlende
Aktivierbarkeit des cA-Promotors durch die Proteine mcGvpE und pGvpE kdnnte auf
mangel hafte Protein-DNA-Bindung zurlckzufiihren sein, die durch die unterschiedlichen
DNA-Sequenzen oder aber durch die Unterschiede in der Aminosauresequenz der GvpE-
Proteine verursacht ist. Heterologe Komplementationsstudien mit den Genen p-
gvpDEFGHIJKLM der p-vac-Region und den Genen c-gvpACNO der c-vac-Region in Hf.
volcanii-Transformanten zeigen ebenfalls, dass mit pGvpE als Aktivator keine c-gvpACNO-
Expression stattfindet (Offner et al., 1998). Dies kdnnte auch der Grund sein, warum
Halobacterium salinarum PHH1 nur Gasvesikel mit Hilfe der p-vac-Region bildet, da pGvpE
offensichtlich nicht in der Lage ist, die Expression des c-gvpACNO-Genclusters zu aktivieren.
Das Fazit dieser Untersuchungen war, dass unter den GvpE-Proteinen, das cGvpE der stérkste
Aktivator war. Von allen drei A-Promotoren hatte der pA-Promotor die hochste basale
Aktivitat, wahrend der cA-Promotor basal inaktiv war. Die starkste Aktivierung wurde am
mcA-Promotor festgestellt, wohingegen der cA-Promotor die geringsten durch GvpE
vermittelten Aktivitatswerte lieferte und nur durch das homologe cGvpE aktiviert wurde.

Die gebildete Menge an bgaH-mRNA einer mcA-bgaH/cE*-Transformante wurde mit der
spezifischen 3-Galaktosidase-Aktivitét Uber die Wachstumsphase verglichen. Wahrend in der
exponentiellen und der friihen stationdren Wachstumsphase grof3e Mengen an bgaH-mRNA
gebildet wurden, war in der spaten stationdren Wachstumsphase keine bgaH-mRNA mehr
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detektierbar. Im Vergleich dazu stieg die 3-Galaktosidase-Aktivitét parallel mit der Zunahme
an bgaH-mRNA-Menge in der exponentiellen Wachstumsphase an, blieb auf dem hohen
Niveau und nahm nicht deutlich ab. Dies liefd die Vermutung zu, dass die 3-Gal aktosidase ein
relativ stabiles Protein ist, wahrend die entsprechende mRNA schnell abgebaut wird. Das
bgaH-Reportergensystem eignet sich deshalb gut, um die Aktivierbarkeit eines Promotors zu
untersuchen, wahrend eine Inaktivierung der Genexpression aufgrund der [3-Gal aktosidase-

Stabilitat wahrscheinlich kaum nachwei sbar ware.

2)  Untersuchungen zur Stérke desfdx-Promotors

Das fdx-Gen kodiert fir ein Ferredoxin und wurde aus Halobacterium salinarum isoliert
(Pfeifer et al., 1993). Der jetzt schon haufig erwahnte fdx-Promotor wurde verwendet, um den
hal obakteriellen Expressionsvektor pJAS35 zu konstruieren (Pfeifer et al., 1994; Soppa, nicht
publiziert). Da dieser Vektor in dieser und in anderen Arbeiten héufig verwendet wird, sollte
die Starke des fdx-Promotors mit dem bgaH-Reportergen untersucht werden. Dazu diente
auch das bgaH-Gen mit dem nativen Promotor (Holmes & Dyall-Smith, 2000) im Plasmid
pPMLH32 asVergleich.

Bei der fdx-bgaH-Transformante wurde eine spezifische [3-Galaktosidase-Aktivitat mit einem
Maximum bei ca. 1,5 U/mg in der frih-stationdren Wachstumsphase (zwischen 41 und 65 h)
erreicht, die in der spét-stationdren Wachstumsphase (zwischen 91 und 120 h) auf ca. 1,0
U/mg abféllt. Diese Ergebnisse bestétigen die Untersuchungen zur mRNA, die zeigen, dass
der fdx-Promotor frih in der Wachstumsphase am aktivsten ist (Pfeifer et al., 1993). Diese
hier far Hf. volcanii-Transformanten erhaltenen Ergebnisse kdnnen nicht direkt mit
Untersuchungen des fdx-Promotors in Halobacterium salinarum verglichen werden (Patenge
et al., 2000). Hier wurden verschiedene Mutanten des fdx-Promotors mit dem bgaH-
Reportergen untersucht, wobei der stérkste der fdx-Promotor-Mutanten die héchste
spezifische 3-Galaktosidase-Aktivitét in der frih-exponentiellen Wachstumsphase mit einem
Wert von ca. 0,02 U/mg aufwies, die in der spat-exponentiellen Wachstumsphase auf ca. 0,01
U/mg abfiel (Patenge et al., 2000). Diese Werte liegen eindeutig unter den Werten, die in
dieser Arbeit mit den fdx-bgaH-Hf. volcanii-Transformanten gemessen wurden. Allerdings
wurden unterschiedliche Wirtsstamme verwendet, die auch unterschiedliche
Wachstumsbedingungen haben.

Vergleicht man die Stérke des fdx-Promotors in Hf. volcanii-Transformanten mit den Stérken
der gvpA-Promotoren in diesen Transformanten, so féllt auf, dass am fdx-Promotor eine
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frihere und viel effizientere Transkription stattfindet. Die spezifische [3-Gal aktosidase-
Aktivitat, die bei der fdx-bgaH-Transformante gemessen wurde, war etwa 400-fach hoher
bzw. Uber 1000-fach hoher als die basale Aktivitdt des pA- bzw. des mcA-Promotors. Selbst
die durch cGvpE induzierten Aktivitéten der A-Promotoren waren niedriger als die fdx-
Promotoraktivitadt, wobei der mcA-Promotor durch den Aktivator cGvpE in der stationdren

Wachstumsphase fast die fdx-Promotoraktivitét erreicht (nur 2-fach niedriger).

3) TATA-Box- und BRE-Element-Vergleich

Vergleicht man die Sequenzen der Promotoren mcA, cA, pA, bgaH und fdx miteinander fallt
zundchst auf, dass nur die TATA-Box-Sequenz des pA-Promotors komplett mit der
K onsensussequenz iibereinstimmt (Abb. 38). Der fdx-Promotor hat eine Ubereinstimmung
von vier und der bgaH-Promotor von drei Nukleotiden. Die Konservierung der TATA-Box-
Sequenz scheint also nicht allein ausschlaggebend fir eine effektive Transkription zu sein.
Die TATA-Box der drei konstitutiven Promotoren pA, bgaH und fdx enthalt allerdings
jeweils das Thymidin/Adenosin(TA)-Dinukleotid in der Mitte, das sehr wichtig fur die
Aktivitét der archaealen Promotoren zu sein scheint (Hain et al., 1992). Den beiden
regulierten Promotoren mcA und cA fehlt dagegen dieses TA-Dinukleotid. Betrachtet man die
Konserviertheit des BRE-Elements (transcription factor B recognition element), welches von
dem Transkriptionsfaktor B (TFB) erkannt wird, so féllt auf, dass das BRE-Element der
Promotoren mcA, pA und bgaH bis auf ein Nukleotid mit der Konsensussequenz
Ubereinstimmt, wahrend dem fdx-Promotor zwei Nukleotide zur Konsensussequenz fehlen
(Abb. 38). Hier scheint &nlich wie bei der TATA-Box nicht die Konservierung alleine

entscheidend fir die Transkription zu sein.
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BRE TATA

RNWAAVWNYTTAWG
mcA CGGTTGCTGAACCAACACGAATGATTTTGT TACT TGCCAACACGT TTTCAGAT GGGTATAACCCAGATCAATCATGG

cA CGGGGGET TGAACT CACAACGGCGGT TTTCCGGACACT CCCTGTAGT TGCGGGT GGGTACCACCCAGATCACTATGG
pA CGACTGGT GAAACCATACACATCCTTATGT GATGCCCGAGT ATAGT TAGAGAT GGGT TAATCCCAGATCACCAATGCG
bgaH CGTACGGGAGGACCCGAGT AGT GGATAT CAAT CGGT GCTCAGACACCGGAAAGAACTATATCTCACCACGT TGATCATTGTGTATGA

fdx GTACGCTGGCCCGAACAGCAACTACTATGCGT TCGGAAGCCGAACTCTGCAGT GATGC

Abb. 38 Vergleich der Promotorregionen der Gene: mc-gvpA (mcA), c-gvpA (cA), p-gvpA (pA), bgaH und fdx.
Der Transkriptionsstart (G oder A) ist in grin/fett bzw. durch einen griinen Pfeil und das ATG-Startcodon in
rot/unterstrichen dargestellt. Die Konsensussequenzen von BRE-Element und TATA-Box sind oben angegeben
(R=A oder G; N =A,C,Goder T; W= A oder T; Y = C oder T). Ubereinstimmung mit der Konsensussegquenz
des BRE-Elements sind in blau dargestellt, Ubereinstimmungen mit der TATA-Box in fett hervorgehoben. Die
palindromische Sequenz ist unterstrichen.

Daes sich bei den Reporterkonstrukten um Fusionen mit dem bgaH-L eserahmen handelt, bei
dem der leader-Bereich des bgaH-Gens unterschiedlich vorliegt, konnen auch Unterschiede in
der Effizienz der Translation der entsprechenden mRNASs zu unterschiedlichen Aktivitéten
fuhren. Eine beispiel sweise hbhere Effizienz der Translation des fdx-bgaH-Konstrukts wiirde
dann ebenfalls zu héheren Aktivitaten beitragen. Hierbel kdnnten vor allem auch Shine-
Da garno-Sequenzen eine Rolle spielen (Condo et al., 1999; Sartorius-Neef, 2000).

Da die verschiedenen Promotor-bgaH-Konstrukte in unterschiedlichen Plasmiden vorliegen
und die Kopienzahl dieser Plasmide nicht bekannt ist, darf man nur Tendenzen aus diesen
Ergebnissen herleiten.

4)  Untersuchungen an TATA-Box und BRE-Element der A-Promotoren
Die Untersuchungen zur spezifischen [3-Galaktosidase-Aktivitédt der drei gvpA-Promotoren
zeigten, wie schon aus vorangegangenen Studien bekannt war, dass der cA-Promotor keine
basale Aktivitét hatte, wohingegen der pA-Promotor eine gut messbare basale Aktivitdt besall.
Es wurde vermutet, dass die fehlende basale Aktivitat des cA-Promotor auf die kaum
konservierte TATA-Box und das ebenso wenig konservierte BRE-Element zuriickzuf Gihren ist
(Abb. 38). Die basale Aktivitét des pA-Promotor wére demnach auf die gut konservierten
Sequenzen TATA-Box und BRE-Element zuriickzuf Ghren.

Um die Ursachen fir die fehlende basale Aktivitdt des cA-Promotors ndher zu untersuchen,
wurde versucht, herauszufinden, ob die TATA-Box und das BRE-Element dafir
verantwortlich sind. Ein Nukleotidaustausch (GTTaTC) bzw. zwei Nukleotidaustausche
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(GTTaTg) innerhalb der TATA-Box des cA-Promotors fuihrten zu keiner messbaren basalen
Aktivitét des cA-Promotors. Allerdings war der cA-Promotor mit zwei Nukleotidaustauschen
CA-1aTA.AG besser durch cGvpE aktivierbar als der cA-Promotor.

Des weiteren wurde die TATA-Box und/oder das BRE-Element des cA-Promotors durch die
entsprechenden Elemente des pA-Promotors ersetzt. Bei keiner der Transformanten cA-
pATaTa-bgaH, cA-pAsre-bgaH und cA-pAsreTaTA-bgaH war aber eine spezifische [3-
Galaktosidase-Aktivitdt messbar. Das BRE-Element und die TATA-Box des pA-Promotors
sind in der Umgebung des cA-Promotors demnach nicht ausreichend, um eine messbare
basale Aktivitét zu erreichen. Offenbar scheinen noch weitere Sequenzabschnitte dafur
notwendig zu sein. Dies musste durch gezielte Nukleotidaustausche weiter verfolgt werden.
Interessanterweise waren auch die Promotorkonstrukte cA-pATtaTta-bgaH, cA-pAsre-bgaH
und cA-pAsreTaTa-bgaH besser durch cGvpE aktivierbar als das cA-bgaH-Konstrukt. Die
spezifischen [3-Gal aktosidase-Aktivitéten dieser Transformanten waren im Durchschnitt 7- bis
9-fach hoher als die Aktivitét der cA-bgaH/cE™-Wildtyptransformante.

Diese Ergebnisse lassen die Vermutung zu, dass das BRE-Element und die TATA-Box nicht
aleine fur die basale Transkription verantwortlich sondern auch an der GvpE-vermittelten
Aktivierung beteiligt sind. Da das BRE-Element vom Transkriptionsfaktor B (TFB) erkannt
wird, wiirde man eher vermuten, dass V eranderungen an der Sequenz des BRE-Elements auch
die basale Transkription verandern und nicht die Aktivierung durch GvpE. Die Ergebnisse
sprechen aber eindeutig fur eine Verbindung zwischen dem BRE-Element und der

Aktivierung durch GvpE.

5) Suche nach der GvpE-Bindestelle auf der DNA-Sequenz der

A-Promotoren

a) Aktivitét eines chimaren pA-cA-Promotors

Um die DNA-Sequenzen in den gvpA-Promotoren zu detektieren, die fur die Aktivierung
durch GvpE notwendig sind, wurden die Promotoren mutiert. Es muss hier erwahnt werden,
dass eine Protein-DNA-Wechselwirkung zwischen gvpA-Promotor und GvpE-Protein noch
nicht gezeigt werden konnte. Zunachst wurde ein chimérer Promotor konstruiert, der aus
folgenden Grinden aus dem pA- und dem cA-Promotor zusammengesetzt wurde: Der pA-
Promotor bot sich als Untersuchungsobjekt an, da er konstitutiv aktiv ist und von den drei
GvpE-Proteinen pGvpE, cGvpE und pGvpE aktiviert wird. Das bedeutet, dass es auch im pA-
Promotor einen Bereich gibt, der wichtig fur die GvpE-vermittelte Aktivierung ist. Der cA-
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Promotor dagegen hat keine messbare basale Aktivitét und eignet sich damit gut als
»Nullkontrolle*. Mit Hilfe von chimaren pA-cA-Konstrukten konnte deshalb untersucht
werden, ob auf der Sequenz stromauf der TATA-Box die GvpE-Bindestelle liegt. Der
zunéchst konstruierte pA-cA-Promotor enthielt die Sequenz des cA-Promotors mit einem 21
nt langen DNA-Abschnitt stromauf der TATA-Box, der durch die entsprechende DNA-
Sequenz des pA-Promotors ersetzt wurde (Abb. 39). In diesem 21 nt langen DNA-Abschnitt
war das BRE-Element des pA-Promotors enthalten. Die Analyse erbrachte, dass bei der
Transformante pA-cA-bgaH keine spezifische [3-Galaktosidase-Aktivitét messbar war. Dies
wurde erwartet, da die basale Aktivitédt eines Promotors vor allem von der TATA-Box
abhangig ist und das Konstrukt die TATA-Box des cA-Promotors enthédlt. Bei den
Transformanten pA-cA-bgaH/cE™, pA-cA-bgaH/pE™ und pA-cA-bgaH/mcE®™ konnten
dagegen spezifische [3-Galaktosidase-Aktivitédten gemessen werden. Die Aktivitét des
chiméren pA-cA-Promotors lag ziemlich genau zwischen der Aktivitét des pA- und des cA-
Promotors, bei Induktion durch jeweils das gleiche GvpE-Protein. Das pA-cA-bgaH-
Konstrukt war damit nicht nur durch cGvpE, sondern auch durch mcGvpE und pGvpE
aktivierbar. Damit lief3 sich der pA-cA-Promotor ghnlich wie der pA-Promotor durch alle drei
GvpE-Proteine aktivieren. Damit sollte die 21 nt lange pA-Promotor-Sequenz zumindest
teilweise die GvpE Bindestelle enthalten.
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BRE TATA

RNWAAWNYTTAWG
pA ACTTAGAAGTACGACT CATTACAGGAGACATAACGACT GGTGAAACCATACACATCCTTATG
cA GTACAAAT CAGCGAACTATTACGAGCGCCGAAACGGEGEGEGT TGAACTCACAACGECGGTTTTC  (++4)
pA-cA GTACAAAT CAGCGAACTATTACGAGCGCCGAAACCact GgTCAAacCAt Acacat CGTTTTC  ((+++)
pA-cA+5u GTACAAAT CAGCGAACTATTACGAGCGCCCE AACGact GgTGAAacCAt Acacat CGTTTTC  ((+++)
PA-cA+10u GTACAAATCAGCGAACTATTACGACaGaCat AACGact GgTGAAacCAt Acacat CGTTTTC  (+++)
pA-cA-5u GTACAAAT CAGCGAACTATTACGAGCGCCGAAACGEGEGEGITGAAac CAE Acacat CGTTTTC  (+++)
pA-cA-10u GTACAAAT CAGCGAACTAT TACGAGCGCCGAAACGGEGEGEGT TGAACC CAE Acacat cGTTTTC  (+++)
pA-cA-5d GTACAAAT CAGCGAACTATTACGAGCGCCGAAACCact GgTGAAac CAt ACCGCCGGTTTTC  ((++)
pA-cA-10d GTACAAAT CAGCGAACTATTACGAGCGCCGAAACCact GgTGAAac CACAACGECGGTTTTC  (++)
CA-TATA.A GTACAAAT CAGCGAACTAT TACGAGCGCCGAAACGEGEGEGT TGAACTCACAACGECGGTTAaTC  (+)
CA-TATAAG GTACAAAT CAGCGAACTATTACGAGCGCCGAAACGGEGECEGT TGAACTCACAACGECGGTTaTg  (+)
CA-PA-TATA GTACAAAT CAGCGAACTATTACGAGCGCCGAAACGGGEGEGTTGAACTCACAACGECCe TTaTg (++)
CA-pA-BRE GTACAAAT CAGCGAACTAT TACGAGCGCCGAAACGGGEGEGT TGAACTCACAcacat cGITTTC  (++)
CA-pA-BRETATA GTACAAAT CAGCGAACTATTACGAGCGCCGAAACGEGGEGT TGAACTCACAcacat ccTTaTg  (++)
CA-AACT GTACAAAT CAGCGAACTATTACGAGCGCCGAAACGEGGGITGA. . . CACAACGECGGTITTTC  (-)

CA-Mutl GTACAAAT CAGCGAACTAT TACGAGCGCCGAAACGGEGEETTG

GAB§GGCGGTTTTC  (++)

cA-Mut2 GTACAAAT CAGCGAACTAT TACGAGCGCCGAAACGGGERGT TG GGCGGTTTTC  (+)
cA-Mut3 GTACAAATCAGCGAACTATTACGAGCGCCGAAACGGGR ACTt GGOGGTTTTC  (+)
cA-Mut4 CGaACAAAT CAGCGAACT AT TACGAGCGCCGAAACGGGEGGEE TagACT CGGCGGTTTTC  (+)
cA-Mut5 GTACAAAT CAGCGAAACTATTACGAGCGCCGAAACGGGEGT TGAACT GGCGGTTTTC  (+)
cA-Mut6 GTACAAATCAGCGAACTATTACGAGCGCCGAAACG&XI;TcaACTt GGCGGTTTTC  (-)
cA-Mut7 GTACAAATCY|GCGAACT AT TACGAGCGCCGAAACGGEGGT TCYACT GGCGGTTTTC  (-)
cA-Mut8 GTACAAAT CAGCGAACTAT TACGAGCG! | CGAAACGEGEGGE TaAACTt GGCGGTTTTC  (-)
cA-Mut9 GTACAAAT CAGCGAACTAT TACGAGCGCCGAAA Tc GYACgt GGCGGTTTTC  (-)
cA-Mut10 GTACAAAT CAGCGAACTAT TACGAGCGCCGAAACGGEGEG: TCYACT GGCGGTTTTC  (-)
cA-Mutl1l GTACAAAT CAGCGAACTAT TACGAGCGCCGAAACGGEGEGT TCYACT GGCGGTTTTC  (-)
cA-Mut12 GTACAAAT CAGCGAACTAT TACGAGCGCCGAAACGGEGEG: TCYACT GGCGGTTTTC  (-)
cA-Mut13 GTACAAAT CAGCGAACTAT TACGAGCGCCGAAACGGEGEG: TCYACT GGCGGTTTTC  (-)

Abb. 39 Sequenzen der pA- und cA-Promotoren sowie ihrer Mutanten. Mutationen sind durch kleine
Buchstaben hervorgehoben. Hinter den Sequenzen ist die Aktivierbarkeit immer im Bezug auf den Wildtyp
angegeben, wobei (++) gut aktivierbar wie WT bedeutet; (+) schwach aktivierbar; (-) nicht aktivierbar; (+++)
besser aktivierbar als cA-Promotor. Sowohl die Konsensussequenz des BRE-Elements, als auch die der TATA-
Box sind oberhalb der Promotor-Sequenzen angegeben (R=A oder G, N=A,C,Goder T, W=A oder T; Y =
C oder T). Sequenzen, die unwichtig fur die Aktivierbarkeit erscheinen, sind in olivgriin und die vermutlich
wichtigen in gelb unterlegt.

Die Aktivitéten des chiméaren pA-cA-Promotors unterstreichen die Ergebnisse der TATA-
Box- und BRE-Mutanten. Auch hier konnte keine basale Aktivitét des cA-Promotors durch
Austausch seines BRE-Elements, seiner TATA-Box oder von beiden gegen die
entsprechenden Sequenzen des pA-Promotors erreicht werden. Die Aktivierbarkeit der
mutierten Promotoren durch cGvpE konnte allerdings ebenfalls durch die Substitutionen
verbessert werden.

Es wurde weiterhin untersucht, ob die Aktivitdt des pA-cA-Promotors durch ,, Zufiigen® von
pA-Nukleotiden erhoht- bzw. durch Ersatz mit cA-Nukleotiden erniedrigt wird. Zu diesem
Zweck wurden einmal funf und einmal 10 Nukleotide der c-gvpA-Sequenz durch Nukleotide
der p-gvpA-Sequenz stromauf der 21 nt langen pA-Sequenz ersetzt. Zum anderen wurden 5
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bzw. 10 Nukleotide des pA-Promotorbereichs in pA-cA wieder durch die entsprechenden
Nukleotide des cA-Promotors ersetzt (Abb. 39). Die Untersuchung von Transformanten mit
diesen Konstrukten zeigte, dass bei allen erwartungsgemal keine spezifische [3-
Galaktosidase-Aktivitét messbar war, d.h. die verschiedenen Promotoren wiesen keine basale
Aktivitét auf. Die Analyse der Transformanten mit cGvpE erbrachte, dass diese alle
niedrigere Aktivitéten als die pA-cA-bgaH/cE®-Transformante hatten. Die Transformanten
mit der stromauf verlangerten pA-Sequenz pA-cA+5u-bgaH/cE®™ und pA-cA+10u-bgaH/cE*
hatten eine ca. 1,5-fach geringere spezifische [3-Galaktosidase-Aktivitét als die pA-cA-
bgaH/cE*-Transformante. Dies sind allerdings keine signifikanten Aktivitétsunterschiede.
Beim Vergleich der Sequenzen fallt auf, dass sich die Promotorkonstrukte pA-cA+5u und pA-
CA+10u aufgrund der Ahnlichkeit der pA- und cA-Sequenz nur in einem bzw. nur in vier
Nukleotiden von dem pA-cA-Promotor unterschieden. Ebenso hatten die stromauf verkirzten
pA-cA-5u-bgaH/cE®™- und pA-cA-10u-bgaH/cE™-Transformante keine signifikant
unterschiedliche Aktivitét. Die Sequenzen dieser beiden Promotor-Mutanten, pA-cA-5u und
pA-cA-10u, unterschieden sich um vier- bzw. finf Nukleotide von der pA-cA-Promotor-
Sequenz. Diese Ergebnisse zeigten, dass weder eine ,, Verlangerung” noch eine ,Verkirzung®
stromauf einen entscheidenden Einfluss auf die GvpE-vermittelte Aktivierung hatte.

Die Transformanten mit den stromab verkirzten pA-Promotorkonstrukten pA-cA-5d-
bgaH/cE* und pA-cA-10d-bgaH/cE®, die das BRE-Element und aufwartsgel egene Sequenz-
Abschnitte des cA-Promotors enthielten, hatten dagegen um etwa 5-fache niedrigere
Aktivitéten verglichen mit der pA-cA-bgaH/cE*-Transformante. Diese Aktivitaten stimmen
in etwa mit denen der Wildtyptransformante cA-bgaH/cE™ Uberein. Die Analyse der
Doppeltransformanten mit den Proteinen pGvpE bzw. mcGvpE bestétigten die Ergebnisse mit
dem cGvpE-Protein.

Diese Untersuchungen deuteten wiederum sehr stark darauf hin, dass das BRE-Element an der
GvpE-vermittelten Aktivierung beteiligt ist. Sowohl die ,Verlangerung® als auch die
»Vverkirzung® der pA-cA-Sequenz hatte keinen entscheidenden Einfluss auf die GvpE-
vermittelte Aktivierung. Dies bedeutet, dass diese Bereiche nicht entscheidend fir die
Aktivierung der A-Promotoren waren. Es gibt keine Erklarung, warum die Aktivitaten dieser
stromauf verénderten pA-cA-Varianten alle etwas geringer waren als die des pA-cA-
Promotors. Zum anderen verhielten sich die stromab , verkirzten® pA-cA-bgaH-Mutanten,
die das cA-BRE-Element enthielten, dhnlich wie der cA-bgaH-Wildtyp. Auch diese
Ergebnisse sprechen wiederum fur die Wichtigkeit eines konservierten BRE-Elements im

Zusammenhang mit der Aktivierung durch GvpE.
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b) Mutationen in der palindromischen Sequenz des cA-Promotors

Da Dimere von leucine-zpper-Proteinen an palindromische DNA-Sequenzen binden, wurde
eine palindromische DNA-Sequenz (GTTGAACTCACAAC) stromauf der TATA-Box im
cA-Promotor mutiert (Abb. 39). Bei der Transformante cA-AACT-bgaH/cE®, bei der die drei
Nukleotide ACT zwischen den beiden Palindromhélften im Promotorbereich deletiert wurden
und somit die beiden Halften ndher beieinander lagen, war keine [3-Galaktosidase-Aktivitét
messbar. Dies kdnnte ein Hinwels darauf sein, dass die palindromische Sequenz wichtig fur
die Aktivierung des cA-Promotors durch das cGvpE-Protein ist. Es kdnnte aber auch sein,
dass diese Nukleotide direkt mit dem cGvpE wechselwirken oder die Deletion bereits die
basale Transkription stort.

Das Palindrom wurde auch durch mehrere zuféllige Nukleotidaustausche mutiert. Bel funf der
dreizehn Palindrommutanten war spezifische [-Galaktosidase-Aktivitét messbar. Bei der
Transformante cA-Mutl-bgaH/cE™ war eine @nlich hohe Aktivitdt messbar wie bei der
Wildtyptransformante cA-bgaH/cE®™. Aus diesem Grund kann man alle vier Nukleotide
(aTTGgACTCAQAQQ), die in dieser Mutante verandert wurden, als unwichtig einstufen
(Abb. 39). Bel den vier weiteren Transformanten mit Mutationen im Palindrom war zwar [3-
Galaktosidase-Aktivitdt vorhanden, diese war aber sehr gering. Betrachtet man die Sequenz
der beiden Promotormutanten cA-Mut2 und cA-Mut3, félt auf, dass sie beide ein Cytidin
gegen ein Thymidin in der Sequenz zwischen den beiden Palindromhalften
(GTTGgACTtAgAQgg bzw. aTcagACTtAgAgg) getauscht hatten (Abb. 39). Die zwei
Promotormutanten cA-Mut4 und cA-Mut5 hatten ebenfalls einen gleichen
Nukleotidaustausch, der sie von der Mutante cA-Mutl unterschied (Abb. 39). Auch hier war
es ein Thymidin, das aber in der rechten Palindromhdlfte zu finden war bzw. im BRE-
Element. (GcTagACTCAQgtgC bzw. GTTGAACTCAQgtgg). Es ware also mdglich, dass diese
beiden Mutationen verantwortlich dafir waren, dass die Aktivierbarkeit durch cGvpE bei
diesen Mutanten viel geringer war. Vergleicht man nun die Sequenzen der restlichen acht
Promotormutanten cA-Mut6 bis cA-Mutl3, die nicht mehr durch cGvpE aktivierbar waren,
fallt auf, dass alle sechs Mutanten beide Thymidine enthielten, die in den Mutanten cA-Mut2
bis cA-Mut5 jeweils nur einfach aufgetreten waren (Abb. 39). Es scheint so, als ob das
Auftreten einer der beiden Mutationen genigte, um die Aktivierbarkeit des cA-Promotors
durch cGvpE drastisch zu senken, aber die Kombination von beiden Mutationen eine
Aktivierbarkeit vollig verhinderte. Diese beiden Nukleotide konnten deshalb wichtig fir die
Aktivierung durch GvpE sein. Interessanterweise fuhrte der Nukleotidaustausch zum
Thymidin im BRE-Element zu einer noch schlechteren Ubereinstimmung mit der
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Konsensussequenz. Erneut scheint das BRE-Element besonders wichtig fur die GvpE-
vermittelte Aktivierung zu sein. Es ist aber noch nicht klar, ob der Austausch der beiden
Nukleotide durch ein Thymidin erfolgen muss, um die Aktivierbarkeit zu senken oder ob auch
ein Austausch gegen ein anderes Nukleotid die gleiche Wirkung hétte. Es darf bei der
Betrachtung aber nicht vergessen werden, dass in einigen Promotormutanten zuséizliche
Mutationen auftreten, die bel der PCR entstanden sind. Diese Mutationen konnten ebenfalls
der Grund fur die verminderte oder fehlende Aktivierbarkeit sein. Um dies zu tberprifen,
konnten gezielt nur die Positionen, die hier durch Thymidine ersetzt wurden, durch
Substitutionsmutagenese verandert werden.

C) mcA-Promotor mutanten
Mutationen in der palindromischen Sequenz

Da der mcA-Promotor ebenfalls eine palindromische DNA-Sequenz
(GTTGCTGAACCAAC) enthdlt, die fast mit dem Palindrom des cA-Promotors
(GTTGAACTCACAAC) ubereinstimmt, wurde auch der mcA-Promotor fur
Mutationsstudien herangezogen (Abb. 40). Besonders wichtig war dabei, dass der mcA-
Promotor eine, wenn auch nur eine geringe, basale Aktivitét besitzt. Damit konnte zwischen
Mutationen, welche die basale Transkription stéren und solchen, welche die GvpE-vermittelte
Aktivierung beeintrachtigen, differenziert werden. Bei der Transformante mcA-Del-bgaH, bei
der die drei Nukleotide TGA zwischen den beiden Palindromhélften im Promotorbereich
deletiert waren, war die basale Aktivitdt des mcA-Promotors anhand der 3-Galaktosidase-
Aktivitét nicht veréndert. Bel der entsprechenden Transformante mit mcGvpE war dagegen
Uberhaupt keine 3-Galaktosidase-Aktivitdt mehr detektierbar. Dies war sehr tiberraschend, da
schon zu erwarten war, dass eine basale Aktivitdt vorlag. Aber es war ein erneuter Hinweis
darauf, dass die palindromische Sequenz wichtig fur die Aktivierung durch GvpE ist. Warum
eine basale Transkription nur moglich war, wenn das mcGvpE nicht vorhanden war, lasst sich
schwer erklaren. Es ware vielleicht moglich, dass durch die fehlenden drel Nukleotide die
RNA-Polymerase, die Transkriptionsfaktoren und GvpE auf der verkirzten DNA-Sequenz
nicht gleichzeitig binden kdnnen oder sich sterisch gegenseitig behindern und deshalb eine
effektive Aktivierung verhindert wurde.

Einzelne Nukleotidaustausche in der palindromischen Sequenz des mcA-Promotorbereiches
fuhrten dagegen zu einer verminderten basalen Aktivitat der mutierten Promotoren mcA-
Mutl und mcA-Mut2. Bei den entsprechenden Transformanten mit mcGvpE konnte auch

kaum eine Veranderung der 3-Galaktosidase-Aktivitét gemessen werden. Dabel fallt auf, dass
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die Mutationen bei mcA-Mutl und mcA-Mut2 vor allem die rechte Palindromhélfte
veranderten (Abb. 40). Weitere Untersuchungen sollten kléren, ob Mutationen in der linken

Palindromhélfte ebenfalls keine Veranderung der GvpE-vermittelten Aktivierung bewirken

wirden.
BRE TATA
RNVAAVWRY TTAWG +GvpE

mcA TGTTTGACTCATTACGAGAGGT GAAACGGT TGCTGAACCAACACGAATGATTTTG (++)
mcA-Del TGTTTGACTCATTACGAGAGGTGAAACGGTTGC. . . ACCAACACGAATGATTTTG )
mcA-Mutl TGTTTGACTOATTACGAGA(XBTGAAACGaTT(I:TMCGAATGATTTTG (++)
mcA-Mut2 TGTTTGACTCATTACGAGAGGT GAAACGGT TGCT CGAATGATTTTG (++)
mcA-Deltal TGTTTGACTCATTACGAGAGGT GAAACGGTTGCTGAACCAAC. . . . . . . ATTTTG )
mcA-Deltal| TGTTTGACTCATTACGAGAGGTGAAACGGTTGCTC. . . . . . . ACGAATGATTTTG )
mcA-Deltall| TGTTTGACTCATTACGAGAGGTGAAACG. . . . . . . AACCAACACGAATGATTTTG )
mcA-DeltalV TGTTTGACTCATTACGAGACG. . . . . . . GTTGCTGAACCAACACGAATGATTTTG )
mcA-DeltaV TGTTTGACTCATTAIIIN T GAAACGGT TGCTGAACCAACACGAATGATTTTG (+)
mcA-DeltaV| TGTTT CGAGAGGTGAAACGGT TGCT GAACCAACACGAATGATTTTG )
mcA-DeltaV| CTCATTACGAGAGGT GAAACGGT TGCTGAACCAACACGAATGATTTTG (++)
mcA-M1 TGTTTGACTCATTACGAGAGGT GAAACGGT TGCTGAACat t gACGAATGATTTTG [+]*
mcA-M2 TGTTTGACTCATTACGAGAGGTGAAACGGTTGCTGet gaAACACGAATGATTTTG [+]*
mcA-M3 TGTTTGACTCATTACGAGAGGT GAAACGGT TCagt c ACCAACACGAATGATTTTG [+]*
mcA-M4 TGTTTGACTCATTACGAGAGGT GAAA! TGAACCAACACGAATGATTTTG [++]*
mcA-M5 TGTTTGACTCATTACGAGAGGT GAAAAC caTGCTGAACCAACACGAATGATTTTG [+]*
mcA-M6 TGTTTGACTCATTACGAGAGGTCCt caGGT TGCTGAACCAACACGAATGATTTTG [+]*
mcA-M7 TGTTTGACTCATTACGAGAGE gt c AACGGT TGCTGAACCAACACGAATGATTTTG [+]*
mcA-M8 TGTTTGACTCATTA TGAAACGGT TGCTGAACCAACACGAATGATTTTG [++]*
mcA-M9 GGTGAAACGGT TGCTGAACCAACACGAATGATTTTG [++]*
mcA-M10 GAGAGGT GAAACGGT TGCT GAACCAACACGAATGATTTTG [++]*
mcA-M11 TACGAGAGGT GAAACGGT TGCTGAACCAACACGAATGATTTTG [++]*

Abb. 40 Sequenzen des mcA-Promotors und seiner Mutanten. Mutationen sind durch kleine Buchstaben
hervorgehoben. Hinter den Sequenzen ist die Aktivierbarkeit immer im Bezug auf den Wildtyp angegeben,
wobel (++) gut aktivierbar wie WT bedeutet; (+) schwach aktivierbar; (-) nicht aktivierbar. Die gute [++]* und
schlechte Aktivierbarkeit [+]* beider Substitutionsmutationen wurde unabhéngig vom WT ausgerechnet. Sowohl
die Konsensussequenz des BRE-Elements, als auch die der TATA-Box sind oberhalb der Promotor-Sequenzen
angegeben (R = A oder G; N = A, C, G oder T; W = A oder T; Y = C oder T). Ubereinstimmungen mit der
K onsensussequenz des BRE-Elements sind in blau gezeigt, und Ubereinstimmung mit der K onsensussequenz der
TATA-Box sind in fett hervorgehoben. Die palindromische Sequenz ist unterstrichen. Sequenzen, die unwichtig
fir die Aktivierbarkeit erscheinen, sind in olivgriin und die vermutlich Wichtigen in gelb unterlegt.

Zusammenfassend l&sst sich sagen, dass die basale Transkription am mcA-Promotor durch
eine Deletion von drei Nukleotiden innerhalb des Palindroms nicht beeintréchtigt wurde. Die
Aktivierung durch GvpE war aber durch diese Deletion verhindert und zwar sowohl beim cA-
als auch beim mcA-Promotor. Nukleotidaustausche in der palindromischen Region des mcA-
Promotors hatten weder Auswirkungen auf die basale Aktivitét, noch auf die GvpE-
vermittelte Aktivierung. Beim cA-Promotor hatten Nukleotidaustausche aber Auswirkungen
auf die Aktivierbarkeit durch GvpE. Insgesamt gesehen konnte mit diesen in-vivo-Analysen



Diskussion Seite 107

der Promotorbereich fur die GvpE-vermittelte Aktivierung noch nicht eindeutig gezeigt
werden. Es gab aber Hinweise, dass die palindromischen Sequenz wichtig fir die GvpE-

Bindung sein konnte.

Durchgangige Deletionsanalyse im mcA-Promotor

Da die Deletion von drei Nukleotiden zwischen den palindromischen Sequenzen die GvpE-
vermittelte Aktivierung der gvpA-Promotoren deutlich verhinderte, wurde mit einer Serie von
sieben Nukleotiden (deletion walking) innerhalb des mcA-Promotors Uberprift, ob auch
Deletionen stromab und stromauf der palindromischen Sequenzen Auswirkungen auf die
Aktivierung durch GvpE haben. In die 49 nt lange Sequenz stromauf der TATA-Box wurden
fortlaufend sieben Nukleotide deletiert (Abb. 40). Die basalen (3-Gal aktosidase-Aktivitaten
der Transformanten Deltal, Deltall, Deltalll und DeltalV differierten nicht signifikant von der
Aktivitét der Wildtyptransformante, wahrend bei den Transformanten DeltaV, DeltaVl und
DeltaVll gar keine 3-Galaktosidase-Aktivitét messbar war.

Bei der Transformante Deltal mit cGvpE als Aktivator konnte keine spezifische [3-
Galaktosidase-Aktivitdt gemessen werden. Dies konnte auf jeden Fall ein Hinwels darauf
sein, dass diese Deletionen einen Bereich getroffen haben, der fir die GvpE-vermittelte
Aktivierung wichtig ist. Hier war das komplette BRE-Element deletiert (Abb. 40). Man wirde
hier eher vermuten, dass die basale Transkription gestért wére, zumal das BRE-Element des
mc-gvpA-Promotors (ACGAATG) bis auf ein Nukleotid (G) mit der Konsensussequenz fur
Archaea (RNWAAWN) Ubereinstimmt (R=A oder G; N =A, C, Goder T; W = A oder T).
Da aber die basale Aktivitét der entsprechenden Einzeltransformante nicht beeintrachtigt war,
und die Aktivierung des Promotors durch GvpE verhindert wurde, musste man eher vermuten,
dass das GvpE-Protein entweder an das BRE-Element bindet oder zumindest mit dem TFB
um die Bindestelle konkurriert. Diese Resultate der Promotormutante Deltal bestédtigen die
Ergebnisse zur Untersuchungen der BRE-Elemente von cA- und pA-Promotor. Hier hatte eine
bessere Konservierung des BRE-Elements (CA-pAsre-Promotor oder pA-cA-Promotor)
keinen Einfluss auf die basale Aktivitét, wahrend die GvpE-vermittelte Aktivierung verbessert
wurde. Keine spezifische -Galaktosidase-Aktivitat konnte bei der Transformante Deltall-
bgaH/cE®™ gemessen werden. Bei dieser Promotormutante Deltall war die rechte Hélfte des
Palindroms, das direkt stromauf des BRE-Elements liegt, deletiert (Abb. 40). Es scheint
demnach nicht nur das BRE-Element, sondern auch das Palindrom wichtig fur die
Aktivierung durch GvpE zu sein. Bei den Transformanten Deltall1-bgaH/cE®™ und DeltalV-
bgaH/cE®™ konnte eine spezifische (-Galaktosidase-Aktivitdt gemessen werden, die im
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Vergleich zu der spezifischen [3-Galaktosidase-Aktivitat der Wildtyptransformante mcA-
bgaH/cE®™ drastisch und zwar um ca. das 700-Fache vermindert war. Bei der
Promotormutante Deltalll ist die linke Halfte des Palindroms- und bei DeltalV ist die 7 nt
lange Sequenz direkt stromauf des Palindroms deletiert. Die Deletion der linken
Palindromhélfte hatte also nicht so eine starke Auswirkung wie die Deletion der rechten.
Andererseitsist eine ca. 700-Fach vermindertet Aktivitéat auch ein klarer Hinweis darauf, dass
diese Sequenz wichtig war. Es ist demnach mdglich, dass die rechte Palindromhélfte
wichtiger ist als die linke. Es wére aber auch denkbar, dass gar nicht das Palindrom wichtig
ist, sondern seine Lage. Es scheint namlich ganz so, als ob die Sequenzen, die in der Nahe des
BRE-Elements liegen, dasist im Fall des mcA-Promotors die rechte Palindromhélfte, dhnlich
wichtig wie das BRE-Element fir die GvpE-Aktivierung sind. Fir diese These spricht auch,
dass die Deletion der 7 nt stromauf der linken Palindromhaélfte eine vergleichbare Auswirkung
hat wie die Deletion der linken Palindromhélfte.

Obwohl die Ergebnisse der Transformanten DeltaV-bgaH/cE®™, DeltaVI-bgaH/cE®™ und
DeltaVll-bgaH/cE®™ aufgrund der bereits verminderten basalen Transkription in den
entsprechenden Transformanten ohne cGvpE schwierig auszuwerten sind, sollen diese hier
dennoch erwéhnt werden. Die spezifischen [3-Galaktosidase-Aktivitaten, die bel den
Transformanten DeltaV-bgaH/cE™ und DeltaVI-bgaH/cE®™ gemessen wurden, waren im
Vergleich zu der mcA-bgaH/cE*-Transformante um das etwa 40- bzw. 10-Fache erniedrigt.
Bei der DeltaVll-bgaH/cE®-Transformante waren die Aktivitdten etwa vergleichbar mit
denen der mcA-bgaH/cE™-Transformante. Je weiter die Deletionen vom BRE-Element
(stromauf) entfernt sind, desto weniger Einfluss haben sie anscheinend auf die Aktivierung
durch GvpE. Bei Berticksichtigung dieser Ergebnisse wére das Fazit, dass alle 28 nt stromauf
der TATA-Box (Bereich Deltal bis DeltalV) wichtig fur Aktivierung durch GvpE sind. Man
muss hier aber noch eine Abstufung in der Prioritét machen. Die 14 nt (Bereich Deltal bis
Deltall) direkt stromauf der TATA-Box erscheinen am wichtigsten und die 14 nt links davon
(Bereich Deltalll bis DeltaVl) auch noch wichtig zu sein. So scheint zumindest die Sequenz
im mcA-Promotorbereich auf 28 nt reduziert zu sein. Wie bereits erwahnt sind diese
Schlussfolgerungen nur unter Vorbehalt zu ziehen, da bereits die basale Aktivitat vermindert
wurde. Somit ist es schwer abzuschétzen, ob bel diesen Transformanten die Aktivierbarkeit
durch GvpE aufgrund der Tatsache beeintrachtigt wurde, dass GvpE nicht mehr binden
konnte oder ob der Promotor trotz gebundenem GvpE nicht aktiver werden konnte.
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Substitutionsmutagenese im mcA-Promotor

Mit dem beschriebenen deletion walking konnte eine 28 nt lange Sequenz identifiziert
werden, die wichtig fir die GvpE-Bindung sein konnte. Ein neuer Ansatz war, in dieser
Sequenz gezielte Nukleotidaustausche durchzufihren. Die Mutationen starteten stromauf des
BRE-Elements im mc-gvpA-Promotor, so dass eine 34 nt lange Sequenz in einer substitution
walking-Analyse mutiert wurde. Fur die Mutagenese wurden die Sequenzen der drel
Promotoren, mcA, cA und pA am Transkriptionsstart bzw. an der TATA-Box aliniert und
miteinander verglichen. Bei der Konstruktion der neuen mcA-Promotor-Mutanten wurde
darauf geachtet, dass das ,neue” Nukleotid mit keinem Nukleotid der drei Promotoren
Ubereinstimmte (Abb. 40). Es wurde ebenfalls darauf geachtet, dass ein Purin durch ein
Pyrimidin bzw. ein Pyrimidin durch ein Purin ersetzt wurde. Schliefdich wurden in dieser
Substitutionsmutagenese immer 4 nt ausgetauscht, wobei die Mutationen jeweils mit einem
Nukleotid stromauf und stromab Uberlappten. Insgesamt wurden die Promotormutanten mcA-
M1 bis mcA-M11 hergestellt.

Die Untersuchungen zur Bestimmung der basalen Aktivitéten in den entsprechenden
Transformanten fuhrten zu dem Ergebnis, dass sich die spezifischen [(3-Galaktosidase-
Aktivitéten der elf Transformanten mcA-M1-bgaH bis mcA-M11-bgaH (M1-bgaH bis M11-
bgaH) nur gering von der Aktivitét der Wildtyptransformante mcA-bgaH unterschieden. Da
also keine grof3e Veranderung der basalen Aktivitdt des mcA-Promotors verursacht wurde,
konnten alle Ergebnisse der entsprechenden Transformanten mit mcGvpE fir die Suche der
GvpE-Bindestelle in Betracht gezogen werden.

Die Analyse der entsprechenden Transformanten mit mcGvpE war etwas schwierig, daessich
bei den Werten der Wildtyptransformante mcA-bgaH/mcE®™ um Ergebnisse eines anderen
Versuchsansatzes handelte. Beim Betrachten der Resultate der Mutanten fiel namlich auf,
dass bei einigen Transformanten, wie beispielsweise M4-bgaH/mcE®™, bei der die linke
Palindromhdfte mutiert war, die spezifischen [3-Gal aktosidase-Aktivitéten hdher lagen a's bei
der Wildtyptransformante mcA-bgaH/mcE®™ (Abb. 40). Diese Differenzen zeigen eindeutig
die Grenzen des bgaH-Reportergensystems. Esist schwierig, unterschiedliche Versuchsreihen
miteinander zu vergleichen, wenn man nicht immer eine Kontroll-Transformante mitfuhrt, um
die B-Galaktosidase-Aktivitéten in diesem Versuchsansatz zu standardisieren. Aus diesem
Grund wurden die Ergebnisse der Substitutionsmutationen ohne die Ergebnisse der
Wildtyptransformante betrachtet und stattdessen die Mutanten mit den hochsten 3-
Galaktosidase-Aktivitaten als Standard festgelegt. Die Mutationen in der rechten
Palindromhélfte bei Promotormutante M1 bewirkten eine Verschlechterung der
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Aktivierbarkeit durch mcGvpE. Das gleiche galt fur die Mutationen zwischen den
Palindromhélften bei den Mutanten M2 und M3. Im Gegensatz dazu hatten die
Nukleotidaustausche in der linken Palindromhalfte keine Auswirkungen auf die
Aktivierbarkeit durch mcGvpE. Da die Mutationen M1 bis M3 die GvpE-vermittelte
Aktivierung verschlechterten, kdnnte man daraus schlief3en, dass die direkt stromauf des
BRE-Elements liegende rechte Palindromhél fte, und die daran angrenzende Sequenz wichtig
fur die GvpE-vermittelte Aktivierung sind. Die linke Palindromhélfte wére demnach nicht so
wichtig. Diese Ergebnisse unterstitzen auch die Resultate aus den Deletionsanalysen mit den
Promotormutanten Deltal bis DeltalV. Betrachtet man die Aktivitdten der Promotormutanten
M1 bis M4 genauer, lasst sich eine Tendenz erkennen: je néher die Mutationen zum BRE-
Element rickten (von M4 nach M1), desto grofer schienen ihre Auswirkungen auf die
Aktivierung durch mcGvpE zu sein.

Die Mutationen in der linken Palindromhélfte und weiter genaufwarts bewirkten dagegen eine
drastische Herabsetzung der Aktivierbarkeit durch mcGvpE, ahnlich wie sechs weitere
Nukleotidaustausche genaufwarts davon in den Mutanten M6 und M7 (Abb. 40).
Offensichtlich ist dies ein weiterer wichtiger Bereich fur die Aktivierbarkeit durch mcGvpE.
Diese Mutationen liegen auch noch in dem Bereich der 28 nt, die durch die Deletionsanalysen
fur die GvpE-Aktivierung als wichtig eingestuft wurden (siehe auch Abb. 40). Alle weiteren
Mutationen weliter genaufwérts hatten keine Auswirkungen mehr auf die Aktivierbarkeit
durch GvpE. Damit wurde erneut gezeigt, dass das BRE-Element sowie die 20 nt links davon
fur die Aktivierung durch GvpE wichtig waren. Man darf aber nicht vergessen, dass bei der
Analyse der Substitutionsmutanten die Wildtyptransformante vernachl éssigt wurde.

Alle hier durchgefiihrten Mutationen an den drel A-Promotoren geben Hinweise auf die
Wichtigkeit des BRE-Elements fur die GvpE-vermittelte Aktivierung. Es ware méglich, dass
es sich bei der Sequenz strangauf der TATA-Box nicht um die Bindestelle fur das TFB-
Protein handelt, sondern um die GvpE-Bindestelle oder um eine Bindestelle, an der TFB und
GvpE gemeinsam binden konnen. Bei Halobakterien wurde noch nicht gezeigt, an welche
Sequenz die verschiedenen TFB-Proteine binden. Es wurde bis jetzt nur bei Pyrococcus und
Sulfolobus shibatae gezeigt, dass das TFB-Protein an das BRE-Element bindet (Hausner et
a., 1996; Qureshi & Jackson, 1998; Kosa et al., 1997; Bell et al., 1999a; Littlefield et al.,
1999). Auch wurde nur bei Halobakterien noch keine Konsensussequenz fur das BRE-
Element bestimmt. Es konnte aber ein groferer Bereich von 28 nt stromauf der TATA-BoX,
der nicht nur das BRE-Element direkt stromauf der TATA-Box, sondern auch das Palindrom

enthdlt, identifiziert werden, der entscheidend fir die Aktivierung durch GvpE ist. Somit
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konnte es auch sein, dass ein ganzer Komplex aus RNA-Polymerase, Transkriptionsfaktoren
und GvpE zu einer effizienten Transkription fihrt. Da die Halobakterien die einzigen Archaea
neben Pyrococcus horikoshii sind, die mehrere Kopien an unterschiedlichen tfb- und tbp-
Genen besitzen, ware es durchaus denkbar, dass bei ihnen die Transkription etwas anders
ablauft als bel den anderen Archaea. Wenn man davon ausgeht, dass Hal oferax volcanii sechs
verschiedene tfb-Gene besitzt und Halobacterium sp. NRC-1 sieben (Thompson et al., 1999;
Ng et al., 1998), wére es moglich, dass die unterschiedlichen TFBs fir unterschiedliche
Wachstumsphasen oder unterschiedliche Wachstumsbedingungen eingesetzt werden. Ein
ahnlicher Regulationsmechanismus, die Verwendung alternativer o-Faktoren, ist bei
Bakterien sehr gut bekannt. Denkbar wére moglicherweise, dass eines der TFB-Proteine im
Zusammenspiel mit GvpE an das BRE-Element bindet und ein anderes, wenn kein GvpE
vorhanden ist. Man sollte auch noch bedenken, dass Haloferax volcanii der Empféngerstamm
fur alle hier durchgefihrten Transformationsexperimente ist. ES wurden in Hal oferax volcanii
sowohl Promotoren aus Haloferax mediterranei als auch aus Halobacterium salinarum

untersucht.

6) Untersuchungen zur Regulation durch die Salzkonzentration

Es wurden bereits mehrere Salz-regulierte Vorgange bei Halobakterien beschrieben. So ist
neben der Gasvesikelbildung auch die Synthese des Carotinoids Bakterioruberin bei Hf.
mediterranel salzabhangig. Auf 15% salzhaltigem Medium erscheinen die Hf. mediterranei-
Kolonien rot und mit 25% Salz weiss aufgrund des Fehlens von Bakterioruberin (D’ Souza et
a., 1997). Bei dem psychrotrophen Bakterium Arthrobacter agilis, der bei 0% bis 10% (w/v)
NaCl im Medium wachsen kann, konnte ebenfalls festgestellt werden, dass Carotinoide,
welche C-50 Bakterioruberin-Typen sind, in Abhangigkeit von Salz- oder Hitze-Stress
akkumuliert werden (Fong et a., 2001). Bei einer Zunahme an Salz im Medium werden
weniger Pigmente produziert. Mdglicherwel se stabilisieren die Pigmente die Zellmembran bei
geringen Salzkonzentrationen, denn Carotinoide konnen die Fluiditdt der Zellmembran
beeinflussen (Huang & Huang, 1974; Jagannadham et al., 1991). Auch verschiedene
Proteinmuster und unterschiedliche DNA-Restriktionsmuster (im Genom) konnten bel Hf.
mediterranei-Zellen festgestellt werden, die bei verschiedenen Salz-Konzentrationen im
Medium gewachsen waren (Juez et a., 1990; Mojicaet a., 1993; D’ Souzaet al., 1997). Auch
bei Hf. volcanii konnte festgestellt werden, dass verschiedene Regionen im Genom bel
unterschiedlichen Salzkonzentrationen differentiell transkribiert werden (Ferrer et al. 1996).
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Es wurde auch untersucht, ob sich verschiedene Salzkonzentrationen von 15, 20 und 25% im
Medium auf die spezifische 3-Galaktosidase-Aktivitét der Transformanten mcA-bgaH und
mcA-bgaH/mcE® auswirkten. Der pA-Promotor von Hb. salinarum diente als Kontrolle (pA-
bgaH). Bel Salzkonzentrationen von 15 bis 25% wuchsen die Transformanten, wobei die
Transformanten, die bei 25% Salz angezogen wurden, etwas langsamer wuchsen als bei 15
bzw. 20% Salz. Bei den pA-bgaH- und pA-bgaH/pE*-Transformanten, die bei 15% Salz im
Medium gewachsen waren, war keine [3-Galaktosidase-Aktivitét, bei 20 und 25% Salz im
Medium war hingegen in etwa die gleiche spezifische 3-Gal aktosidase-Aktivitét messbar. Der
pA-Promotor zeigte eine Abhéngigkeit der Aktivitdt von der Salzkonzentration, bei welcher
der Promotor bei 20 und 25% Salz aktiv war, bei 15% Salz jedoch keine Aktivitét zeigte.
Dabei scheint die Aktivitdt des Promotors von einer Mindestkonzentration an Salz
abzuhangen, eine Feinregulation zwischen 20 und 25% Salz gibt es nicht. Da das extrem
halophile Archaeon Hb. salinarum optimale Wachstumsbedingungen von 25 bis 30% Salz
hat, 18sst sich erkléren, warum Variationen in der Salzkonzentration von 20 bis 25% keinen
regulatorischen Einfluss auf den pA-Promotor haben.

Auch bei den mcA-bgaH- und mcA-bgaH/mcE®-Transformanten, die bel 15% Salz im
Medium gewachsen waren, war keine [3-Galaktosidase-Aktivitdt messbar. Da der
Wildtypstamm Hf. mediterranei, aus dem der mcA-Promotor stammt, keine Gasvesikel bel
15% Salz im Medium bildet, war dies nicht unerwartet. Bei 20 und 25% Salz im Medium war
hingegen bei den Transformanten mcA-bgaH und mcA-bgaH/mcE®™ spezifische 3-
Galaktosidase-Aktivitét messbar. Die Transformanten mcA-bgaH und mcA-bgaH/mcE*
zeigten bel 25% Salz im Medium im Schnitt eine 3,5-fach hohere Aktivitét als bei 20% Salz
im Medium. Mit Hilfe von Western-Analysen war gezeigt worden, dass mcGvpE in allen
Transformanten unabhangig von der Salzkonzentration gebildet wurde. Damit wurde
ausgeschlossen, dass die fehlende mcA-Promotoraktivitét bei der Transformante mcA-
bgaH/mcE®™, die bel 15% Salz im Medium gewachsen war, nicht auf ein Fehlen des
Aktivators mcGvpE zurilickzufiihren ist. Es konnte aber nicht geklért werden, warum das
mcGVpE-Protein, das bel 15% Salz gebildet wird, nicht in der Lage ist, den mcA-Promotor zu
aktivieren. Es wére denkbar, dass das GvpE-Protein bei niedrigen Salzkonzentrationen nicht
richtig gefaltet ist oder aber andere Faktoren vorhanden sind, die bestimmte Gene
salzabhangig regulieren. Esist hier auf jeden Fall notwendig, zu Uberpriifen, ob GvpE-Protein
im Wildtypstamm Hf. mediterranel bei 15% Salz im Medium gebildet wird. Diese Ergebnisse
zeigten quantitativ, dass die Aktivitét des mcA-Promotors salzabhéngig reguliert wird. Eine

Konzentration von 15% Salz im Medium reichte dabel noch nicht aus, um messbare mcA-
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Promotoraktivitdten zu erhalten. In Medien mit 20% Salz waren mcA-Promotoraktivitéaten
messbar, die sich durch Anzucht bel 25% Salz sogar noch steigern lief3en. Hier war also nicht
nur eine Mindestsalzkonzentration nétig, sondern auch eine Feinregulation des Promotors
durch steigende Salzkonzentration messbar.

Da Hf. mediterranei ein moderat halophiles Archaeon ist, das an Standorten mit variablen
Salzkonzentrationen vorkommt, kénnte sich moglicherweise die Genexpression des mcA-
Promotors kontinuierlich an diese unterschiedlichen Salzkonzentrationen anpassen.

Da das mcGvpE-Protein in den Hf. volcanii-Transformanten in Abhangigkeit vom
Ferredoxin-(fdx)-Promotor gebildet wurde, konnte man auch die Ruckschlisse ziehen, dass
der fdx-Promotor, anders als der pA-Promotor, der auch aus dem extrem halophilen Archaeon
Hb. salinarum stammt, unabhéngig von der Salzkonzentration aktiv ist. Das gebildete
Genprodukt mcGvpE konnte in diesem Fall aber nicht den mcA-Promotor aktivieren. Es ist
unwahrscheinlich, dass bei den pA-bgaH- und mcA-bgaH-Transformanten mit 15%
Salzmedium B-Galaktosidase-Proteine synthetisiert werden, die nicht funktionsfahig sind,
denn es wurde gezeigt, dass die 3-Gal aktosidase-Aktivitét selbst bei 12% Salz noch 75% ihrer
grofBten Aktivitat zeigt (Holmes et al., 1997). Es wére aber noch interessant, die
Salzabhangigkeit des fdx-Promotors direkt mit dem bgaH-Reportergensystem in Hf. volcanii-
Transformanten zu untersuchen. Da der ONPG-Test immer mit der gleichen
Salzkonzentration im Testpuffer durchgefihrt wird, konnen mit dem bgaH-Reportergen
Studien zur salzabhangigen Regulation durchgefiihrt werden, obwohl die bgaH-Aktivitéat
abhangig von der Salzkonzentration ist. (Holmes et al., 1997). Die Veranderung der
Salzkonzentration im Testassay, die durch die Verwendung von Kulturen, die bei
unterschiedlichen Salzkonzentrationen angezogen wurden, zustande kommt, betrégt maximal
1 % und ist daher vernachléssigbar. Da von Halobakterien bekannt ist, dass sie mehrere
Kopien an tfb- und tbp-Genen besitzen, wére es moglich, dass die entsprechenden
verschiedenen Genprodukte unterschiedlich in die Regulation der Transkription eingreifen.
Sie kénnten in Zusammenhang gebracht werden mit wachstums-, salz-, néhrstoff-, licht- oder
auch sauerstoff-abhangiger Transkription. Da der moderat halophile Hf. volcanii sich
beispielsweise mit sechs verschiedenen tfb-Genen von dem extrem halophilen Archaeon
Halobacterium sp. NRC-1 mit sieben verschiedenen tfb-Genen unterscheidet, ware es
maoglich dass die unterschiedlichen TFBs oder TBPs im Zusammenhang mit dem Einfluss der
Salzkonzentration stehen (Thompson et al., 1999; Ng et al., 1998). Bei den durchgefihrten
Untersuchungen sollte man auch nicht vergessen, dass Hb. salinarum und Hf. mediterranei-
Promotoren in einer anderen Spezies, Hf. volcanii, untersucht wurden. Es wére moglich, dass
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TFBs aus einer anderen Spezies oder einer anderen Gattung die Transkription unterschiedlich
regulieren.

Es wére ebenfalls interessant zu untersuchen, ob héhere Salzkonzentrationen etwa im Bereich
25%, 30% und 35% regulatorischen Einfluss auf Promotoren wie z.B. den pA- oder den fdx-
Promotor aus einem extrem halophilen Archaeon haben. Generell kdnnten die Auswirkungen
von verschiedenen Salzkonzentrationen auf mehrere unterschiedliche Promotoren mit dem
bgaH-Reportergensystem untersucht werden. Mit mutierten wie z.B. chimaren Promotoren,

konnte analysiert werden, welcher Promotorabschnitt fir die Salzregulation verantwortlich ist.

7)  Abschlussfazit

Diese Analysen haben sowohl die Mdglichkeiten als auch die Grenzen des bgaH-
Reportergensystems aufgezeigt. Um Promotor-Untersuchungen miteinander vergleichen zu
konnen, sollte bel jeder Kultivierung eine Standardtransformante mit untersucht werden.
Auch hat es sich als besonders wichtig erwiesen, darauf zu achten, dass die Transformanten
immer moglichst in identischer Weise kultiviert werden. Das Animpfen sollte stets mit
exponentiell wachsenden Vorkulturen erfolgen. Fir jeden Promotor muss die spezifische 3-
Galaktosidase-Aktivitéat Uber die gesamte Wachstumskurve bestimmt werden, um die Starke
individuell festzustellen und verschiedene Promotoren dann miteinander vergleichen zu
kénnen. Da es nur moglich war, die Bindestelle auf der Promotorsequenz fur das GvpE sehr
grob festzulegen, mussen weitere Untersuchungen durchgefiihrt werden, bei denen
Bindungsstudien zwischen Proteinen wie z. B. dem TFB, dem GvpE oder der RNA-
Polymerase miteinbezogen werden, um maogliche Protein-Protein-Wechselwirkungen zu
zeigen. Da Halobakterien mehrere tfb- und tbp-Gene besitzen, sollten hier mehrere
Moglichkeiten getestet werden. In-vitro-Analysen mit gvpA-Promotor-DNA und
halobakteriellem Zelllysat oder isoliertem GvpE-Protein sind bisher noch nicht durchgefihrt
worden. Vielleicht kdnnte man so die Protein-Protein- oder auch die DNA-Protein-
Wechselwirkung zeigen. Die hohen Salzkonzentrationen, an welche die Proteine der
Halobakterien angepasst sind, erschweren viele der gangigen in-vitro-Methoden (PloRer &
Pfeifer, 2002; Pl6Rer 2002).
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ABKURZUNGEN

A Adenin

Abb. Abbildung

bgaH Gen fur halobakterielle Betagal atosidase
bp Basenpaare

BSA Rinderserumalbumin

C Cytosin; Carboxy-

Dig Digoxygenin

DNA Desoxyribonukleinsaure

DNase Desoxyribonuklease

dNTP Desoxyribonukleotidtriphosphat
EDTA Ethylendiamintetraessigsaure

fdx Gen fur halobakterielles Ferredoxin
G Guanin

gvpX Gen X aus der vac-Region, gas vesicle protein
GvpX Protein, Genprodukt von gvpX

h Stunde(n)

Hb. Halobacterium

Hf. Hal oferax

kb Kilobasen

kDa Kilodalton

M Molar

min Minute(n)

MRNA Boten-Ribonukleinsaure

N- Amino...

nt Nukleotid(e)

ONPG ortho-nitro-phenylgalaktosid

PCR Polymerasekettenreaktion

PEG Polyethylenglykol

RNA Ribonukleinsaure

rRNA ribosomale Ribonukleinsdure

SDS Natriumdodecylsulfat

Sec Sekunde(n)

T Thymin

Tris Tris(hydroxymethyl-)aminomethan
U Units oder Uracil

Upm Umdrehungen pro Minute

Vac Gasvesikelphanotyp

viv Volumen pro Volumen

viw Volumen pro Gewicht

X-Gal 5-bromo-4-chlorindolyl-p-D-galaktosid

ZT Zimmertemperatur
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