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Bei pLgfp
ex (L-GFP)-Transformanten fluoreszierte die gesamte Zelle (Abb. 14A links). Eine 

verteilte Fluoreszenz wurde auch in den wenigen Vac negativen Zellen von p-vac +pLgfp
ex-

Transformanten beobachtet (Abb. 14A Mitte). In den Vac positiven Zellen dieser 

Transformante war das Fluoreszenzsignal nur sehr schwach und ebenfalls in der Zelle verteilt 

(Abb. 14A rechts).  

Bei pHgfp
ex (H-GFP)-Transformanten war das Fluoreszenzsignal auf die gesamte Zelle verteilt 

(Abb. 14B links). Entgegen den Erwartungen waren ca. 96% der Zellen der p-vac +pHgfp
ex-

Transformante Vac positiv, im Gegensatz zur p-vac +pHex-Transformante, wo ca. 80-90% der 

Zellen einen Vac negativen Phänotyp haben (Abschnitt 4.1.1). Die C-terminale Fusion von 

GvpH mit GFP scheint also den negativen Effekt großer Mengen von GvpH zu kompensieren. 

Bei den Zellen ohne Gasvesikel waren bei der p-vac +pHgfp
ex-Transformante intrazellulär 

fluoreszierende Punkte erkennbar, was eine Aggregation von GvpHGFP impliziert, obwohl 

GvpH ein lösliches Protein ist (Abb. 14B Mitte). In Vac positiven Zellen dieser Transformante 

war das Fluoreszenzsignal dagegen verteilt (Abb. 14B rechts). Eine Erklärung für die 

fluoreszierenden Punkte in den Vac-negativen Zellen von p-vac +pHgfp
ex könnte eine 

Interaktion von GvpHGFP mit anderen aggregierenden Gasvesikelproteinen sein, die durch 

Expression der p-vac Region produziert werden. Diese Aggregation von GvpH mit anderen 

Gasvesikelproteinen könnte der Grund sein, dass in diesen Zellen keine Gasvesikel gebildet 

werden. Es wäre möglich, dass das C-terminale Ende von GvpH bei dieser Interaktion eine 

Rolle spielt, weshalb p-vac +pHgfp
ex-Transformanten einen Vac positiven und p-vac +pHex-

Transformanten einen Vac negativen Phänotyp aufweisen. Bei p-vac +pHgfp
ex- und p-vac 

+pLgfp
ex-Zellen mit Gasvesikeln war eine Lokalisierung des Fluoreszenzsignals am Gasvesikel 

nicht möglich, da hierfür keine ausreichend hohe Auflösung erzielt werden konnte. 

Bei der Expression von pMgfp
ex (M-GFP) waren fluoreszierende Punkte in den Zellen zu 

beobachten, was auf eine Aggregation von MGFP in der Zelle hindeutet (Abb. 14C links). Die p-

vac +pMgfp
ex-Transformanten waren Vac negativ und wiesen fluoreszierende Punkte in den 

Zellen auf, ähnlich wie bei der pMgfp
ex-Transformante (Abb. 14C rechts). Diese waren, im 

Vergleich zu p-vac +pHgfp
ex, jedoch kleiner. Die anscheinend hohe Tendenz von GvpM zur 

Aggregation wurde durch dieses Ergebnis nochmals bestätigt.  Ebenfalls analysiert wurde die 

Fähigkeit von GvpMGFP, pvac∆M-Transformanten zu komplementieren (p-vac∆M enthält alle 

Gasvesikelgene mit Ausnahme von gvpM; Offner et al., 2000). Die pvac∆M +pMgfp
ex-

Transformanten waren Vac negativ (Daten nicht gezeigt). Dagegen sind pvac∆M +pMex-

Transformanten Vac positiv (Offner et al., 2000). Durch die Fusion mit GFP ist GvpM also 

nicht mehr in der Lage pvac∆M-Transformanten zu komplementieren. 
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4.4.1.4.4.1.4.4.1.4.4.1. In vivoIn vivoIn vivoIn vivo    Analysen mit Analysen mit Analysen mit Analysen mit pXMpXMpXMpXMgfpgfpgfpgfp
exexexex    ----    und pXund pXund pXund pXgfpgfpgfpgfpMMMMexexexex----TransformantenTransformantenTransformantenTransformanten    

Bei in vivo Analysen mit pMgfp
ex- und p-vac +pMgfp

ex-Transformanten wurde eine starke 

Aggregation von GvpM beobachtet (siehe Abschnitt 4.4). Diese Tendenz zur Aggregation 

könnte eine mögliche Erklärung für die inhibierte Gasvesikelbildung in p-vac +pMex-

Transformanten sein (s. Abschnitt 4.1). Weiterhin konnte gezeigt werden, dass durch die 

Proteine GvpJ, GvpH und GvpL der negative Effekt großer GvpM-Mengen auf die Gasvesikel-

bildung kompensiert wird, wenn diese in vergleichbar großer Menge produziert werden (s. 

Abschnitt 4.2). Möglicherweise sorgen GvpJ, GvpH und GvpL für eine Auflösung der GvpM-

Aggregate, so dass monomerisches GvpM wieder zur Gasvesikelbildung genutzt werden kann. 

Am Beispiel von GvpH und GvpL sollte diese Hypothese überprüft werden, indem pHMex 

sowie pLMex-Transformanten in vivo mit GFP, als pXMgfp
ex-Konstrukte, analysiert wurden. 

Zur Herstellung der benötigten Konstrukte wurde der gvpM-Leserahmen aus den pHMex-bzw. 

pLMex-Konstrukten mittels der Restriktionsendonukleasen NcoI und Acc651 ausgeschnitten 

und der gvpMgfp-Leserahmen über dieselben Schnittstellen eingefügt. Zuvor wurde über 

Mutagenese-PCR eine Deletion der NcoI-Schnittstelle im gfp-Leserahmen des pMgfp-pBSK+-

Konstrukts vorgenommen. Zum Vergleich wurde auch ein pXgfpM
ex-Konstrukt hergestellt 

(X=H oder L). Hierfür wurde der gvpH-Leserahmen aus dem pHMex-Konstrukt über Hydrolyse 

mit PstI und NcoI ausgeschnitten und der pHgfp-  bzw. der pLgfp -Leserahmen über diese 

Schnittstellen inseriert. 

Die resultierenden pXMgfp
ex- (X=H oder L) und pXgfpM

ex- (X=H oder L) Konstrukte wurden in 

Hfx. volcanii in An- und Abwesenheit der p-vac-Region transformiert. Die p-vac +pXMgfp
ex- 

und p-vac +pXgfpM
ex-Transformanten wurden hinsichtlich ihrer Gasvesikelbildung untersucht. 

Dabei waren alle Transformanten Vac positiv (Daten nicht gezeigt). Die Fusion von GvpM mit 

GFP im pJAS35-Konstrukt scheint sich also nicht auf den Gasvesikelphänotyp der einzelnen 

Transformanten auszuwirken. Die fluoreszenzmikroskopische Untersuchung erfolgte aller-

dings nur mit den pXMgfp
ex- bzw. den pXgfpM

ex-Transformanten, da bei diesen meistens ein 

stärkeres Fluoreszenzsignal als in Anwesenheit der p-vac Region detektiert werden konnte. 

Um mögliche Unterschiede in der Fluoreszenzintensität zu detektieren, wurden Zellysate der  

pXMgfp
ex- bzw. der pXgfpM

ex-Transformanten zunächst im Phosphor Imager vermessen, um so 

die Fluoreszenzintensität zu quantifizieren. Hierfür wurden Zellen aus der exponentiellen 

Wachstumsphase auf eine OD600 von 1,4 eingestellt. Die Zelllyse erfolgte durch Inkubation in 

TED-Puffer für 1h. Als Kontrolle wurde das Zellysat der pMgfp
ex-Transformante sowie von 

pHgfp
ex bzw. pLgfp

ex verwendet. Je 1 ml der Zelllysate wurde in Mikrotiterplatten im Phosphor 

Imager vermessen und die Fluoreszenzemission mit dem Programm Image Gauge 4.23 

(FujiFilm) visualisiert. Als Referenzwert wurde TE-Puffer verwendet. Die Fluoreszenz-



 

 

anregung erfolgte bei einer Wellenlänge von 473 nm. Zur Auswertung der Signale wurde 

ebenfalls die Software Image Gauge 4.23 verwendet. Über die Pixelintensität der jeweiligen 

Probe wird die Fluoreszenzintensität b

(LAU/mm2) angegeben. Es wurden jeweils 3 Me

den Messungen gebildeten Mittelwerte, sowie die dazugehörigen Standardabweichungen 

angegeben. 

 

 

Abb. Abb. Abb. Abb. 15151515: : : : Quantifizierung der    GFP
Fluoreszenz ist in "light absorbing units pro
(gebildet aus 3 Messungen von 3 verschiedenen Klonen) und die dazugehörige Standardabweichung. 

 

Bei beiden pXMgfp
ex-Transformanten wurden im Vergleich zur Kontrolle pM

Fluoreszenzstärken gemessen (Abb. 15

Expression von GvpH oder GvpL die Fluoreszenzstärke von GvpM

Die pLgfpM
ex-Transformante zeigte dagegen eine deutlich höhere Fluoreszenzintensität

Kontrolle pLgfp
ex (Abb. 15B), die pH

Fluoreszenzintensität als pH

GvpHGFP und GvpM bzw. 

jeweiligen Fusionsproteins beeinflusst wird

Die genaue Analyse und Detektion möglicher Proteinaggregationen erfolgte über 

fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen der Transformanten

 

 

anregung erfolgte bei einer Wellenlänge von 473 nm. Zur Auswertung der Signale wurde 

ebenfalls die Software Image Gauge 4.23 verwendet. Über die Pixelintensität der jeweiligen 

Probe wird die Fluoreszenzintensität berechnet und in light absorbing units pro mm

) angegeben. Es wurden jeweils 3 Messungen durchgeführt. In Abb. 15

den Messungen gebildeten Mittelwerte, sowie die dazugehörigen Standardabweichungen 

GFP-Fluoreszenzstärke in pXMGFP (A)(A)(A)(A)- und pXGFPM (B(B(B(B
st in "light absorbing units pro mm2" (LAU/mm2) angegeben. Dargestellt sind die Mittelwerte 

(gebildet aus 3 Messungen von 3 verschiedenen Klonen) und die dazugehörige Standardabweichung. 

Transformanten wurden im Vergleich zur Kontrolle pM

reszenzstärken gemessen (Abb. 15A). Dies deutet darauf hin, dass durch die zusätz

oder GvpL die Fluoreszenzstärke von GvpMGFP nicht beeinflusst wird. 

Transformante zeigte dagegen eine deutlich höhere Fluoreszenzintensität

B), die pHgfpM
ex-Transformante dagegen eine deutlich niedrigere 

Fluoreszenzintensität als pHgfp
ex (Abb. 15C). Beides deutet auf eine Interaktion zwischen 

und GvpM bzw. GvpLGFP und GvpM hin, wodurch die Fluoreszenzstärke des 

eins beeinflusst wird.  

Die genaue Analyse und Detektion möglicher Proteinaggregationen erfolgte über 

fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen der Transformanten (Abb. 16).  
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Abb. Abb. Abb. Abb. 16161616: : : : Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen von 
repräsentativer Ausschnitt der Überlagerung
jeweilige pXMgfp

ex-Transformante (XM
Rechts gezeigt ist die jeweilige pX
pLgfp

ex (LGFP)-Transformante zu sehen. 

 

Die fluoreszenzmikroskopischen 

gleichzeitiger Produktion von GvpH

sind. Die gesamte Zelle fluoresziert, jedoch war das Fluoreszenzsignal 

(Abb. 16A oben). Dies deutet darauf hin

GvpH die Entstehung von GvpM

mit der pHGFPM
ex-Transformante konnte dieses Ergebnis bestätigten

Fluoreszenzsignal ebenfalls in der Zelle verteilt, aber insgesamt sehr 

zu pHgfp
ex-Transformanten, bei denen

Die verringerte Fluoreszenzstärke deutet a

wenigen pHgfpM
ex-Zellen waren fluoreszierende Punkte zu sehen. Hierbei könnte es sich um 

GvpM-Aggregate handeln, an denen GvpH

Fusion mit GFP die Entstehung von GvpM

Die Zellen der pLMgfp
ex-Transformante zeigten im gleichem

bei der Expression von pM

Anwesenheit von GvpL also nicht aufgelöst zu werden und 

zwischen GvpL und GvpMGFP

ebenfalls fluoreszierende Punkte, was im Gegensatz

hier das Fluoreszenzsignal auf die gesamte Zelle ve

miteinander zu interagieren, was auch schon durch 

Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen von Hfx. volcanii-Transformanten. Zu 
Überlagerung von Fluoreszenz- und Durchlichtaufnahme. 

Transformante (XMGFP). Als Vergleich ist links die pMgfp
ex-Transformante (M

eigt ist die jeweilige pXgfpMex-Transformante (XGFPM). Als Vergleich ist links die pH
Transformante zu sehen. Die weißen Pfeile deuten auf fluoreszierende Punkte in pH

roskopischen Analyse der pHMgfp
ex- Transformante zeigte, dass bei 

ichzeitiger Produktion von GvpH keine fluoreszierenden Punkte in den Zell

fluoresziert, jedoch war das Fluoreszenzsignal insgesamt sehr sc

s deutet darauf hin, dass durch die Anwesenheit größerer Mengen an

vpH die Entstehung von GvpMGFP-Aggregaten verhindert wird. Die verg

Transformante konnte dieses Ergebnis bestätigten (Abb.

ignal ebenfalls in der Zelle verteilt, aber insgesamt sehr schwach, im Gegensatz 

Transformanten, bei denen ein starkes Fluoreszenzsignal detektiert werden konnte. 

Die verringerte Fluoreszenzstärke deutet auf eine Interaktion von GvpH

Zellen waren fluoreszierende Punkte zu sehen. Hierbei könnte es sich um 

egate handeln, an denen GvpHGFP bindet. Möglicherweise kann GvpH durch die 

Entstehung von GvpM-Aggregaten weniger effektiv verhindern. 

ransformante zeigten im gleichem Maße fluoreszierende Punkte, wie 

pMgfp
ex (Abb. 16A unten). Die MGFP-Aggregate scheinen durch die 

Anwesenheit von GvpL also nicht aufgelöst zu werden und es schein

GFP stattzufinden. Jedoch zeigten Zellen mit Expression von 

zierende Punkte, was im Gegensatz zur Expression von 

hier das Fluoreszenzsignal auf die gesamte Zelle verteilt. GvpLGFP und GvpM scheinen also 

miteinander zu interagieren, was auch schon durch in vitro Interaktionsstudien mit 
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. Zu sehen ist jeweils ein 
und Durchlichtaufnahme. (A)(A)(A)(A) Rechts gezeigt ist die 

Transformante (MGFP) gezeigt. (B)(B)(B)(B) 
s Vergleich ist links die pHgfp

ex (HGFP)- bzw. die 
fluoreszierende Punkte in pHgfpMex-Zellen. 

Transformante zeigte, dass bei 

keine fluoreszierenden Punkte in den Zellen vorhanden 

insgesamt sehr schwach 

, dass durch die Anwesenheit größerer Mengen an 

. Die vergleichende Analyse 

(Abb. 16B). Hier war das 

schwach, im Gegensatz 

ein starkes Fluoreszenzsignal detektiert werden konnte. 

uf eine Interaktion von GvpHGFP mit GvpM hin. In 

Zellen waren fluoreszierende Punkte zu sehen. Hierbei könnte es sich um 

bindet. Möglicherweise kann GvpH durch die 

verhindern.  

Maße fluoreszierende Punkte, wie 

Aggregate scheinen durch die 

es scheint keine Interaktion 

. Jedoch zeigten Zellen mit Expression von pLgfpM
ex 

zur Expression von pLgfp
ex steht, da sich  

und GvpM scheinen also  

Interaktionsstudien mit 
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immobilisiertem GvpLHis mit einem GvpM-Zelllysat nachgewiesen werden konnte (s. Abschnitt 

4.3). Allerdings scheinen bei dieser Interaktion die GvpM-Aggregate nicht aufgelöst zu 

werden.  
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4.5.4.5.4.5.4.5. Mutagenesestudien mit GvpMMutagenesestudien mit GvpMMutagenesestudien mit GvpMMutagenesestudien mit GvpM    

Das 9 kDa große GvpM ist ein essentielles Protein bei der Gasvesikelbildung in Hbt. salinarum 

PHH1 (Offner et al., 2000). Es wird in geringen Mengen, während der exponentiellen 

Wachstumsphase gebildet, was vermuten lässt, dass es bei der Initation der Gasvesikelbildung 

eine Rolle spielt. Die bisher in dieser Arbeit vorgestellten Ergebnisse zeigen außerdem, dass 

große Mengen von GvpM zu einer starken Reduktion bzw. Inhibition der Gasvesikelbildung in 

p-vac-Transformanten führt (s. Abschnitt 4.1). Weiterhin wurde durch in vivo Analysen mit 

Gvp-GFP Fusionsproteinen bei GvpM eine starke Tendenz zur Aggregation festgestellt (s. 

Abschnitt 4.3). GvpM und GvpA, das Hauptstrukturprotein der Gasvesikelhülle, weisen 

Ähnlichkeiten in ihrer Aminosäuresequenz auf. Zusammen mit GvpJ gehören sie zur GvpAJM-

Gruppe homologer Gasvesikelproteine. Dabei ist die Sequenzähnlichkeit von GvpJ zu GvpA 

und GvpM aber größer als zwischen GvpM und GvpA. Es wird vermutet, dass es sich bei 

GvpM und auch GvpJ um weitere Gasvesikelstrukturproteine handelt, was bisher jedoch nicht 

eindeutig bestätigt werden konnte. Nach dem für GvpA ermittelten Strukturmodell bildet das 

Protein zwei α-Helices, welche getrennt durch zwei antiparallel angeordnete β-Faltblätter 

vorliegen (Strunk et al., 2011). Die erste α-Helix wird nach diesem Modell von den 

Aminosäuren 9-19 gebildet und die zweite α-Helix von den Aminosäuren 48-67. Die 

dazwischen liegenden β-Faltblätter werden zum einen von den Aminosäuren 23-31 und zum 

anderen von den Aminosäuren 35-43 gebildet (Abb. 17 nach Strunk et al., 2011). Für GvpM 

existiert bisher kein solches Strukturmodell, jedoch postulieren bioinformatisch ermittelte 

Sekundär-Strukturvorhersagen drei α-Helices, welche von den Aminosäuren 10-19, 41-56 und 

63-73 gebildet werden (Abb. 17). Zwischen α-Helix I und α-Helix II werden β-

Faltblattstrukturen vorausgesagt. 

 

 

Abb. Abb. Abb. Abb. 17171717::::        Aminosäurealignment von pGvpA, pGvpJ und pGvpM und Vorhersagen über α-helicale- und β-Faltblatt-
Bereiche bei pGvpA und pGvpM. Gelb markiert sind konservierte Aminosäuren in allen drei Sequenzen, grün 
markiert sind Aminosäuren mit ähnlichen biochemischen Eigenschaften. Oben gezeigt ist ein Modell, welches die 
Sekundärstruktur für GvpA aufzeigt (nach Strunk et al., 2011). Unten gezeigt ist ein Modell, welches die 
Sekundärstruktur für GvpM voraussagt (bioinformatisch ermittelt durch PSIPRED). H=α-Helix; E=β-Faltblatt    
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Im Folgenden sollten die Auswirkungen von Substitutionsmutanten und einer 

Deletionsmutante am akzessorischen Gasvesikelprotein GvpM auf die Bildung von Gasvesikeln 

untersucht werden. Dadurch sollten die funktionellen Bereiche des GvpM identifiziert werden. 

Außerdem könnte es möglich sein, Rückschlüsse über die Funktion des GvpM bei der 

Gasvesikelbildung zu ziehen.  

In einer früheren Arbeit wurden bereits einige GvpM-Mutanten hergestellt und in pvac∆M 

+pMMut-Transformanten untersucht (Bachelorarbeit Kerstin Winter, 2012). Dabei wurden 

gezielt Aminosäuren im Bereich der vorausgesagten α-Helix I, der α-Helix II sowie im Bereich 

zwischen α-Helix I und β-Faltblatt I substituiert. Hierbei wurden vor allem Aminosäuren 

gewählt, die im Vergleich zur GvpA-Sequenz konserviert sind, sowie Aminosäuren, die an der 

gleichen Position sitzen wie Aminosäuren in der GvpA-Sequenz und bei denen sich bei einer 

Substitution in GvpA ein starker Effekt auf die Gasvesikelbildung in entsprechenden 

Transformanten gezeigt hat.  Außerdem wurden im N-terminalen Bereich des GvpM 10 bzw. 

20 Aminosäuren und im C-terminalen Bereich 10 Aminosäuren deletiert. 

Die Analysen zeigten, dass der N-terminale Bereich des GvpM wichtig für dessen Funktion ist. 

Die Deletion von 10 bzw. 20 Aminosäuren am N-Terminus führte zu Vac negativen 

Transformanten, während Transformanten mit einer Deletion von 10 Aminosäuren am C-

Terminus des GvpM einen Vac positiven Phänotyp zeigten. Weiterhin inhibierte der Austausch 

einer hydrophoben Aminosäure zu einer geladenen Aminosäure an den Positionen 15 und 19, 

also in der vorhergesagten α-Helix I, die Gasvesikelbildung in entsprechenden 

Transformanten. Muationen im Bereich der α-Helix II führten zu Transformanten mit stark 

reduzierter Gasvesikelbildung. Bei allen weiteren getesteten Mutationen zeigte sich kein 

Effekt auf die Gasvesikelbildung in entsprechenden Transformanten. Alle Mutationen hatten 

keine Veränderungen der Gasvesikelmorphologie zur Folge, was darauf hindeutet, dass GvpM 

nicht an der Formgebung der Gasvesikel beteiligt ist (Bachelorarbeit Winter, 2012).  

In dieser Arbeit wurden weitere Mutationen im Bereich der α-Helix II (A48D, Y56A), dem β-

Faltblatt I (A23D, V24D), in den dazwischen liegenden Bereichen (R20A/D21A, R20D/D21R, 

G22D, I36M) sowie am N-Terminus des Proteins (∆5N) hergestellt und ihr Einfluss auf die 

Gasvesikelbildung in pvac∆M +pMMut-Transformanten untersucht (Abb. 18). 
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Abb. 18Abb. 18Abb. 18Abb. 18: : : : Muationen im GvpM, die in dieser Arbeit untersucht wurden. Oben gezeigt ist die GvpM-Sequenz mit den 
farbig markierten Mutationen. blau= Deletion ∆5N; rot= Mutationen im β-Faltblatt I; violett= Mutationen zwischen 
α-Helix I und β-Faltblatt I bzw. zwischen β-Faltblatt II und III; grün= Mutationen in der α-Helix II. Unten gezeigt ist 

das Modell, welches die Sekundärstruktur für GvpM vorraussagt (bioinformatisch ermittelt durch PSIPRED). H=α-
Helix; E=β-Faltblatt 

 

4.5.1.4.5.1.4.5.1.4.5.1. Einführen von Mutationen in den Einführen von Mutationen in den Einführen von Mutationen in den Einführen von Mutationen in den gvpMgvpMgvpMgvpM----Leserahmen über ortsspezifische Leserahmen über ortsspezifische Leserahmen über ortsspezifische Leserahmen über ortsspezifische 
MutageneseMutageneseMutageneseMutagenese----PCRPCRPCRPCR    

Die verschiedenen GvpM-Mutanten wurden über ortsspezifische Mutagenese hergestellt, 

wobei in der DNA-Sequenz gezielt einzelne Aminosäuren substituiert bzw. im Fall von ∆5N 

vier Aminosäuren deletiert wurden. Die hierfür verwendeten synthetischen Oligonukleotide 

sind in Tabelle 1 aufgeführt. Als Matrize diente ein zuvor hergestelltes pM-WT-Konstrukt, 

welches über die Restriktionserkennungssequenzen PstI und Acc651 inseriert in pBSK+ 

vorlag. Die so hergestellten Plasmide wurden alle durch DNA-Sequenzanalysen auf ihre 

Richtigkeit überprüft (Daten nicht gezeigt). Anschließend erfolgte die Klonierung der 

mutierten Sequenz in den halobakteriellen Expressionsvektor pJAS35 über PstI und Acc651.  

Zur Analyse der Auswirkungen der einzelnen Mutationen in GvpM auf die Gasvesikelbildung 

wurde Hfx. volcanii WR340 mit dem pMMut
ex-Konstrukt und dem pvac∆M-pWL102-Konstrukt 

transformiert (Offner et al., 2000). Als Negativkontrollen dienten sowohl untransformierte 

Hfx. volcanii-Zellen als auch Zellen, welche ausschließlich das pvac∆M-Konstrukt enthielten. 

Als Positivkontrolle wurde die Transformante pvac∆M +pMWT
ex verwendet.  

Für den Nachweis der Plasmide und der Expression der gewünschten Gene wurden für 

Southern- bzw. Western-Analysen in der spät-exponentiellen Wachstumsphase Proben  ent-

nommen. Die Plasmide der Transformanten wurden isoliert, mit PstI und Acc651 hydrolisiert 

und über eine Southern-Analyse mittels einer gvpM-spezifischen DIG-DNA-Sonde kontrolliert 

(Abb. 19).  



 

 

Abb. Abb. Abb. Abb. 19191919::::        Southern-Analyse zur Detektion 
jeweils 500 ng Plasmid-DNA mit 
aufgetrennt und auf eine Nylonmembran tr
gvpM gerichtete DIG-DNA-Sonde. D
WT=Wildtyp-gvpM 

 

Bei allen pvac∆M +pMMut
ex

bp nachgewiesen werden, ebenso bei der Positivkontrolle pvac

beiden Negativkontrollen wurde dieses Fragment wie erwartet nicht detektiert. Die Signale 

bei 10 kbp  und 6 kbp sind auf eine unspezifische Bindung der Sonde zurückzuführen.

Über Western-Analysen so

Transformanten überprüft werden. Hierfür wurden Zelllysate aus je 50 ml Zellen aus der spät

exponentiellen Wachstumsphase hergestellt. Zu

spezifisches Antiserum verwendet

 

Abb. Abb. Abb. Abb. 20202020: : : : Western-Analyse zum Nachweis des GvpM
Jeweils 20 µg Gesamtprotein wurden über SDS
Anschließend erfolgte die Inkubation mit dem 
Fluoreszenzfarbstoff IRDye 800 CE gekopp
weiß invertiert. Links anzeigt sind die Proteingrößen in kDa.
Zellen; WT=Wildtyp-GvpM 

 

Analyse zur Detektion des gvpM-Fragments in pvac∆M +pMMut
ex-Transformanten

DNA mit PstI und Acc651 hydrolysiert, die Fragmente über ein 1%iges Agarosegel 
aufgetrennt und auf eine Nylonmembran transferiert. Die Detektion des gvpM-Fragment

Sonde. Der Film wurde 60 min exponiert. Hfx=untransformierte 

ex-Transformanten konnte das gvpM-Fragment in der Größe von 265

bp nachgewiesen werden, ebenso bei der Positivkontrolle pvac∆M +pM

beiden Negativkontrollen wurde dieses Fragment wie erwartet nicht detektiert. Die Signale 

und 6 kbp sind auf eine unspezifische Bindung der Sonde zurückzuführen.

Analysen sollte die Produktion des GvpMMut in den entsprechenden 

Transformanten überprüft werden. Hierfür wurden Zelllysate aus je 50 ml Zellen aus der spät

exponentiellen Wachstumsphase hergestellt. Zur Detektion von GvpM wurde ein 

spezifisches Antiserum verwendet (Abb. 20).  

Analyse zum Nachweis des GvpM-Proteins in Hfx. volcanii pvac∆M +
Jeweils 20 µg Gesamtprotein wurden über SDS-PAGE aufgetrennt und auf eine PVDF

rfolgte die Inkubation mit dem GvpM-Antiserum. Zur Detektion wurde ein mit dem 
nzfarbstoff IRDye 800 CE gekoppelter sekundärer Antikörper verwendet. Die Blots wurden nach schwarz

weiß invertiert. Links anzeigt sind die Proteingrößen in kDa. Hfx=Zelllysat von untransformierten 
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Transformanten. Es wurden 
651 hydrolysiert, die Fragmente über ein 1%iges Agarosegel 

Fragments erfolgte über eine gegen 
Hfx=untransformierte Hfx. volcanii-Zellen; 

Fragment in der Größe von 265 

pMWT
ex (Abb. 19). Bei 

beiden Negativkontrollen wurde dieses Fragment wie erwartet nicht detektiert. Die Signale 

und 6 kbp sind auf eine unspezifische Bindung der Sonde zurückzuführen. 

in den entsprechenden 

Transformanten überprüft werden. Hierfür wurden Zelllysate aus je 50 ml Zellen aus der spät-

r Detektion von GvpM wurde ein GvpM-

 

∆M +pMMut
ex-Transformanten. 

PAGE aufgetrennt und auf eine PVDF-Membran transferiert. 
ur Detektion wurde ein mit dem 

elter sekundärer Antikörper verwendet. Die Blots wurden nach schwarz-
Hfx=Zelllysat von untransformierten Hfx. volcanii-
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Bei allen pvac∆M +pMMut
ex-Transformanten und der Positivkontrolle konnte das GvpM-

Monomer (9 kDa) detektiert werden sowie eine zweite Bande in Höhe von ca. 20 kDa (Abb. 

20). Hierbei könnte es sich um das GvpM-Dimer handeln. In den beiden Negativkontrollen 

wurde wie erwartet keine GvpM-Bande detektiert. Durch die Western-Analyse konnte 

bestätigt werden, dass die verschiedenen Mutationen im GvpM keinen Einfluss auf die 

Produktion oder die Stabilität des Proteins haben.  

 

4.5.2.4.5.2.4.5.2.4.5.2. Analyse deAnalyse deAnalyse deAnalyse der Gasvesikelbildung in pvacr Gasvesikelbildung in pvacr Gasvesikelbildung in pvacr Gasvesikelbildung in pvac∆M +∆M +∆M +∆M +pMpMpMpMMutMutMutMut
exexexex----TransformantenTransformantenTransformantenTransformanten    

Um den Einfluss der GvpM-Mutationen auf die Gasvesikelbildung in Hfx. volcanii-

Transformanten zu ermitteln wurde zunächst der Phänotyp von Kolonien bestimmt. 

Anschließend wurden die Zellen im Phasenkontrastmikroskop (PKM) sowie durch 

Transmissionselektronenmikroskopie (TEM) untersucht (Abb. 21). In Flüssigkultur 

gewachsene Transformanten, die auch für die Untersuchung des Wachstumsverhaltens 

verwendet wurden (s. Abschnitt 4.5.1), wurden auf Nährböden ausgestrichen und bei 42°C in 

feuchter Atmosphäre für 3-5 Tage inkubiert. Anschließend wurden die Nährböden bei 

Zimmertemperatur gelagert. Nach ca. 2 Wochen waren erste rosafarbene, gasvesikelbildene 

Kolonien erkennbar. Die finale Auswertung erfolgte aber erst nach vier Wochen Inkubation, 

um das Ergebnis  bei Vac negativen Transformanten abzusichern (Abb. 21).  

 

 

 

 



 

 

Abb.Abb.Abb.Abb.    21212121: : : : Einfluss von Mutationen im 
gezeigt sind Kolonien, welche 4 
phasenkontrastmikroskopische Aufnahmen der Zellen und unten repäsentative TEM
Negativkontrolle ist die pvac∆M
Maßstabsbalken in den TEM-Aufnahmen entspricht 1 µm.

 

Die Zellen der Negativkontrolle pvac

Fehlen von Gasvesikeln schließen lässt. Auch bei der mikroskopischen Analyse 

und TEM konnten keine Gasvesikel in den Z

Zellen der Positivkontrolle pvac

und im TEM konnten Zellen mit Ga

30-50 Gasvesikel pro Zelle, mit ähnlichen Größen und Formen wie beim Wildtyp von 

salinarum PHH1 gezeigt werden konn

Transformanten mit den Mutationen

bildeten weißlich-rosa Kolonien

Einfluss von Mutationen im GvpM auf die Gasvesikelbildung in  Hfx. volcanii
gezeigt sind Kolonien, welche 4 Wochen auf Nährböden gewachsen sind, in der Mitte 
phasenkontrastmikroskopische Aufnahmen der Zellen und unten repäsentative TEM-Aufnahmen der Zellen. Als 

∆M- und als Positivkontrolle die pvac∆M +pMWT
ex-Transformante gezeigt. 

Aufnahmen entspricht 1 µm. 

Die Zellen der Negativkontrolle pvac∆M waren wie erwartet rot und transparent, was

von Gasvesikeln schließen lässt. Auch bei der mikroskopischen Analyse 

und TEM konnten keine Gasvesikel in den Zellen detektiert werden (Abb. 21

Zellen der Positivkontrolle pvac∆M +pMWT
ex hatten einen Vac positiven 

und im TEM konnten Zellen mit Gasvesikeln detektiert werden. Vac positive 

50 Gasvesikel pro Zelle, mit ähnlichen Größen und Formen wie beim Wildtyp von 

PHH1 gezeigt werden konnte (bis zu 0,5 µm lang). Die

mit den Mutationen I36M-, Y56A-, R20A/D21A- oder 

rosa Kolonien, vergleichbar mit denen der Positivkontrolle
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Hfx. volcanii -Transformanten. Oben 
gewachsen sind, in der Mitte 

Aufnahmen der Zellen. Als 
Transformante gezeigt. Der 

M waren wie erwartet rot und transparent, was auf das 

von Gasvesikeln schließen lässt. Auch bei der mikroskopischen Analyse  mittels PKM 

ellen detektiert werden (Abb. 21 links oben). 

positiven Phänotyp, im PKM 

positive Zellen enthielten 

50 Gasvesikel pro Zelle, mit ähnlichen Größen und Formen wie beim Wildtyp von Hbt. 

te (bis zu 0,5 µm lang). Die p-vac∆M +pMMut
ex-

 R20D/D21R in GvpM 

, vergleichbar mit denen der Positivkontrolle (Abb. 21). Die 
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mikroskopische Analyse dieser Mutanten zeigte bei allen 80-90% gasvesikulierte Zellen, die in 

Form und Größe mit denen in der Positivkontrolle vergleichbar waren. Die jeweilige 

Substitution der Aminosäuren an dieser Position hat keine Auswirkung auf die 

Gasvesikelbildung. Die Transformanten mit den GvpM-Mutationen A23D, A48D, G22D, V24D 

und ∆5N waren dagegen Vac negativ. Bei den Substitutionsmutanten wurden bei der 

mikroskopischen Analyse ausschließlich Zellen ohne Gasvesikel detektiert. Die Substitution 

der hydrophoben Aminosäuren zum negativ geladenen Aspartat an diesen Positionen, führt 

also zum Funktionsverlust von GvpM. Dagegen waren bei der ∆5N-Mutante einige Zellen mit 

Gasvesikeln vorhanden. Die TEM-Analyse zeigte aber, dass diese Vac positiven Zellen nur ca. 

2-3 Gasvesikel pro Zelle enthielten, welche bis zu 1,5 µm lang waren (Abb. 21). In Tabelle 4 

sind die Ergebnisse der Analyse zur Gasvesikelbildung in pvac∆M +pMMut
ex-Transformanten 

nochmals zusammengefasst. 

 

TabTabTabTabelleelleelleelle    4444: : : : Einfluss der verschiedenen Mutationen von GvpM auf die Gasvesikelbildung    

GvpM-Mutante  Sequenzbereich der Mutation*  Gasvesikelbildung (Phänotyp, PKM, TEM) 

M-WT           -    Vac positiv, mit GV gefüllt, ca. 0,5 µm lang 

I36M   zwischen β-Faltblatt I und II  Vac positiv, wie WT 

Y56A   α-Helix II     Vac positiv, wie WT 

R20A/D21A  zwischen α-Helix I und β-Faltblatt I  Vac positiv, wie WT 

R20D/D21R  zwischen α-Helix I und β-Faltblatt I  Vac positiv, wie WT 

A23D   β-Faltblatt I    Vac negativ, 100% ohne Gasvesikel 

A48D   α-Helix II     Vac negativ, 100% ohne Gasvesikel 

G22D   zwischen α-Helix I und β-Faltblatt I  Vac negativ, 100% ohne Gasvesikel 

V24D   β-Faltblatt I    Vac negativ, 100% ohne Gasvesikel 

∆5N   N-Terminus    Vac negativ, 10-15% der Zellen mit 2-3 
        Gasvesikeln, bis zu 1,5 µm lang 
 

* abgeleitet von Sekundärstrukturvorhersage, bioinformatisch ermittelt durch PSIPRED  

 

Insgesamt konnte gezeigt werden, dass vor allem hydrophobe Aminosäuren für die Funktion 

von GvpM entscheidend sind. Keine der getesteten Mutationen hatte eine Veränderung in der 

Gasvesikelmorphologie zur Folge, was darauf hindeutet, dass GvpM nicht an der Formgebung 

der Gasvesikel beteiligt ist. 
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5.5.5.5. DiskussionDiskussionDiskussionDiskussion    

Die Gasvesikelbildung in Hbt. salinarum PHH1 benötigt die Expression der Gene gvpACNO 

und gvpDEFGHIJKLM (Englert et al., 1992a). Die gvpFGHIJKLM-mRNA wird in der 

exponentiellen Wachstumsphase in geringen Mengen und vor dem Sichtbarwerden von 

Gasvesikelvorstrukturen transkribiert, was impliziert, dass alle bzw. viele dieser Genprodukte 

bei der Initation der Gasvesikelbildung eine Rolle spielen (Englert et al., 1992a). Von diesen 

akzessorischen Gasvesikelproteinen sind GvpF, G, J, K, L und M essentiell für die Gasvesikel-

bildung (Offner et al., 2000). GvpJ und GvpM sind wie das Hauptstrukturprotein GvpA sehr 

hydrophobe Proteine und weisen Sequenzähnlichkeiten zu GvpA auf. Daher ist es 

wahrscheinlich, dass diese Proteine ebenfalls einen Teil der Gasvesikelhülle bilden. Mit 

Ausnahme von GvpK konnten die GvpF-M-Proteine in geringen Mengen in isolierten 

Gasvesikeln nachgewiesen werden (Shukla & DasSarma, 2004; Chu et al., 2011). Dennoch ist 

die genaue Funktion dieser Proteine bei der Gasvesikelbildung noch unklar. 

In dieser Arbeit wurden die akzessorischen Gasvesikelproteine GvpF-M der p-vac Region aus 

Hbt. salinarum PHH1 untersucht, um die Funktion dieser Proteine bei der Bildung der 

Gasvesikel näher zu beleuchten. Dazu wurde der Effekt einer Überproduktion eines einzelnen 

Gasvesikelproteins auf die Gasvesikelsynthese in p-vac +pXex-Transformanten getestet. Die 

Gasvesikelproteine wurden auch durch in vivo Analysen mittels Gvp-GFP Fusionsproteinen 

untersucht und die Interaktion verschiedener akzessorischer Gasvesikelproteine in vitro und 

in vivo getestet. Im zweiten Teil der Arbeit wurde der Effekt von Mutationen im GvpM auf die 

Bildung von Gasvesikeln analysiert, um Rückschlüsse über die Funktion von GvpM bei der 

Gasvesikelbildung ziehen zu können. 

 

5.1.5.1.5.1.5.1.     Erhöhte Mengen vonErhöhte Mengen vonErhöhte Mengen vonErhöhte Mengen von    GvpG, GvpH oder GvpM inhibierenGvpG, GvpH oder GvpM inhibierenGvpG, GvpH oder GvpM inhibierenGvpG, GvpH oder GvpM inhibieren    die Gasvesikelbildungdie Gasvesikelbildungdie Gasvesikelbildungdie Gasvesikelbildung    

Es konnte gezeigt werden, dass die Überexpression von GvpG, H oder M zu einer  Inhibition 

der Gasvesikelbildung in p-vac +pXex-Transformanten führte, während erhöhte Mengen von 

GvpF, I, J, K oder L keinen Effekt hatten. Das Ungleichgewicht der GvpG-, GvpH- oder GvpM-

Menge scheint die Bildung von Gasvesikeln, welche über die Expression der p-vac Region 

vermittelt wird, zu stören (Tabelle 5). Der Vac positive Phänotyp in der p-vac +pGHIJKLMex-

Transformante unterstützt diese Vermutung. Ein geringer Anteil der p-vac +pMex-Zellen war 

Vac positiv, enthielt aber nur 2-5 extrem lange (bis 1,5 µm) Gasvesikel im Gegensatz zu p-vac-

Transformanten, die 30-50 spindelförmige (bis 0,5 µm lange) Gasvesikel enthalten.  

Auch die wenigen Vac positiven Zellen der p-vac +pHex-Transformante zeigten eine 

veränderte Gasvesikelmorphologie. Die Gasvesikel waren im Vergleich zu Wildtyp-Gasvesikeln 
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sehr klein und rundlich, was eine Störung des Gasvesikel-Wachstums vermuten lässt. Frühere 

Experimente haben gezeigt, dass die Deletion von GvpH zu instabilen Gasvesikeln führt, 

weshalb GvpH eine stabilisierende Funktion bei der Gasvesikelbildung zugesprochen wird 

(Offner et al., 2000).   

Bei p-vac +pGex, +pHex und +pMex wurde das GvpA-Protein und dessen Aggregate nachge-

wiesen. Die großen Mengen von GvpG, GvpH oder GvpM scheinen die GvpA-Synthese und die 

Multimerisierung oder Aggregation des Proteins also nicht zu verhindern.  

Die Produktion der akzessorischen Gasvesikelproteine unter Kontrolle des Ferredoxin-

Promotors in pJAS35 in pXex- und p-vac +pXex-Transformanten konnte ebenfalls nachge-

wiesen werden. Dagegen werden die Proteine von der p-vac Region nur in geringer Menge 

gebildet. GvpG und GvpM zeigten kein Signal im Lysat von p-vac-Transformanten und GvpJ 

und GvpH nur ein sehr schwaches Signal. Wahrscheinlich ist, dass die durch die p-vac Region 

produzierte Menge dieser Proteine nur minimal ist und für GvpG und GvpM unter der 

Nachweisgrenze liegt. Möglich wäre aber auch, dass die Proteine zum Zeitpunkt der 

Probenentnahme schon weitgehend abgebaut waren oder in die Gasvesikelhülle eingebaut 

wurden. 

Weiterhin wurde eine Multimerisierung bzw. Aggregation der hydrophoben Proteine GvpM 

und GvpJ beobachtet. Beide Proteine zeigen Sequenzähnlichkeiten zu GvpA. Western-

Analysen zum Nachweis von GvpA zeigten eine starke Oligomerisierung dieses Proteins. Bei 

GvpJ und GvpM konnte ebenfalls eine Aggregation nachgewiesen werden, jedoch sehr viel 

schwächer als bei GvpA. Möglicherweise führt die Aggregation von großen Mengen GvpM mit 

sich selbst oder anderen, nur in geringer Menge vorhandenen, akzessorischen 

Gasvesikelproteinen zur Inhibition der Gasvesikelbildung in der p-vac +pMex-Transformante. 

Die wenigen, sehr großen Gasvesikel in einigen Zellen der p-vac +pMex-Transformante 

unterstützen diese Vermutung. Unter Umständen führen die großen GvpM-Mengen zu einer 

Multimerisierung mit anderen akzessorischen Gasvesikelproteinen, wodurch diese zur Bildung 

von Gasvesikelvorläuferstrukturen nicht mehr zur Verfügung stehen. Dies würde die Bildung 

von Initationskomplexen zum Start der GvpA-Assemblierung stark verringern und die großen 

Mengen von GvpA würden in weniger Gasvesikel eingebaut werden. 

Die Inhibition der Gasvesikelbildung in p-vac +pGex, +pHex und +pMex unterstützt die 

Vermutung, dass diese drei Proteine für die Initation der Gasvesikelbildung essentiell sind und 

dabei nur in geringer Menge benötigt werden.  
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5.2.5.2.5.2.5.2. GvpGvpGvpGvpH, GvpJ und GvpL koH, GvpJ und GvpL koH, GvpJ und GvpL koH, GvpJ und GvpL kompensierenmpensierenmpensierenmpensieren    den inhibitorischen Effekt großer GvpMden inhibitorischen Effekt großer GvpMden inhibitorischen Effekt großer GvpMden inhibitorischen Effekt großer GvpM----

Mengen Mengen Mengen Mengen     

Die Inhibition der Gasvesikelbildung in Gegenwart großer Mengen von GvpM lässt vermuten, 

dass für eine intakte Gasvesikelbildung die Menge bestimmter akzessorischer Gasvesikel-

proteine in einem bestimmten Verhältnis zueinander stehen muss. Unterstützt wird diese 

Vermutung durch die Tatsache, dass p-vac +pGHIJKLMex-Transformanten einen Vac positiven 

Phänotyp aufweisen. Im Folgenden wurde daher getestet, ob auch durch einzelne 

Gasvesikelproteine die inhibitorische Wirkung von GvpM kompensiert werden kann, wenn 

diese in vergleichbarer Menge vorhanden sind.  

Die Kompensation des inhibitorischen Effekts von GvpM wurde in p-vac +pXMex-

Transformanten untersucht. Im Fall von p-vac +pHMex, +pJMex oder +pLMex waren die 

Transformanten Vac positiv, was vermuten lässt, dass GvpH, GvpJ und GvpL den 

inhibitorischen Effekt großer GvpM-Mengen auf die Gasvesikelbildung kompensieren können 

(Tabelle 5). Dagegen waren p-vac +pGMex-Transformanten Vac negativ, was darauf hindeutet 

das GvpG den inhibitorischen Effekt von GvpM nicht kompensieren kann (Tabelle 5). Daher 

ist es wahrscheinlich, dass GvpG und GvpM nicht interagieren oder das deren Wechsel-

wirkung nicht zu einer Kompensation des inhibitorischen Effekts beider Proteine führt. GvpH, 

GvpJ und GvpL könnten dagegen potentielle Interaktionspartner von GvpM sein. Diese 

Vermutung konnte durch Western-Analysen mit Zelllysaten der entsprechenden 

Transformanten untermauert werden. GvpG wurde ausschließlich als monomerisches Protein 

detektiert, sowohl in der pGex- als auch in der pGMex-Transformante. Bei GvpH und GvpJ 

konnten jedoch zusätzliche, größere Proteinbanden in der Anwesenheit von GvpM detektiert 

werden, was auf eine Interaktion der beiden Proteine schließen lässt. Bei pLMex wurden 

jedoch im Vergleich zu pLex keine zusätzlichen Proteinbanden detektiert. Bei beiden Zellysaten 

waren zwar neben der Monomerbande zwei größere Proteinbanden zu sehen, diese sind 

jedoch auf eine unspezifische Bindung des GvpL-Antiserums zurückzuführen. 

Große Mengen von GvpH oder GvpM inhibierten die Gasvesikelbildung in p-vac +pHex und 

+pMex-Transformanten, während p-vac +pHMex-Transformanten Vac positiv sind. Vergleich-

bar große Mengen von GvpH und GvpM können sich offenbar gegenseitig neutralisieren und 

den inhibitorischen Effekt beider Proteine auf die Gasvesikelbildung aufheben. In p-vac 

+pJMex-und p-vac +pLMex-Transformanten wurden ebenfalls Gasvesikel, vergleichbar zu p-

vac-Transformanten, gebildet, jedoch wirkten große Mengen von GvpJ oder GvpL nicht 

inhibitorisch auf die Gasvesikelbildung. Es ist wahrscheinlich, dass GvpJ, GvpH und auch 

GvpL mit GvpM interagieren und auf diese Weise die inhibitorische Wirkung der großen 

GvpM-Menge kompensieren.  
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5.3.5.3.5.3.5.3. GvpM interagiert mit GvpH, GvpJ und GvpLGvpM interagiert mit GvpH, GvpJ und GvpLGvpM interagiert mit GvpH, GvpJ und GvpLGvpM interagiert mit GvpH, GvpJ und GvpL    

Die bisherigen Ergebnisse unterstreichen die Vermutung, dass zwischen GvpM und anderen 

akzessorischen Gasvesikelproteinen eine Wechselwirkung stattfindet, die möglicherweise den 

Startpunkt zur GvpA-Assemblierung bildet. Potentielle Kandidaten für eine Interaktion mit 

GvpM waren GvpH, GvpJ und GvpL, da diese Proteine den inhibitorischen Effekt großer 

GvpM-Mengen auf die Gasvesikelbildung kompensierten, wenn sie in gleich großer Menge 

relativ zu GvpM vorhanden waren. Zwischen GvpG und GvpM fand dagegen unter diesen 

Bedingungen keine Kompensation des inhibitorischen Effekts beider Proteine statt. 

Zur Klärung der Frage, ob zwischen GvpM und GvpH, GvpJ, GvpL und auch GvpG eine 

Wechselwirkung stattfindet, wurden in vitro Protein-Protein-Interaktionsexperimente durch-

geführt. Die Interaktionsfähigkeit wurde über Ni-NTA-Affinitätschromatographie bestimmt. 

Die Gasvesikelproteine müssen hierfür rekombinant in E. coli produziert werden und liegen 

damit in einer inaktiven Form vor. Die Produktion von GvpHis-Proteinen in Hfx. volcanii über 

pJAS35 liefert leider keine ausreichend hohen Proteinmengen. Für Interaktionsexperimente 

ist jedoch die Verwendung von nativ gefalteten Proteinen nötig. Um zunächst eine 

vollständige Entfaltung der Proteine zu gewährleisten, erfolgte die Aufreinigung der GvpHis-

Proteine aus E.coli unter stark denaturienden Bedingungen in 8 M Harnstoff. Durch eine 

schrittweise Dialyse mit steigender KCl- und sinkender Harnstoffkonzentration sollten die 

Proteine anschließend in ihre native Konformation rückgefaltet werden. Die Verwendung von 

KCl ist dadurch begründet, dass Hbt. salinarum die salt-in strategie verwendet, die dazu führt, 

dass im Cytoplasma isoosmolare Konzentrationen von KCl im Vergleich zum Außenmedium 

vorliegen (Dennis & Shimmin, 1997). Eine erfolgreiche Rückfaltung unter den oben 

genannten Bedingungen konnte bereits für die Glukosedehydrogenase aus Hfx. mediterranei 

(Pire et al., 2001) und für das TBP-Protein aus Hbt. salinarum (Soppa & Link, 1997) gezeigt 

werden. Eine Möglichkeit das Problem der Rückfaltung zu umgehen, wäre die homologe und 

gezielte Überexpression von haloarchaealen Proteinen, wie sie 2007 von Large et al. 

beschrieben wurde. Hier könnten durch homologe Rekombination gvp-Leserahmen unter 

Kontrolle eines Tryphtophan-induzierbaren Promotors in das Genom von Hfx. volcanii 

inseriert werden. 

Für die Interaktionsexperimente wurden in dieser Arbeit die rückgefalteten GvpHis-Proteine 

sowie Zelllysate der Hfx. volcanii-Transformanten, die die entsprechenden Gvp-Proteine 

synthetisierten, verwendet. 

Für GvpMHis konnte eine Interaktion mit GvpJ gezeigt werden (Tabelle 5). Neben dem GvpJ-

Monomer wurden noch zusätzliche, größere Proteinbanden, sowie ein "Bandenschmier" 

detektiert, was auf eine starke Multimerisierung von GvpJ in Gegenwart von GvpM schließen 
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lässt. Die Kontrolle zeigte nur die GvpJ-Monomerbande, sowie eine zusätzliche Bande bei ca. 

45 kDa. Ein ähnliches Ergebnis wurde bereits bei der Western-Analyse mit Zellysaten der 

pJMex- und der pJex-Transformante erzielt. Auch hier zeigte das pJex-Zelllysat eine 

Monomerbande und eine weitere 45 kDa-Bande, während bei pJMex zusätzliche 

Proteinbanden sowie ein "Bandenschmier" detektiert wurde. Bei der Interaktion von GvpM 

und GvpJ kommt es also zur Bildung großer SDS-unlöslicher Proteinaggregate. In welchem 

Mengenverhältnis die beiden Proteine in diesen Komplexen vorhanden sind oder ob sie nur 

aus GvpJ bestehen ist jedoch unklar. Im pJMex-Zelllysat konnten zusätzliche Proteinbanden 

nur mittels GvpJ-Antiserum nachgewiesen werden, was darauf hindeutet, dass deutlich mehr 

GvpJ in diesen Aggregaten vorhanden ist als GvpM bzw. dass die Aggregate nur aus GvpJ 

bestehen. 

Für GvpMHis und GvpG konnte in vitro keine Interaktion nachgewiesen werden (Tabelle 5). 

Für p-vac +pGMex-Transformanten konnte gezeigt werden, dass durch vergleichbar große 

Mengen von GvpG und GvpM keine Kompensation des inhibitorischen Effekts großer Mengen 

von GvpM oder GvpG stattfindet, da diese Transformanten nach wie vor Vac negativ sind. 

Eine mögliche Erklärung dafür wäre, dass die beiden Proteine nicht miteinander interagieren 

und daher der inhibitorische Effekt beider Proteine bestehen bleibt. 

Für GvpMHis und GvpH sowie GvpMHis und GvpL konnte über Ni-NTA-

Affinitätschromatographie allerdings ebenfalls keine Interaktion nachgewiesen werden. Daher 

wurde das Experiment vice versa wiederholt, wobei GvpHHis bzw. GvpLHis rekombinant in 

E.coli produziert wurden und nach Rückfaltung in ihre native Konformation und Bindung an 

eine Ni-NTA-Matrix, mit einem GvpM-Zelllysat inkubiert wurden. Für beide Proteine konnte 

eine spezifische Interaktion mit GvpM nachgewiesen werden (Tabelle 5). Diese 

widersprüchlichen Ergebnisse sind dadurch erklärbar, dass der C-terminale His-tag von 

GvpMHis möglicherweise die Bindung von GvpH und GvpL beeinträchtigt und deshalb eine 

Interaktion nicht nachweisbar ist. Beim Interaktionsnachweis von GvpHHis bzw. GvpLHis mit 

GvpM wurde ausschließlich das GvpM-Monomer nachgewiesen. Größere Proteinaggregate, 

wie bei der Interaktion von GvpMHis und GvpJ wurden dagegen nicht detektiert. 

Zusammenfassend zeigen diese Ergebnisse die Interaktion von GvpM +GvpJ, +GvpH und 

+GvpL. Es ist wahrscheinlich, dass über diese Wechselwirkung die Gasvesikelbildung und die 

Kompensation der inhibierenden Wirkung großer Mengen von GvpM auf die 

Gasvesikelbildung erfolgt. 
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5.4.5.4.5.4.5.4. GvpGvpGvpGvp----GGGGFP Fusionen visualisiereFP Fusionen visualisiereFP Fusionen visualisiereFP Fusionen visualisierennnn    in vivoin vivoin vivoin vivo    Proteinaggregationen Proteinaggregationen Proteinaggregationen Proteinaggregationen         

Eine salz- adaptierte Variante des GFP-Proteins (smRS-GFP) wurde zur Analyse von Gvp-GFP 

Fusionsproteinen verwendet, um bei den jeweiligen Fusionsproteinen in vivo putative 

Proteinaggregationen zu detektieren. Grundsätzlich lässt sich sagen, dass in Anwesenheit der 

p-vac Region die Fluoreszenzintensität des jeweiligen Fusionsproteins abnahm. Das spricht für 

eine generelle Interaktion von Gasvesikelproteinen untereinander. Eine eindeutige 

Lokalisierung der Proteine an der Gasvesikelhülle war leider nicht möglich, da hierfür keine 

ausreichend hohe Auflösung erzielt werden konnte. Bei der fluoreszenzmikroskopischen 

Analyse von Gasvesikeln aus lysierten Zellen konnte kein sichtbares Fluoreszenzsignal 

detektiert werden. Das könnte zum einen daran liegen, dass die entsprechenden Gvp-GFP 

Fusionsproteine kein Teil der Gasvesikelhülle sind, zum anderen daran, dass das jeweilige 

Gvp-GFP-Protein in zu geringer Menge in der Gasvesikelhülle vorhanden ist, um ein sichtbares 

Fluoreszenzsignal zu liefern.  

Die Methode ist jedoch dazu geeignet, um das starke Aggregationsverhalten einzelner 

Gasvesikelproteine in vivo zu studieren. 

Transformanten mit Expression von pHgfp
ex oder pLgfp

ex zeigten eine verteilte Fluoreszenz in 

den Zellen, während bei Expression von pMgfp
ex nur einzelne, fluoreszierende Punkte in den 

Zellen beobachtet wurden (Tabelle 5). Diese fluoreszierenden Punkte konnten auch in den 

Vac negativen p-vac +pMgfp
ex

 -Transformanten detektiert werden, was auf eine starke 

Aggregation von GvpMGFP hinweist. Die Menge der von der p-vac-Region produzierten 

akzessorischen Gvp-Proteine reicht hier nicht aus, um die starke Aggregation von GvpMGFP 

aufzuheben und vermutlich ist diese GvpM-Aggregation für die Inhibition der 

Gasvesikelbildung in p-vac +pMex- bzw. +pMgfp
ex

 - Transformanten verantwortlich, da andere 

Proteine wie GvpH und GvpL möglicherweise in diese Aggregate einbezogen werden. Wie im 

Abschnitt 4.2 gezeigt wurde, wird der inhibitorische Effekt von GvpM kompensiert, wenn 

vergleichbare Mengen an GvpH, GvpJ oder GvpL vorhanden sind. 

Der Phänotyp von pvac∆M +pMgfp
ex-Transformanten war Vac negativ. Dagegen sind pvac∆M 

+pMex-Transformanten Vac positiv (Offner et al., 2000). Durch die Fusion mit GFP ist GvpM 

also nicht mehr in der Lage pvac∆M-Transformanten zu komplementieren. Möglicherweise 

behindert die C-terminale Fusion von GFP die Funktion von GvpM und die notwendigen 

GvpM-Interaktionen werden verhindert oder die gebildeten GvpMGFP-Aggregate sind für die 

Gasvesikelbildung nicht nutzbar.  

Bei pHgfp
ex-Transformanten fluoreszierte die gesamte Zelle, was eine gleichmäßige Verteilung 

dieses löslichen Proteins in der Zelle vermuten lässt. Jedoch zeigten sich in Anwesenheit der 

p-vac Region (also bei Anwesenheit geringer Mengen weiterer akzessorischer Gvp-Proteine) 
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zwei verschiedene Phänotypen, abhängig davon, ob die Zellen Gasvesikel enthielten oder 

nicht. Die meisten Zellen der p-vac +pHgfp
ex-Transformante waren Vac positiv, im Gegensatz 

zu den Vac negativen p-vac +pHex-Transformanten. Offenbar inhibieren große Mengen von 

GvpH die Gasvesikelbildung, während eine ähnlich große Menge an GvpHGFP diese nicht 

unterbindet. Offenbar ist der C-terminale Bereich von GvpH (an den GFP fusioniert ist) für die 

Wechselwirkung mit anderen Gasvesikelproteinen wichtig, was dann zu einer gestörten 

Gasvesikelbildung führt. Die Fusion mit GFP behindert vielleicht diesen Kontakt. Die Vac 

positiven Zellen von p-vac +pHgfp
ex zeigten eine verteilte Fluoreszenz, während die Vac 

negativen Zellen mehrere fluoreszierende Punkte aufwiesen (Tabelle 5). Dies zeigt eine 

Aggregation von GvpHGFP mit weiteren Gasvesikelproteinen, die aggregatorische Eigen-

schaften haben, wie GvpJ, GvpM oder auch GvpA. Die Aggregate führen aber nicht zur 

Bildung von Gasvesikeln. Die verteilte Fluoreszenz in Vac positiven Zellen von p-vac +pHgfp
ex  

könnte wiederum darauf hindeuten, dass GvpH an der Gasvesikelhülle adhäriert.  

 

5.5.5.5.5.5.5.5.     In vivoIn vivoIn vivoIn vivo    Nachweis dNachweis dNachweis dNachweis deeeerrrr    InteraktInteraktInteraktInteraktionionionion    von GvpMvon GvpMvon GvpMvon GvpM    mit GvpH und GvpL  mit GvpH und GvpL  mit GvpH und GvpL  mit GvpH und GvpL      

Mittels Ni-NTA-Affinitätschromatographie konnte eine Interaktion von GvpM mit GvpJ, GvpH 

und GvpL in vitro nachgewiesen werden (Abschnitt 5.3). Die GvpHis-Proteine wurden nach der 

Produktion und Isolation aus E. coli durch Dialyse in steigenden KCl-Konzentrationen 

rückgefaltet. Mit dieser Methode lässt sich eine Fehlfaltung der Proteine allerdings nicht 

ausschließen, was zu falschen Ergebnissen führen könnte. 

Um die Wechselwirkung von GvpM und GvpH sowie GvpM und GvpL direkt zu zeigen, wurde 

eines dieser Gasvesikelproteine mit einer salz-adaptierten Variante von GFP fusioniert und das 

Aggregationsverhalten in vivo analysiert. Dazu wurden pXMgfp
ex-Transformanten hergestellt 

und fluoreszenzmikroskopisch untersucht. Vorteil bei dieser Methode ist, dass die zu 

untersuchenden Gasvesikelproteine im Hochsalz vorliegen, was die korrekte Faltung der 

Proteine sicherstellt. 

Die Zellen der pHMgfp
ex-Transformanten fluoreszierten sehr schwach und es waren keine 

fluoreszierenden Punkte in den Zellen erkennbar. Dies deutet darauf hin, dass bei 

Anwesenheit einer ähnlich großen Menge von GvpH, GvpMGFP die Fähigkeit zur Aggregation 

verliert. Die Fluoreszenz der Zellen war insgesamt sehr schwach, jedoch zeigte die 

Quantifizierung der Fluoreszenzstärke im Phosphor Imager vergleichbare Werte zu MGFP-

Zellen. Bei der pMgfp
ex-Transformante sind nur einzelne, kleine fluoreszierende Punkte zu 

sehen, die aber sehr stark fluoreszieren, während der Rest der Zelle keine Fluoreszenz zeigt. 

Bei Betrachtung der Gesamtfläche der Zelle ergibt sich also eine relativ schwache 
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Fluoreszenzstärke. Bei Anwesenheit von GvpH findet keine sichtbare Aggregation von 

GvpMGFP statt und die GvpMGFP-Moleküle verteilen sich auf die gesamte Zelle, was zu einer 

vergleichbar schwachen Fluoreszenzstärke führt. 

In der pLMgfp
ex-Transformante zeigten sich dagegen fluoreszierende Punkte in den Zellen, 

ähnlich wie in der pMgfp
ex-Transformante. Durch die Anwesenheit von GvpL wird also die 

MGFP-Aggregation nicht verhindert. Die Fluoreszenzstärke der Zellen war ebenfalls 

vergleichbar. 

Um die Ergebnisse zu untermauern, wurden zusätzlich pLgfpM
ex- und pHgfpM

ex-Transformanten 

untersucht. Dabei wurde beobachtet, dass das vormals lösliche GvpLGFP durch die 

Anwesenheit von GvpM in Aggregate integriert wird. Das zeigt, dass GvpL und GvpM 

interagieren und gemeinsam ein GvpLGFP-GvpM-Aggregat bilden (Tabelle 5).  

Bei der pHgfpM
ex-Transformante wurde nur ein schwaches Fluoreszenzsignal detektiert, was 

sich auf die gesamte Zelle erstreckte. Jedoch wurde in wenigen Zellen ein fluoreszierender 

Punkt beobachtet. Möglicherweise handelt es sich hierbei um GvpM-Aggregate an denen 

GvpHGFP bindet. Die Auflösung der GvpM-Aggregate durch GvpH-GFP scheint daher weniger 

effektiv zu sein als mit GvpH.  

Die Interaktion von GvpM mit GvpH und GvpL kann demnach in vivo über entsprechende 

GFP-Fusionen nachgewiesen werden (Tabelle 5). Beide Interaktionen sorgen wahrscheinlich 

dafür, dass der inhibitorische Effekt von großen GvpM-Mengen in p-vac-Transformanten 

verhindert wird. Bei der Wechselwirkung von GvpH und GvpM wurde die Bildung größerer 

Aggregate von GvpM verhindert und GvpM steht zur Anlage der Gasvesikel zur Verfügung. 

Bei der Wechselwirkung von GvpM und GvpL wird dagegen das lösliche GvpL in die GvpM-

Aggregate intergriert. Ein ähnlicher Komplex spielt möglicherweise auch bei der 

Gasvesikelbildung eine Rolle. Damit können sowohl GvpH als auch GvpL die inhibitorische 

Wirkung großer Mengen von GvpM kompensieren, jedoch geschieht dies offenbar durch zwei 

unterschiedliche Mechanismen. 
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Tabelle 5Tabelle 5Tabelle 5Tabelle 5....    Aggregationsverhalten und Interaktionen der Gasvesikelproteine GvpG, H, J, L und M 

                    GvpGvpGvpGvp    

    
Überexpression in   Überexpression in   Überexpression in   Überexpression in       
    pppp----vacvacvacvac----    TransformantenTransformantenTransformantenTransformanten    

    
Kompensation des Kompensation des Kompensation des Kompensation des 
inhibitorischeninhibitorischeninhibitorischeninhibitorischen    
Effekts durchEffekts durchEffekts durchEffekts durch    

    
Aggregation Aggregation Aggregation Aggregation 
ohne pohne pohne pohne p----vacvacvacvac    

    
Aggregation Aggregation Aggregation Aggregation 
mit pmit pmit pmit p----vacvacvacvac    

    
in in in in vitrovitrovitrovitro        
Interaktion Interaktion Interaktion Interaktion             
    mitmitmitmit    GvpMGvpMGvpMGvpM    

    
in vivoin vivoin vivoin vivo    
Interaktion Interaktion Interaktion Interaktion     
mit mit mit mit GvpMGvpMGvpMGvpM    

                    GvpGGvpGGvpGGvpG           Inhibition der       
Gasvesikelbildung 

         n. b.        n. b.        n.b.     nein  
(MHis+G) 

       n.b. 

                    GvpHGvpHGvpHGvpH           Inhibition der 
Gasvesikelbildung 

                                GvpM        nein  Vac negativ: ja             

Vac positiv: nein 

      
      ja 
(HHis+M) 

       ja                    
(keine  M-
Aggregate 
sichtbar) 

                    GvpJGvpJGvpJGvpJ           kein Effekt                                                     ----           n.b.        n.b.       ja 
(MHis+J) 

       n.b. 

                    GvpLGvpLGvpLGvpL    

        

       kein Effekt               -        nein        nein     ja 
(LHis+M) 

        ja 
(Entstehung 
von L/M-
Aggregaten) 

                    GvpMGvpMGvpMGvpM           Inhibition der 
Gasvesikelbildung 

GvpH, GvpJ, GvpL        ja        ja    (ja)        ja 

n.b.    ====nicht nachgewiesen 

 

5.6.5.6.5.6.5.6. Hydrophobe Aminosäuren im NHydrophobe Aminosäuren im NHydrophobe Aminosäuren im NHydrophobe Aminosäuren im N----terminalen Bereich von GvpM sind für die terminalen Bereich von GvpM sind für die terminalen Bereich von GvpM sind für die terminalen Bereich von GvpM sind für die 

Funktion des Proteins essentiellFunktion des Proteins essentiellFunktion des Proteins essentiellFunktion des Proteins essentiell    

Das Gasvesikelprotein GvpM ist ein essentielles Protein bei der Gasvesikelbildung in Hbt. 

salinarum PHH1 und wird in geringen Mengen während der exponentiellen Wachstumsphase 

gebildet (Offner et al., 2000). Es wird daher angenommen, dass GvpM in frühen Stadien der 

Gasvesikelbildung eine Rolle spielt und (wahrscheinlich in Kombination mit GvpH und GvpL) 

den Start zur GvpA-Assemblierung initiieren könnte. Die Aminosäure-Sequenzähnlichkeit von 

GvpM zu GvpA und die Tatsache, dass GvpM eine starke Tendenz zur Multimerisierung zeigt, 

verstärkt die Vermutung, dass es sich bei GvpM um ein in geringer Menge notwendiges 

Strukturprotein der Gasvesikel handelt.   

In dieser Arbeit wurden auch die Auswirkungen der Mutation einzelner Aminosäuren und 

kurzer Deletionen in der Aminosäuresequenz von GvpM auf die Gasvesikelbildung in p-vacΔM 

+pMMut-Transformanten untersucht. Darüber können funktionelle Bereiche von GvpM 

definiert werden, welche als Basis für weitere Untersuchungen zur Funktion von GvpM bei 

der Gasvesikelbildung dienen. Durch gezielte Mutagenese wurden 8 verschiedene 

Subtitutionsmutanten (R20A/D21A, R20D/D21R, G22D, A23D, V24D, I36M, A48D, Y56A)  

und eine Deletionsmutante (Δ5N) von GvpM hergestellt (Abb. 22). 
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Abb.Abb.Abb.Abb.    22222222: Auswirkungen verschiedener Mutationen im GvpM auf die Gasvesikelbildung. Aufgeführt sind 
Mutationen, welche bereits in einer früheren Arbeit untersucht wurden (Bachelorarbeit Winter, 2012, mit * 
gekennzeichnet) und die Ergebnisse dieser Arbeit. Oben gezeigt ist die GvpM-Sequenz. Darüber  ist die Vorhersage 
für die Sekundärstruktur des GvpM dargestellt (ermittelt durch PSIPRED). Rot gekennzeichnet sind Mutationen, 
welche in entsprechenden Transformanten zu einem Vac negativen Phänotyp führen.  

 

In einer früheren Arbeit konnte bereits gezeigt werden, dass Deletionen von 10 Aminosäuren 

am C-Terminus von GvpM keinen Einfluss auf die Gasvesikelbildung haben, während die 

Deletion von 10 oder 20 Aminosäuren am N-Terminus zu Vac negativen Transformanten führt 

(Abb. 22) (Bachelorarbeit Winter, 2012). Generell scheint der N-terminale Bereich von GvpM 

wichtig für die Funktion des Proteins zu sein, während der C-terminale Bereich weniger 

wichtig ist. In dieser Arbeit wurde die Deletion von fünf Aminosäuren am N-Terminus von 

GvpM untersucht und hierbei zeigte sich eine starke Reduktion der Gasvesikelbildung in den 

entsprechenden p-vacΔM +pMΔ5N-Transformanten (Abb. 22). Nur ca. 10-15% der Zellen 

waren Vac positiv, enthielten jedoch nur 2-3 extrem lange Gasvesikel pro Zelle (bis zu 1,5 µm 

lang). Über diese Mutation konnte die Bedeutung des N-Terminus von GvpM nochmals 

bestätigt werden. Möglicherweise interagieren Aminosäuren im N-terminalen Bereich des 

Proteins mit weiteren GvpM-Molekülen oder mit anderen Gasvesikelproteinen (z. B. GvpA, 

GvpH, GvpJ oder GvpL), was den Start zur GvpA-Assemblierung markiert. Es wäre aber auch 

denkbar, dass durch die Deletion der Aminosäuren, die Faltungsstabilität des Proteins 

beeinträchtigt wird. Die Anwesenheit von wenigen, sehr langen Gasvesikeln in einigen Vac 

positiven Zellen zeigt, dass die GvpA-Assemblierung nicht gestört ist, sondern dass die Anzahl 

an "funktionellen" Initiationskomplexen zur Bildung eines Gasvesikels reduziert ist. Das 



 

83 

 

unterstützt nochmals die Vermutung, dass GvpM an der Inititation der Gasvesikelbildung 

beteiligt ist. 

Generell konnte sowohl in der Bachelorarbeit von Kerstin Winter, als auch in dieser Arbeit 

gezeigt werden, dass im N-terminalen Bereich von GvpM, der Austausch einer hydrophoben 

Aminosäure zu einer geladenen Aminosäure zu einem Vac negativen Phänotyp in 

entsprechenden Transformanten führt (Abb. 22) (V15E, L19E: Bachelorarbeit Winter, 2012; 

G22D, A23D, V24D: diese Arbeit). Dagegen hat der Austausch einer geladenen Aminosäure zu 

einer hydrophoben oder einer entgegengesetzt geladenen Aminosäure keinen Einfluss auf die 

Gasvesikelbildung in diesem Bereich (Abb. 22) (E13A, D16A, R20A, D21A: Bachelorarbeit 

Winter, 2012; R20A/D21A, R20D/D21R: diese Arbeit). Die Ausbildung von hydrophoben 

Wechselwirkungen  scheint wichtig für die Funktion des Proteins zu sein. Ionische 

Wechselwirkungen über geladene Aminosäuren scheinen dagegen nur eine geringe Rolle bei 

GvpM zu spielen.  

Bei entsprechenden Mutationen in GvpA wurde dagegen festgestellt, dass geladene 

Aminosäuren und damit ionische Wechselwirkungen im N-terminalen Bereich für die 

Funktion des Proteins essentiell sind (Abb. 23) (Strunk et al., 2011 und AG Pfeifer, 

unveröffentliche Ergebnisse). Das deutet darauf hin, dass zwischen GvpA und GvpM keine 

direkte Interaktion besteht, sondern eher ein weiteres Gasvesikelprotein (z. B. GvpJ oder 

GvpL) den Kontakt vermittelt. Ein weiteres Indiz dafür ist die Tatsache, dass zwischen GvpA 

und GvpJ eine größere Aminosäure-Sequenzähnlichkeit besteht, als zwischen GvpA und 

GvpM. 

Mutationen in der vorhergesagten Helix II  im mittleren Bereich der Aminosäuresequenz von 

GvpM hatten unterschiedliche Auswirkungen auf die Gasvesikelbildung. Der Austausch von 

Alanin gegen eine geladene Aminosäure (A45E, A46E: Bachelorarbeit Winter, 2012; A48D: 

diese Arbeit) hatte eine Inhibition bzw. stark reduzierte Gasvesikelbildung zur Folge (Abb. 

22). Wiederum scheinen hydrophobe Wechselwirkungen in diesem Bereich des Proteins für 

dessen Funktion von Bedeutung zu sein. Möglicherweise könnte aufgrund dieser Mutationen 

die Interaktion mit anderen Gasvesikelproteinen gestört sein. Weiterhin zeigten 

Transformanten mit den Mutationen R44E, I47A und T52A eine stark reduzierte 

Gasvesikelbildung, während der Austausch von Tyrosin zu Alanin (Y56A) keinen Einfluss auf 

die Gasvesikelbildung zeigte (Abb. 22).  

Insgesamt betrachtet hatte keine der getesten Mutationen von GvpM einen Einfluss auf die 

Morphologie der Gasvesikel (Abb. 23). Bei GvpA dagegen lassen bestimmte Mutationen 

Formvarianten von Gasvesikeln, wie z.B. lange, dünne oder kleine, runde Gasvesikel, 

entstehen (Abb. 23 und Strunk et al., 2011). Das unterstützt die Vermutung, dass GvpM nicht 
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an der Formgebung der Gasvesikel, sondern eher bei der Initation der Gasvesikelbildung eine 

Rolle spielt. 

 

 

Abb.Abb.Abb.Abb.23232323: : : : Aminosäurealignement von pGvpA und pGvpM und Kennzeichnung von mutierten Aminosäuren und 
deren Einfluss auf die Gasvesikelbildung. Mutierte Aminosäuren sind markiert und die unterschiedlichen 
Auswirkungen der Mutationen auf die Gasvesikelbildung farbig kodiert. Bei GvpA wurden alle markierten 
Aminosäuren gegen Alanin ausgetauscht (Ausnahmen: F51Y; K60L) (Strunk et al., 2011 und AG Pfeifer, 
unveröffentliche Ergebnisse). Die Mutationen in GvpM sind in Abb. 22 aufgeführt.     

 

5.7.5.7.5.7.5.7. Fazit und AusblickFazit und AusblickFazit und AusblickFazit und Ausblick    

Die Ergebnisse dieser Arbeit untermauern, dass die relative Mengen der akzessorischen 

Gasvesikelproteine zueinander bei der Gasvesikelbildung eine bedeutende Rolle spielen. Die 

Gasvesikelproteine GvpG, GvpH und GvpM können die Gasvesikelbildung inhibieren, wenn sie 

in zu großer Menge vorhanden sind, da sie offenbar durch Interaktion mit anderen 

Gasvesikelproteinen für die Gasvesikelbildung notwendige Proteine "wegfangen". Durch 

kontrollierte Produktion definierter Mengen dieser Proteine in Hfx. volcanii-Transformanten 

wäre es vielleicht möglich, die absolute Menge von GvpG, GvpH und GvpM zu bestimmen, die 

für eine intakte Gasvesikelbildung benötigt wird, ebenso in welchem relativen 

Mengenverhältnis die Proteine zueinander stehen müssen.  

Am Beispiel von GvpM konnte gezeigt werden, dass der negative Effekt einer größeren GvpM-

Menge auf die Gasvesikelbildung durch die Anwesenheit ähnlich großer Mengen von GvpJ, 

GvpH oder GvpL aufgehoben werden kann. Da diese Proteine mit GvpM interagieren, liegt die 

Vermutung nahe, dass dies den negativen Effekt größerer Mengen an GvpM auf die 

Gasvesikelbildung aufhebt. Über GvpM-Mutanten könnten in zukünftigen Versuchen die 

(gleichen oder unterschiedlichen) Interaktionsstellen von GvpM für GvpJ, GvpH und GvpL 

identifiziert werden. GvpG und GvpM können ihre inhibitorische Wirkung dagegen nicht 

gegenseitig aufheben und es wurde in vitro auch keine Interaktion der beiden Proteine 

festgestellt. Interessant wäre es auch für GvpG mögliche Interaktionspartner zu finden, die die 

inhibitorische Wirkung großer Mengen dieses Proteins auf die Gasvesikelbildung aufheben 

können.  
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Des Weiteren wurde bisher nicht untersucht, ob möglicherweise die Reihenfolge, in der die 

akzessorischen Gasvesikelproteine translatiert werden für die Gasvesikelbildung von 

Bedeutung ist. Hierfür könnte man die Reihenfolge der Leserahmen der gvpF-M-Gene in 

verschiedenen Konstrukten beliebig austauschen und deren Expression in Hfx. volcanii-

Transformanten bezüglich der Bildung von Gasvesikeln untersuchen. 

Wie zuvor schon bekannt war, weisen das Hauptstrukturprotein GvpA sowie die essentiellen 

Proteine GvpJ und GvpM große Sequenzähnlichkeit auf, weshalb ihnen eine ähnliche 

Funktion bei der Gasvesikelbildung zugeschrieben wird. Vermutet wird, dass diese Proteine 

mit GvpA, aber auch untereinander interagieren und so den Start zur Gasvesikelbildung 

induzieren. Die Proteine könnten damit, wenn auch nur in geringer Menge vorhanden, auch 

einen Teil der Gasvesikelhülle bilden. Die Interaktion von GvpM und GvpJ konnte in dieser 

Arbeit in vitro nachgewiesen werden, wobei offenbar eine starke Multimerisierung des GvpJ-

Proteins stattfindet. Der Interaktionsnachweis von GvpJ und GvpM mit GvpA steht allerdings 

noch aus. Dieser ist zur Bestätigung der Hypothese absolut notwendig, bevorzugt auch mit 

Mutanten des GvpA-Proteins um die putativen Interaktionsbereiche mit GvpJ bzw. GvpM 

einzugrenzen. 

Eine in vivo Charakterisierung von GvpJ mittels GFP ist noch nicht gelungen, da bisher kein 

fluoreszierendes GvpJ-GFP Fusionsprotein hergestellt werden konnte. Es könnten weitere 

Linker-Variationen getestet werden, um ein solches zu erhalten. Für in vivo Analysen 

bezüglich der Aggregation von GvpJ mit weiteren Gasvesikelproteinen könnten die GFP-

Fusionen mit GvpH und GvpL dienen. Hier könnte überprüft werden, ob diese Fusionen mit 

GvpJ fluoreszierende Aggregate bilden. 

Untersuchungen mit GvpM-Mutanten deuten darauf hin, dass der N-terminale sowie der 

mittlere Teil des Proteins den funktionellen Bereich des Proteins bilden. Weiterhin scheinen 

vor allem hydrophobe Wechselwirkungen für die Funktion des Proteins von Bedeutung zu 

sein. Außerdem ist es wahrscheinlich, dass GvpM nicht an der Formgebung der Gasvesikel 

beteiligt ist. Um diese Aussagen zu unterstützen bzw. zu erweitern, müssen weitere GvpM-

Mutanten analysiert und ein dreidimensionales Strukturmodell von GvpM erstellt werden. 

Vielleicht wäre es über diese Analysen auch möglich, die Interaktionsstellen von GvpM mit 

anderen Gasvesikelproteinen zu identifizieren. 
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7.7.7.7. AnhangAnhangAnhangAnhang    

7.1.7.1.7.1.7.1. AbkürzungenAbkürzungenAbkürzungenAbkürzungen    

A    Adenin 

Abb.    Abbildung 

Ak    Antikörper 

APS    Ammoniumpersulfat 

ATP    Adenosin-5'-triphosphat 

bp    Basenpaare 

BRE    transcription factor B recognition element  

BSA    Rinderserumalbumin 

bzw.    beziehungsweise 

c    Konzentration 

C    Cytosin in Nukleinsäuresequenzen, Cystein in   

    Aminosäuresequenzen 

C-Terminus   Ende eines Proteins oder Polypeptids mit einer freien  

    Carboxylgruppe 

CTP    Cytosin-5'-triphosphat 

°C    Grad Celsius 

D    Asparaginsäure in Aminosäuresequenzen 

Da    Dalton 

ddH2O    Doppelt deionisiertes Wasser 

DIG    Digoxygenin 

DNA    Desoxyribonukleinsäure 

DNase    Desoxyribonuklease 

dNTP    Desoxynukleotidtriphosphat 

E    Glutaminsäure in Aminosäuresequenzen 

EDTA    Ethylen Diamin Tetra Essigsäure 

ex    Expression unter der Kontrolle des fdx-Promotors in pJAS35 

et al.    und andere 

fdx    Ferredoxin-Gen 

g    Gramm 

G    Guanin in Nukleinsäuresequenzen, Glycin in   

    Aminosäuresequenzen 

GTP    Guanosin-5'-triphosphat 

gvp    gas vesicle protein-Gen 
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Gvp    gas vesicle protein 

h    Stunde 

Hbt.    Halobacterium 

Hfx.    Haloferax 

I    Isoleucin in Aminosäuresequenzen 

IPTG    Isopropyl-b-D-thiogalaktosid 

K    Lysin in Aminosäuresequenzen 

kb    Kilobasen 

kDa    Kilodalton 

l    Liter 

L    Leucin in Aminosäuresequenzen 

m    mili 

M    Molar, Methionin in Aminosäuresequenzen 

µ    micro 

mg    Miligramm 

min    Minute 

µl    Mikroliter 

mM    milimolar 

µm    Mikrometer 

mRNA    Boten (messenger) Ribonukleinsäure 

mU    mili Unit 

Mut    gentechnisch verändertes Gen oder Protein 

n    nano 

N    Asparagin in Aminosäuresequenzen 

N-Terminus   Ende eines Proteins oder Polypeptids mit freier Aminogruppe 

NaCl    Natriumchlorid 

nm    Nanometer 

nt    Nukleotide 

NTA    Nitrilotriessigsäure 

OD    optische Dichte 

P    Prolin in Aminosäuresequenzen 

PAGE    Poly-Acrylamid Gel-Elektrophorese 

PCR    Polymerasekettenreaktion 

PEG    Polyethylenglykol 

pH    negativer dekadischer Logarithmus der Protonenkonzentration 
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R    Arginin in Aminosäuresequenzen, Adenin oder Guanin in  
    Nukleinsäuresequenzen 

RNA    Ribonukleinsäure 

rRNA    ribosomale Nukleinsäure 

SDS    Natriumdodecylsulfat 

sec    Sekunde 

SSC    Sodium Saline Citrat 

T    Thymin in Nukleinsäuresequenzen, Threonin in   
    Aminosäuresequenzen 
 
TBP    TATA-Box-Bindeprotein 

TEMED   Tetra-methyl-ethylen-diamin 

TFB    Transkriptionsfaktor B 

Tris    Tris-(hydroxylmethyl)-aminomethan 

U    Unit 

rpm    rounds per minute 

V    Volt, Valin in Aminosäuresequenzen 

Vac    Gasvesikelphänotyp 

v/v    Volumen pro Volumen 

VM    Vollmedium 

w/v    Gewicht pro Volumen 

W    Adenin oder Thymin in Nukleinsäuresequenzen 

WT    Wildtyp 

Y    Thyrosin in Aminosäuresequenzen, Cytosin oder Thymin 

z. B.    zum Beispiel 
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