


Bei pLg, ™ (L-GFP)-Transformanten fluoreszierte die gesamte Zelle (Abb. 14A links). Eine
verteilte Fluoreszenz wurde auch in den wenigen Vac negativen Zellen von p-vac +pLggp -
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 pH,p,,™ (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 +pHgg -
Transformante Vac positiv, im Gegensatz zur p-vac +pH*-Transformante, wo ca. 80-90% der
Zellen einen Vac negativen Phanotyp haben (Abschnitt 4.1.1). Die C-terminale Fusion von
GvpH mit GFP scheint also den negativen Effekt groller Mengen von GvpH zu kompensieren.
Bei den Zellen ohne Gasvesikel waren bei der p-vac +pHgg™-Transformante intrazelluldr
fluoreszierende Punkte erkennbar, was eine Aggregation von GvpHgrp impliziert, obwohl
GvpH ein l6sliches Protein ist (Abb. 14B Mitte). In Vac positiven Zellen dieser Transformante
war das Fluoreszenzsignal dagegen verteilt (Abb. 14B rechts). Eine Erklarung fiir die
fluoreszierenden Punkte in den Vac-negativen Zellen von p-vac +pH,™ konnte eine
Interaktion von GvpHgr mit anderen aggregierenden Gasvesikelproteinen sein, die durch
Expression der p-vac Region produziert werden. Diese Aggregation von GvpH mit anderen
Gasvesikelproteinen konnte der Grund sein, dass in diesen Zellen keine Gasvesikel gebildet
werden. Es ware moglich, dass das C-terminale Ende von GvpH bei dieser Interaktion eine
Rolle spielt, weshalb p-vac +pH,-Transformanten einen Vac positiven und p-vac +pH®-
Transformanten einen Vac negativen Phanotyp aufweisen. Bei p-vac +pHg,™- und p-vac
+pLge,~“-Zellen mit Gasvesikeln war eine Lokalisierung des Fluoreszenzsignals am Gasvesikel
nicht moglich, da hierfiir keine ausreichend hohe Auflosung erzielt werden konnte.

Bei der Expression von pMgg™ (M-GFP) waren fluoreszierende Punkte in den Zellen zu
beobachten, was auf eine Aggregation von Mggp in der Zelle hindeutet (Abb. 14C links). Die p-
vac +pM,,~-Transformanten waren Vac negativ und wiesen fluoreszierende Punkte in den
Zellen auf, dhnlich wie bei der pMgg -Transformante (Abb. 14C rechts). Diese waren, im
Vergleich zu p-vac +pH,g,™, jedoch kleiner. Die anscheinend hohe Tendenz von GvpM zur
Aggregation wurde durch dieses Ergebnis nochmals bestitigt. Ebenfalls analysiert wurde die
Fahigkeit von GvpMgpp, pvacAM-Transformanten zu komplementieren (p-vacAM enthélt alle
Gasvesikelgene mit Ausnahme von gvpM; Offner et al, 2000). Die pvacAM +pM™-
Transformanten waren Vac negativ (Daten nicht gezeigt). Dagegen sind pvacAM +pM®-
Transformanten Vac positiv (Offner et al, 2000). Durch die Fusion mit GFP ist GvpM also

nicht mehr in der Lage pvacAM-Transformanten zu komplementieren.
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4.4.1. In vivo Analysen mit pXMgsp™ - und pXg,M*-Transformanten

Bei in vivo Analysen mit pM,s™- und p-vac +pM,g -Transformanten wurde eine starke
Aggregation von GvpM beobachtet (sieche Abschnitt 4.4). Diese Tendenz zur Aggregation
konnte eine mogliche Erklarung fiir die inhibierte Gasvesikelbildung in p-vac +pM®-
Transformanten sein (s. Abschnitt 4.1). Weiterhin konnte gezeigt werden, dass durch die
Proteine GvpJ, GvpH und GvpL der negative Effekt grof3er GvpM-Mengen auf die Gasvesikel-
bildung kompensiert wird, wenn diese in vergleichbar groer Menge produziert werden (s.
Abschnitt 4.2). Moglicherweise sorgen GvpJ, GvpH und GvpL fiir eine Auflésung der GvpM-
Aggregate, so dass monomerisches GvpM wieder zur Gasvesikelbildung genutzt werden kann.
Am Beispiel von GvpH und GvpL sollte diese Hypothese iiberpriift werden, indem pHM®
sowie pLM*-Transformanten iz vivo mit GFP, als pXM,,““-Konstrukte, analysiert wurden.

Zur Herstellung der benoétigten Konstrukte wurde der gvpM-Leserahmen aus den pHM®-bzw.
pLM*-Konstrukten mittels der Restriktionsendonukleasen Ncol und Acc651 ausgeschnitten
und der gvpM,s-Leserahmen {iiber dieselben Schnittstellen eingefiigt. Zuvor wurde {iber
Mutagenese-PCR eine Deletion der Ncol-Schnittstelle im gfp-Leserahmen des pMgg,-pBSK+-
Konstrukts vorgenommen. Zum Vergleich wurde auch ein pXg,M“-Konstrukt hergestellt
(X=H oder L). Hierfiir wurde der gvpH-Leserahmen aus dem pHM®-Konstrukt {iber Hydrolyse
mit Psd und Ncol ausgeschnitten und der pH,,- bzw. der pL,,; -Leserahmen iiber diese
Schnittstellen inseriert.

Die resultierenden pXM,;“- (X=H oder L) und pX,;,M™- (X=H oder L) Konstrukte wurden in
Hfx. volcanii in An- und Abwesenheit der p-vac-Region transformiert. Die p-vac +pXMq -
und p-vac +pXg,M“-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 Gasvesikelphénotyp der einzelnen
Transformanten auszuwirken. Die fluoreszenzmikroskopische Untersuchung erfolgte aller-
dings nur mit den pXM,s™- bzw. den pX,,,M“-Transformanten, da bei diesen meistens ein
starkeres Fluoreszenzsignal als in Anwesenheit der p-vac Region detektiert werden konnte.
Um mogliche Unterschiede in der Fluoreszenzintensitédt zu detektieren, wurden Zellysate der
pXM,p,, - bzw. der pXg,M“™-Transformanten zunéchst im Phosphor Imager vermessen, um so
die Fluoreszenzintensitdt zu quantifizieren. Hierfiir wurden Zellen aus der exponentiellen
Wachstumsphase auf eine ODgq von 1,4 eingestellt. Die Zelllyse erfolgte durch Inkubation in
TED-Puffer fiir 1h. Als Kontrolle wurde das Zellysat der pM,“*-Transformante sowie von
PHes, ™ bzw. pLye,™ 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-
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anregung erfolgte bei einer Wellenldnge von 473 nm. Zur Auswertung der Signale wurde
ebenfalls die Software Image Gauge 4.23 verwendet. Uber die Pixelintensitit der jeweiligen
Probe wird die Fluoreszenzintensitit berechnet und in light absorbing units pro mm?
(LAU/mm?) angegeben. Es wurden jeweils 3 Messungen durchgefiihrt. In Abb. 15 sind die aus
den Messungen gebildeten Mittelwerte, sowie die dazugehorigen Standardabweichungen

angegeben.
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Abb. 15: Quantifizierung der GFP-Fluoreszenzstarke in pXMgrp (A)- und pXgepM (B + C)-Transformanten. Die
Fluoreszenz ist in "light absorbing units pro mm?' (LAU/mm2) angegeben. Dargestellt sind die Mittelwerte
(gebildet aus 3 Messungen von 3 verschiedenen Klonen) und die dazugehérige Standardabweichung.

Bei beiden pXM,,“-Transformanten wurden im Vergleich zur Kontrolle pM,™ &dhnliche
Fluoreszenzstarken gemessen (Abb. 15A). Dies deutet darauf hin, dass durch die zuséatzliche
Expression von GvpH oder GvpL die Fluoreszenzstirke von GvpMgp nicht beeinflusst wird.
Die pLg,, M™-Transformante zeigte dagegen eine deutlich hohere Fluoreszenzintensitét als die
Kontrolle pL,;,™ (Abb. 15B), die pH,,M™-Transformante dagegen eine deutlich niedrigere
Fluoreszenzintensitdt als pH,™ (Abb. 15C). Beides deutet auf eine Interaktion zwischen
GvpHgpp und GvpM bzw. GvpLgpp und GvpM hin, wodurch die Fluoreszenzstirke des
jeweiligen Fusionsproteins beeinflusst wird.

Die genaue Analyse und Detektion moglicher Proteinaggregationen erfolgte iiber

fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen der Transformanten (Abb. 16).
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Abb. 16: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen von Hfx. volcanifTransformanten. Zu sehen ist jeweils ein
reprasentativer Ausschnitt der Uberlagerung von Fluoreszenz- und Durchlichtaufnahme. (A) Rechts gezeigt ist die
jeweilige pXMge,™Transformante (XMgep). Als Vergleich ist links die pMgy,,™-Transformante (Mgr) gezeigt. (B)
Rechts gezeigt ist die jeweilige pXy,,M®Transformante (XgeeM). Als Vergleich ist links die pHye,™ (Hgep)- bzw. die
PLgto™ (Lgrp)-Transformante zu sehen. Die weiBen Pfeile deuten auf fluoreszierende Punkte in pHys,,M®-Zellen.

Die fluoreszenzmikroskopischen Analyse der pHM,,™-

Transformante zeigte, dass bei
gleichzeitiger Produktion von GvpH keine fluoreszierenden Punkte in den Zellen vorhanden
sind. Die gesamte Zelle fluoresziert, jedoch war das Fluoreszenzsignal insgesamt sehr schwach
(Abb. 16A oben). Dies deutet darauf hin, dass durch die Anwesenheit grof3erer Mengen an
GvpH die Entstehung von GvpMgp-Aggregaten verhindert wird. Die vergleichende Analyse
mit der pHgppM®-Transformante konnte dieses Ergebnis bestétigten (Abb. 16B). Hier war das
Fluoreszenzsignal ebenfalls in der Zelle verteilt, aber insgesamt sehr schwach, im Gegensatz
zu pHgg"-Transformanten, bei denen ein starkes Fluoreszenzsignal detektiert werden konnte.
Die verringerte Fluoreszenzstiarke deutet auf eine Interaktion von GvpHgrp mit GvpM hin. In
wenigen pH,,M“-Zellen waren fluoreszierende Punkte zu sehen. Hierbei konnte es sich um
GvpM-Aggregate handeln, an denen GvpHgrp bindet. Moglicherweise kann GvpH durch die
Fusion mit GFP die Entstehung von GvpM-Aggregaten weniger effektiv verhindern.

Die Zellen der pLM,,™-Transformante zeigten im gleichem MaRe fluoreszierende Punkte, wie
bei der Expression von pMgg ™ (Abb. 16A unten). Die Mgrp-Aggregate scheinen durch die
Anwesenheit von GvpL also nicht aufgelost zu werden und es scheint keine Interaktion
zwischen GvpL und GvpMggp stattzufinden. Jedoch zeigten Zellen mit Expression von pLgepM™
ebenfalls fluoreszierende Punkte, was im Gegensatz zur Expression von pL,s™ steht, da sich
hier das Fluoreszenzsignal auf die gesamte Zelle verteilt. GvpLgrr und GvpM scheinen also

miteinander zu interagieren, was auch schon durch in witro Interaktionsstudien mit
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immobilisiertem GvpLy;; mit einem GvpM-Zelllysat nachgewiesen werden konnte (s. Abschnitt
4.3). Allerdings scheinen bei dieser Interaktion die GvpM-Aggregate nicht aufgelost zu

werden.
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4.5. Mutagenesestudien mit GvpM

Das 9 kDa groBe GvpM ist ein essentielles Protein bei der Gasvesikelbildung in Hbt. salinarum
PHH1 (Offner et al, 2000). Es wird in geringen Mengen, wéhrend der exponentiellen
Wachstumsphase gebildet, was vermuten lasst, dass es bei der Initation der Gasvesikelbildung
eine Rolle spielt. Die bisher in dieser Arbeit vorgestellten Ergebnisse zeigen aul’erdem, dass
grof3e Mengen von GvpM zu einer starken Reduktion bzw. Inhibition der Gasvesikelbildung in
p-vac-Transformanten fiihrt (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 Gasvesikelhiille, weisen
Ahnlichkeiten in ihrer Aminosiuresequenz auf. Zusammen mit GvpJ gehéren sie zur GvpAJM-
Gruppe homologer Gasvesikelproteine. Dabei ist die Sequenzdhnlichkeit von GvpJ zu GvpA
und GvpM aber groRer 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 bestétigt werden konnte. Nach dem fiir GvpA ermittelten Strukturmodell bildet das
Protein zwei a-Helices, welche getrennt durch zwei antiparallel angeordnete B-Faltblatter
vorliegen (Strunk et al, 2011). Die erste a-Helix wird nach diesem Modell von den
Aminosdauren 9-19 gebildet und die zweite o-Helix von den Aminosduren 48-67. Die
dazwischen liegenden B-Faltblatter werden zum einen von den Aminosduren 23-31 und zum
anderen von den Aminosduren 35-43 gebildet (Abb. 17 nach Strunk er al, 2011). Fiir GvpM
existiert bisher kein solches Strukturmodell, jedoch postulieren bioinformatisch ermittelte
Sekundar-Strukturvorhersagen drei a-Helices, welche von den Aminosiduren 10-19, 41-56 und
63-73 gebildet werden (Abb. 17). Zwischen a-Helix I und a-Helix II werden -

Faltblattstrukturen vorausgesagt.

Model pA  ....... HHHHHHHHHHH. . .EEEEEEEEE. . .EEEEEEEEE. . . . HHHHHHHHHHHHHHHHHHHH. . .. ... ..
PA MAQPBSSELAEVLDRMLDKGVVVDVWARVSEVGIERLTMEARMVAASVETFRHYAEE IAKEEQAELBAGAEAAPEA

pJ MSDPKPTRSQGDLAEMLEMLLDKGVVVNADIAVSVEDTELLGIELRAATIASFETAAEYGLEFPTETDMERVESAANESPDQSDPASETQSETESTNPLSDDSTPTASTSAEETK
pM M EPTKDESHARNMEFNMDVLLRDGAVEQADVEVEVADI PLEGISLRAATAGMTTMTEYGLFEEWDAAHRQGSEAFMTSPTADRRED

Model pM  ........ HHHHHHHHHH. . .EEEE. .EEEEE. .. .EEEHHHHHHHHHHHHHHHH. . .. .. HHHHHHHHHHH...........

Abb. 17: Aminosaurealignment von pGvpA, pGvpJ und pGvpM und Vorhersagen Uber o-helicale- und p-Faltblatt-
Bereiche bei pGvpA und pGvpM. Gelb markiert sind konservierte Aminosduren in allen drei Sequenzen, griin
markiert sind Aminosdauren mit ahnlichen biochemischen Eigenschaften. Oben gezeigt ist ein Modell, welches die
Sekundarstruktur fir GvpA aufzeigt (nach Strunk et a/, 2011). Unten gezeigt ist ein Modell, welches die
Sekundarstruktur fiir GvpM voraussagt (bioinformatisch ermittelt durch PSIPRED). H=0-Helix; E=p-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.
AufBerdem konnte es moglich sein, Riickschliisse iiber die Funktion des GvpM bei der
Gasvesikelbildung zu ziehen.

In einer fritheren Arbeit wurden bereits einige GvpM-Mutanten hergestellt und in pvacAM
+pMpy-Transformanten untersucht (Bachelorarbeit Kerstin Winter, 2012). Dabei wurden
gezielt Aminosduren im Bereich der vorausgesagten a-Helix I, der a-Helix II sowie im Bereich
zwischen a-Helix I und pB-Faltblatt I substituiert. Hierbei wurden vor allem Aminosduren
gewahlt, die im Vergleich zur GvpA-Sequenz konserviert sind, sowie Aminosauren, die an der
gleichen Position sitzen wie Aminosduren in der GvpA-Sequenz und bei denen sich bei einer
Substitution in GvpA ein starker Effekt auf die Gasvesikelbildung in entsprechenden
Transformanten gezeigt hat. Aullerdem wurden im N-terminalen Bereich des GvpM 10 bzw.
20 Aminosauren und im C-terminalen Bereich 10 Aminosauren deletiert.

Die Analysen zeigten, dass der N-terminale Bereich des GvpM wichtig fiir dessen Funktion ist.
Die Deletion von 10 bzw. 20 Aminosduren am N-Terminus fiihrte zu Vac negativen
Transformanten, wiahrend Transformanten mit einer Deletion von 10 Aminosduren am C-
Terminus des GvpM einen Vac positiven Phédnotyp zeigten. Weiterhin inhibierte der Austausch
einer hydrophoben Aminoséure zu einer geladenen Aminosaure an den Positionen 15 und 19,
also in der vorhergesagten a-Helix I, die Gasvesikelbildung in entsprechenden
Transformanten. Muationen im Bereich der a-Helix II fiihrten 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 Verdnderungen 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 a-Helix II (A48D, Y56A), dem p-
Faltblatt I (A23D, V24D), in den dazwischen liegenden Bereichen (R20A/D21A, R20D/D21R,
G22D, I36M) sowie am N-Terminus des Proteins (A5N) hergestellt und ihr Einfluss auf die

Gasvesikelbildung in pvacAM +pMy,-Transformanten untersucht (Abb. 18).
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V24D

A23D
AsN A48D Y56A
pM MEPTKDETHAIVEFVDVLL AVIQADVIVTVADIPLIGISLRAAIAGMTTMTEYGLFEEWDAAHRQQSEAFTTSPTADRRED
10 20 30 40 50 60 70 80
Model  ........ HHHHHHHHHH. . .EEEE. .EEEEE. .. .EEEHHHHHHHHHHHHHHHA. ... .. HHHHHHHHHHH. ..........

Abb. 18: Muationen im GvpM, die in dieser Arbeit untersucht wurden. Oben gezeigt ist die GvpM-Sequenz mit den
farbig markierten Mutationen. blau= Deletion A5N; rot= Mutationen im B-Faltblatt I; violett= Mutationen zwischen
o-Helix | und B-Faltblatt | bzw. zwischen B-Faltblatt Il und Ill; griin= Mutationen in der a-Helix 1. Unten gezeigt ist
das Modell, welches die Sekundarstruktur fir GvpM vorraussagt (bioinformatisch ermittelt durch PSIPRED). H=a-
Helix; E=p-Faltblatt

4.5.1. Einflihren von Mutationen in den gvpM-eserahmen Uber ortsspezifische
Mutagenese-PCR

Die verschiedenen GvpM-Mutanten wurden iiber ortsspezifische Mutagenese hergestellt,
wobei in der DNA-Sequenz gezielt einzelne Aminosduren substituiert bzw. im Fall von A5N
vier Aminosduren deletiert wurden. Die hierfiir verwendeten synthetischen Oligonukleotide
sind in Tabelle 1 aufgefiihrt. Als Matrize diente ein zuvor hergestelltes pM-WT-Konstrukt,
welches {iber die Restriktionserkennungssequenzen PsA und Acc651 inseriert in pBSK+
vorlag. Die so hergestellten Plasmide wurden alle durch DNA-Sequenzanalysen auf ihre
Richtigkeit tiiberpriift (Daten nicht gezeigt). Anschliefend erfolgte die Klonierung der
mutierten Sequenz in den halobakteriellen Expressionsvektor pJAS35 tiber PsA und Acc651.
Zur Analyse der Auswirkungen der einzelnen Mutationen in GvpM auf die Gasvesikelbildung
wurde Hfx. volcanii WR340 mit dem pMyy, " -Konstrukt und dem pvacAM-pWL102-Konstrukt
transformiert (Offner et al, 2000). Als Negativkontrollen dienten sowohl untransformierte
Hfx. volcanii-Zellen als auch Zellen, welche ausschlief3lich das pvacAM-Konstrukt enthielten.
Als Positivkontrolle wurde die Transformante pvacAM +pMy:"* verwendet.

Fiir den Nachweis der Plasmide und der Expression der gewiinschten Gene wurden fiir
Southern- bzw. Western-Analysen in der spit-exponentiellen Wachstumsphase Proben ent-
nommen. Die Plasmide der Transformanten wurden isoliert, mit PsA und Acc651 hydrolisiert
und iiber eine Southern-Analyse mittels einer gvpM-spezifischen DIG-DNA-Sonde kontrolliert
(Abb. 19).
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Abb. 19: Southern-Analyse zur Detektion des gvpM-Fragments in pvacAM +pMy~-Transformanten. Es wurden
jeweils 500 ng Plasmid-DNA mit Psfi und Acc651 hydrolysiert, die Fragmente Uber ein 1%iges Agarosegel
aufgetrennt und auf eine Nylonmembran transferiert. Die Detektion des gvpM-Fragments erfolgte lber eine gegen

gvpM gerichtete DIG-DNA-Sonde. Der Film wurde 60 min exponiert. Hfx=untransformierte H7x. volcaniiZellen;
WT=Wildtyp-gvpM

Bei allen pvacAM +pMy,,~-Transformanten konnte das gvpM-Fragment in der Grofse von 265
bp nachgewiesen werden, ebenso bei der Positivkontrolle pvacAM +pMyr" (Abb. 19). Bei
beiden Negativkontrollen wurde dieses Fragment wie erwartet nicht detektiert. Die Signale
bei 10 kbp und 6 kbp sind auf eine unspezifische Bindung der Sonde zuriickzufiihren.

Uber Western-Analysen sollte die Produktion des GvpMy, in den entsprechenden
Transformanten iiberpriift werden. Hierfiir wurden Zelllysate aus je 50 ml Zellen aus der spét-
exponentiellen Wachstumsphase hergestellt. Zur Detektion von GvpM wurde ein GvpM-

spezifisches Antiserum verwendet (Abb. 20).
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Abb. 20: Western-Analyse zum Nachweis des GvpM-Proteins in H7x. volcanii pvacAM +pMy,,~Transformanten.
Jeweils 20 pg Gesamtprotein wurden Uber SDS-PAGE aufgetrennt und auf eine PVDF-Membran transferiert.
AnschlieBend erfolgte die Inkubation mit dem GvpM-Antiserum. Zur Detektion wurde ein mit dem
Fluoreszenzfarbstoff IRDye 800 CE gekoppelter sekundérer Antikdrper verwendet. Die Blots wurden nach schwarz-

weil} invertiert. Links anzeigt sind die ProteingréBen in kDa. Hfx=Zelllysat von untransformierten H#x. volcanit
Zellen; WT=Wildtyp-GvpM
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Bei allen pvacAM +pMy,~-Transformanten und der Positivkontrolle konnte das GvpM-
Monomer (9 kDa) detektiert werden sowie eine zweite Bande in Hohe von ca. 20 kDa (Abb.
20). Hierbei konnte es sich um das GvpM-Dimer handeln. In den beiden Negativkontrollen
wurde wie erwartet keine GvpM-Bande detektiert. Durch die Western-Analyse konnte
bestitigt werden, dass die verschiedenen Mutationen im GvpM keinen Einfluss auf die

Produktion oder die Stabilitit des Proteins haben.

4.5.2. Analyse der Gasvesikelbildung in pvacAM +pMy**-Transformanten

Um den Einfluss der GvpM-Mutationen auf die Gasvesikelbildung in Hfx. volcanii-
Transformanten zu ermitteln wurde zunédchst der Phanotyp von Kolonien bestimmt.
Anschlielend wurden die Zellen im Phasenkontrastmikroskop (PKM) sowie durch
Transmissionselektronenmikroskopie (TEM) untersucht (Abb. 21). In Fliissigkultur
gewachsene Transformanten, die auch fiir die Untersuchung des Wachstumsverhaltens
verwendet wurden (s. Abschnitt 4.5.1), wurden auf Nahrboden ausgestrichen und bei 42°C in
feuchter Atmosphére fiir 3-5 Tage inkubiert. Anschlieffend wurden die Nahrboden 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).
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Abb. 21: Einfluss von Mutationen im GvpM auf die Gasvesikelbildung in Hfx. volcanii -Transformanten. Oben
gezeigt sind Kolonien, welche 4 Wochen auf Nahrbéden gewachsen sind, in der Mitte
phasenkontrastmikroskopische Aufnahmen der Zellen und unten repéasentative TEM-Aufnahmen der Zellen. Als
Negativkontrolle ist die pvacAM- und als Positivkontrolle die pvacAM +pMy™Transformante gezeigt. Der
MaBstabsbalken in den TEM-Aufnahmen entspricht 1 um.

Die Zellen der Negativkontrolle pvacAM waren wie erwartet rot und transparent, was auf das
Fehlen von Gasvesikeln schlie8en lésst. Auch bei der mikroskopischen Analyse mittels PKM
und TEM konnten keine Gasvesikel in den Zellen detektiert werden (Abb. 21 links oben).
Zellen der Positivkontrolle pvacAM +pMyr™* hatten einen Vac positiven Phanotyp, im PKM
und im TEM konnten Zellen mit Gasvesikeln detektiert werden. Vac positive Zellen enthielten
30-50 Gasvesikel pro Zelle, mit dhnlichen Grofen und Formen wie beim Wildtyp von Hbr.
salinarum PHH1 gezeigt werden konnte (bis zu 0,5 um lang). Die p-vacAM +pMuyy -
Transformanten mit den Mutationen I36M-, Y56A-, R20A/D21A- oder R20D/D21R in GvpM

bildeten weildlich-rosa Kolonien, 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 Grofle mit denen in der Positivkontrolle vergleichbar waren. Die jeweilige
Substitution der Aminosduren an dieser Position hat keine Auswirkung auf die
Gasvesikelbildung. Die Transformanten mit den GvpM-Mutationen A23D, A48D, G22D, V24D
und A5N waren dagegen Vac negativ. Bei den Substitutionsmutanten wurden bei der
mikroskopischen Analyse ausschlief3lich Zellen ohne Gasvesikel detektiert. Die Substitution
der hydrophoben Aminosduren zum negativ geladenen Aspartat an diesen Positionen, fiihrt
also zum Funktionsverlust von GvpM. Dagegen waren bei der ASN-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 um lang waren (Abb. 21). In Tabelle 4
sind die Ergebnisse der Analyse zur Gasvesikelbildung in pvacAM +pMy, -Transformanten

nochmals zusammengefasst.

Tabelle 4: Einfluss der verschiedenen Mutationen von GvpM auf die Gasvesikelbildung

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

M-WT - Vac positiv, mit GV gefillt, ca. 0,5 um lang
136M zwischen B-Faltblatt [ und Il Vac positiv, wie WT

Y56A a-Helix 11 Vac positiv, wie WT

R20A/D21A zwischen a-Helix | und B-Faltblatt | Vac positiv, wie WT

R20D/D21R zwischen a-Helix | und B-Faltblatt | Vac positiv, wie WT

A23D B-Faltblatt | Vac negativ, 100% ohne Gasvesikel

A48D a-Helix Il Vac negativ, 100% ohne Gasvesikel

G22D zwischen a-Helix | und p-Faltblatt | Vac negativ, 100% ohne Gasvesikel

V24D B-Faltblatt | Vac negativ, 100% ohne Gasvesikel

A5N N-Terminus Vac negativ, 10-15% der Zellen mit 2-3

Gasvesikeln, bis zu 1,5 ym lang

* abgeleitet von Sekundarstrukturvorhersage, bioinformatisch ermittelt durch PSIPRED

Insgesamt konnte gezeigt werden, dass vor allem hydrophobe Aminoséduren fiir die Funktion
von GvpM entscheidend sind. Keine der getesteten Mutationen hatte eine Verdnderung in der
Gasvesikelmorphologie zur Folge, was darauf hindeutet, dass GvpM nicht an der Formgebung

der Gasvesikel beteiligt ist.
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5. Diskussion

Die Gasvesikelbildung in Hbt. salinarum PHH1 benotigt 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 er al, 1992a). Von diesen
akzessorischen Gasvesikelproteinen sind GvpF, G, J, K, L und M essentiell fiir die Gasvesikel-
bildung (Offner er al, 2000). GvpJ und GvpM sind wie das Hauptstrukturprotein GvpA sehr
hydrophobe Proteine und weisen Sequenzdhnlichkeiten zu GvpA auf. Daher ist es
wahrscheinlich, dass diese Proteine ebenfalls einen Teil der Gasvesikelhiille 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 niher zu beleuchten. Dazu wurde der Effekt einer Uberproduktion eines einzelnen
Gasvesikelproteins auf die Gasvesikelsynthese in p-vac +pX®-Transformanten getestet. Die
Gasvesikelproteine wurden auch durch 7in 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 Riickschliisse iiber die Funktion von GvpM bei der

Gasvesikelbildung ziehen zu kénnen.

5.1. Erhéhte Mengen von GvpG, GvpH oder GvpM inhibieren die Gasvesikelbildung

Es konnte gezeigt werden, dass die Uberexpression von GvpG, H oder M zu einer Inhibition
der Gasvesikelbildung in p-vac +pX®™-Transformanten fiihrte, wihrend erh6hte 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 iiber die Expression der p-vac Region
vermittelt wird, zu stéren (Tabelle 5). Der Vac positive Phéanotyp in der p-vac +pGHIJKLM®*-
Transformante unterstiitzt diese Vermutung. Ein geringer Anteil der p-vac +pM®-Zellen war
Vac positiv, enthielt aber nur 2-5 extrem lange (bis 1,5 um) Gasvesikel im Gegensatz zu p-vac-
Transformanten, die 30-50 spindelférmige (bis 0,5 um lange) Gasvesikel enthalten.

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

verdnderte Gasvesikelmorphologie. Die Gasvesikel waren im Vergleich zu Wildtyp-Gasvesikeln
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sehr klein und rundlich, was eine Stérung des Gasvesikel-Wachstums vermuten l&sst. Frithere
Experimente haben gezeigt, dass die Deletion von GvpH zu instabilen Gasvesikeln fiihrt,
weshalb GvpH eine stabilisierende Funktion bei der Gasvesikelbildung zugesprochen wird
(Offner er al, 2000).

Bei p-vac +pG®, +pH®™ und +pM™ wurde das GvpA-Protein und dessen Aggregate nachge-
wiesen. Die grol3en 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 pX®™- und p-vac +pX™-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 fiir GvpG und GvpM unter der
Nachweisgrenze liegt. Moglich ware aber auch, dass die Proteine zum Zeitpunkt der
Probenentnahme schon weitgehend abgebaut waren oder in die Gasvesikelhiille eingebaut
wurden.

Weiterhin wurde eine Multimerisierung bzw. Aggregation der hydrophoben Proteine GvpM
und GvpJ beobachtet. Beide Proteine zeigen Sequenzédhnlichkeiten 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
schwicher als bei GvpA. Moglicherweise fiihrt die Aggregation von grofsen Mengen GvpM mit
sich selbst oder anderen, nur in geringer Menge vorhandenen, akzessorischen
Gasvesikelproteinen zur Inhibition der Gasvesikelbildung in der p-vac +pM®-Transformante.
Die wenigen, sehr grollen Gasvesikel in einigen Zellen der p-vac +pM®-Transformante
unterstiitzen diese Vermutung. Unter Umstdnden fiihren die groRen GvpM-Mengen zu einer
Multimerisierung mit anderen akzessorischen Gasvesikelproteinen, wodurch diese zur Bildung
von Gasvesikelvorlauferstrukturen nicht mehr zur Verfiigung stehen. Dies wiirde die Bildung
von Initationskomplexen zum Start der GvpA-Assemblierung stark verringern und die grof3en
Mengen von GvpA wiirden in weniger Gasvesikel eingebaut werden.

Die Inhibition der Gasvesikelbildung in p-vac +pG¥, +pH®™ und +pM® unterstiitzt die
Vermutung, dass diese drei Proteine fiir die Initation der Gasvesikelbildung essentiell sind und

dabei nur in geringer Menge benotigt werden.
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5.2. GvpH, GvpJ und GvpL kompensieren den inhibitorischen Effekt groBer GvpM-

Mengen

Die Inhibition der Gasvesikelbildung in Gegenwart grol3er Mengen von GvpM lésst vermuten,
dass fiir eine intakte Gasvesikelbildung die Menge bestimmter akzessorischer Gasvesikel-
proteine in einem bestimmten Verhéltnis zueinander stehen muss. Unterstiitzt wird diese
Vermutung durch die Tatsache, dass p-vac +pGHIJKLM®-Transformanten einen Vac positiven
Phénotyp 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 +pXM™-
Transformanten untersucht. Im Fall von p-vac +pHM®, +pJM* oder +pLM* waren die
Transformanten Vac positiv, was vermuten lasst, dass GvpH, GvpJ und GvpL den
inhibitorischen Effekt groller GvpM-Mengen auf die Gasvesikelbildung kompensieren kénnen
(Tabelle 5). Dagegen waren p-vac +pGM®-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 fiihrt. GvpH,
GvpJ und GvpL konnten dagegen potentielle Interaktionspartner von GvpM sein. Diese
Vermutung konnte durch Western-Analysen mit Zelllysaten der entsprechenden
Transformanten untermauert werden. GvpG wurde ausschliel3lich als monomerisches Protein
detektiert, sowohl in der pG™- als auch in der pGM*-Transformante. Bei GvpH und GvpJ
konnten jedoch zusatzliche, grofRere Proteinbanden in der Anwesenheit von GvpM detektiert
werden, was auf eine Interaktion der beiden Proteine schliefen lasst. Bei pLM®™ wurden
jedoch im Vergleich zu pL™ keine zusétzlichen Proteinbanden detektiert. Bei beiden Zellysaten
waren zwar neben der Monomerbande zwei groRere Proteinbanden zu sehen, diese sind
jedoch auf eine unspezifische Bindung des GvpL-Antiserums zuriickzufithren.

Grolle Mengen von GvpH oder GvpM inhibierten die Gasvesikelbildung in p-vac +pH®™ und
+pM®-Transformanten, wiahrend p-vac +pHM®-Transformanten Vac positiv sind. Vergleich-
bar grofde Mengen von GvpH und GvpM konnen sich offenbar gegenseitig neutralisieren und
den inhibitorischen Effekt beider Proteine auf die Gasvesikelbildung aufheben. In p-vac
+pJM*-und p-vac +pLM*™-Transformanten wurden ebenfalls Gasvesikel, vergleichbar zu p-
vac-Transformanten, gebildet, jedoch wirkten grofe 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 grol3en
GvpM-Menge kompensieren.
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5.3. GvpM interagiert mit GvpH, GvpJ und GvpL

Die bisherigen Ergebnisse unterstreichen die Vermutung, dass zwischen GvpM und anderen
akzessorischen Gasvesikelproteinen eine Wechselwirkung stattfindet, die moglicherweise den
Startpunkt zur GvpA-Assemblierung bildet. Potentielle Kandidaten fiir eine Interaktion mit
GvpM waren GvpH, GvpJ und GvpL, da diese Proteine den inhibitorischen Effekt grof3er
GvpM-Mengen auf die Gasvesikelbildung kompensierten, wenn sie in gleich grofer Menge
relativ zu GvpM vorhanden waren. Zwischen GvpG und GvpM fand dagegen unter diesen
Bedingungen keine Kompensation des inhibitorischen Effekts beider Proteine statt.

Zur Klarung der Frage, ob zwischen GvpM und GvpH, GvpJ, GvpL und auch GvpG eine
Wechselwirkung stattfindet, wurden in vitro Protein-Protein-Interaktionsexperimente durch-
gefiihrt. Die Interaktionsfdhigkeit wurde {iber Ni-NTA-Affinitdtschromatographie bestimmt.
Die Gasvesikelproteine miissen hierfiir rekombinant in E. colf produziert werden und liegen
damit in einer inaktiven Form vor. Die Produktion von Gvpys-Proteinen in Hfx. volcanii iiber
pJAS35 liefert leider keine ausreichend hohen Proteinmengen. Fiir Interaktionsexperimente
ist jedoch die Verwendung von nativ gefalteten Proteinen nétig. Um zunédchst eine
vollstindige Entfaltung der Proteine zu gewéhrleisten, erfolgte die Aufreinigung der Gvpy;s-
Proteine aus E.colf unter stark denaturienden Bedingungen in 8 M Harnstoff. Durch eine
schrittweise Dialyse mit steigender KCl- und sinkender Harnstoffkonzentration sollten die
Proteine anschlief3end in ihre native Konformation riickgefaltet werden. Die Verwendung von
KCl ist dadurch begriindet, dass Hbt. salinarum die salt-in strategie verwendet, die dazu fiihrt,
dass im Cytoplasma isoosmolare Konzentrationen von KCl im Vergleich zum Aul’enmedium
vorliegen (Dennis & Shimmin, 1997). Eine erfolgreiche Riickfaltung unter den oben
genannten Bedingungen konnte bereits fiir die Glukosedehydrogenase aus Hfx. mediterraner
(Pire et al., 2001) und fiir das TBP-Protein aus Hbt. salinarum (Soppa & Link, 1997) gezeigt
werden. Eine Moglichkeit das Problem der Riickfaltung zu umgehen, ware die homologe und
gezielte Uberexpression von haloarchaealen Proteinen, wie sie 2007 von Large et al.
beschrieben wurde. Hier konnten durch homologe Rekombination gvp-Leserahmen unter
Kontrolle eines Tryphtophan-induzierbaren Promotors in das Genom von Hfx. volcanii
inseriert werden.

Fiir die Interaktionsexperimente wurden in dieser Arbeit die riickgefalteten Gvpy;-Proteine
sowie Zelllysate der Hfx. volcanii-Transformanten, die die entsprechenden Gvp-Proteine
synthetisierten, verwendet.

Flir GvpMy;s konnte eine Interaktion mit GvpJ gezeigt werden (Tabelle 5). Neben dem GvpJ-
Monomer wurden noch zusitzliche, groere Proteinbanden, sowie ein "Bandenschmier”

detektiert, was auf eine starke Multimerisierung von GvpJ in Gegenwart von GvpM schlief3en
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lasst. Die Kontrolle zeigte nur die GvpJ-Monomerbande, sowie eine zuséatzliche Bande bei ca.
45 kDa. Ein ahnliches Ergebnis wurde bereits bei der Western-Analyse mit Zellysaten der
pJM®™- und der pJ¥-Transformante erzielt. Auch hier zeigte das pJ¥-Zelllysat eine
Monomerbande und eine weitere 45 kDa-Bande, wihrend bei pJM®™ zusitzliche
Proteinbanden sowie ein "Bandenschmier" detektiert wurde. Bei der Interaktion von GvpM
und GvpJ kommt es also zur Bildung groRer SDS-unldslicher Proteinaggregate. In welchem
Mengenverhdltnis die beiden Proteine in diesen Komplexen vorhanden sind oder ob sie nur
aus GvpJ bestehen ist jedoch unklar. Im pJM®™-Zelllysat konnten zusétzliche 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.

Flir GvpMy;s und GvpG konnte in vitro keine Interaktion nachgewiesen werden (Tabelle 5).
Fiir p-vac +pGM™-Transformanten konnte gezeigt werden, dass durch vergleichbar grofe
Mengen von GvpG und GvpM keine Kompensation des inhibitorischen Effekts grof3er Mengen
von GvpM oder GvpG stattfindet, da diese Transformanten nach wie vor Vac negativ sind.
Eine mogliche Erklarung dafiir wére, dass die beiden Proteine nicht miteinander interagieren
und daher der inhibitorische Effekt beider Proteine bestehen bleibt.

Fir GvpMys und GvpH sowie GvpMys; und GvpL konnte iiber Ni-NTA-
Affinitatschromatographie allerdings ebenfalls keine Interaktion nachgewiesen werden. Daher
wurde das Experiment vice versa wiederholt, wobei GvpHy;; bzw. GvpLy; rekombinant in
E.coli produziert wurden und nach Riickfaltung in ihre native Konformation und Bindung an
eine Ni-NTA-Matrix, mit einem GvpM-Zelllysat inkubiert wurden. Fiir beide Proteine konnte
eine spezifische Interaktion mit GvpM nachgewiesen werden (Tabelle 5). Diese
widerspriichlichen Ergebnisse sind dadurch erkldrbar, dass der C-terminale His-tag von
GvpMy;s moglicherweise die Bindung von GvpH und GvpL beeintrachtigt und deshalb eine
Interaktion nicht nachweisbar ist. Beim Interaktionsnachweis von GvpHy;s bzw. GvpLy;s mit
GvpM wurde ausschlie8lich das GvpM-Monomer nachgewiesen. Groflere Proteinaggregate,
wie bei der Interaktion von GvpMy;; und GvpJ wurden dagegen nicht detektiert.
Zusammenfassend zeigen diese Ergebnisse die Interaktion von GvpM +GvpJ, +GvpH und
+GvpL. Es ist wahrscheinlich, dass tiber diese Wechselwirkung die Gasvesikelbildung und die
Kompensation der inhibierenden Wirkung groller Mengen von GvpM auf die

Gasvesikelbildung erfolgt.
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5.4. Gvp-GFP Fusionen visualisieren /n vivo Proteinaggregationen

Eine salz- adaptierte Variante des GFP-Proteins (smRS-GFP) wurde zur Analyse von Gvp-GFP
Fusionsproteinen verwendet, um bei den jeweiligen Fusionsproteinen in wvivo putative
Proteinaggregationen zu detektieren. Grundsétzlich lasst sich sagen, dass in Anwesenheit der
p-vac Region die Fluoreszenzintensitét des jeweiligen Fusionsproteins abnahm. Das spricht fiir
eine generelle Interaktion von Gasvesikelproteinen untereinander. Eine eindeutige
Lokalisierung der Proteine an der Gasvesikelhiille war leider nicht méglich, da hierfiir keine
ausreichend hohe Auflosung erzielt werden konnte. Bei der fluoreszenzmikroskopischen
Analyse von Gasvesikeln aus lysierten Zellen konnte kein sichtbares Fluoreszenzsignal
detektiert werden. Das konnte zum einen daran liegen, dass die entsprechenden Gvp-GFP
Fusionsproteine kein Teil der Gasvesikelhiille sind, zum anderen daran, dass das jeweilige
Gvp-GFP-Protein in zu geringer Menge in der Gasvesikelhiille 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 pHy,™ oder pLgs,™ zeigten eine verteilte Fluoreszenz in
den Zellen, wéhrend bei Expression von pM,;™ nur einzelne, fluoreszierende Punkte in den
Zellen beobachtet wurden (Tabelle 5). Diese fluoreszierenden Punkte konnten auch in den
Vac negativen p-vac +pM,,™ -Transformanten detektiert werden, was auf eine starke
Aggregation von GvpMgr hinweist. Die Menge der von der p-vac-Region produzierten
akzessorischen Gvp-Proteine reicht hier nicht aus, um die starke Aggregation von GvpMggp
aufzuheben wund vermutlich ist diese GvpM-Aggregation fiir die Inhibition der
Gasvesikelbildung in p-vac +pM®- bzw. +pM,,“ - Transformanten verantwortlich, da andere
Proteine wie GvpH und GvpL moglicherweise 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 Phénotyp von pvacAM +pM,,“-Transformanten war Vac negativ. Dagegen sind pvacAM
+pM*-Transformanten Vac positiv (Offner er al, 2000). Durch die Fusion mit GFP ist GvpM
also nicht mehr in der Lage pvacAM-Transformanten zu komplementieren. Mdéglicherweise
behindert die C-terminale Fusion von GFP die Funktion von GvpM und die notwendigen
GvpM-Interaktionen werden verhindert oder die gebildeten GvpMgrp-Aggregate sind fiir die
Gasvesikelbildung nicht nutzbar.

Bei pHgs, -Transformanten fluoreszierte die gesamte Zelle, was eine gleichméRige Verteilung
dieses 16slichen Proteins in der Zelle vermuten lédsst. Jedoch zeigten sich in Anwesenheit der

p-vac Region (also bei Anwesenheit geringer Mengen weiterer akzessorischer Gvp-Proteine)
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zwei verschiedene Phinotypen, abhidngig davon, ob die Zellen Gasvesikel enthielten oder
nicht. Die meisten Zellen der p-vac +pH,,™-Transformante waren Vac positiv, im Gegensatz
zu den Vac negativen p-vac +pH®-Transformanten. Offenbar inhibieren gro3e Mengen von
GvpH die Gasvesikelbildung, wahrend eine dhnlich grofle Menge an GvpHgrp diese nicht
unterbindet. Offenbar ist der C-terminale Bereich von GvpH (an den GFP fusioniert ist) fiir die
Wechselwirkung mit anderen Gasvesikelproteinen wichtig, was dann zu einer gestOrten
Gasvesikelbildung fiihrt. Die Fusion mit GFP behindert vielleicht diesen Kontakt. Die Vac

X

positiven Zellen von p-vac +pHg,™ zeigten eine verteilte Fluoreszenz, wéhrend die Vac
negativen Zellen mehrere fluoreszierende Punkte aufwiesen (Tabelle 5). Dies zeigt eine
Aggregation von GvpHgrp mit weiteren Gasvesikelproteinen, die aggregatorische Eigen-
schaften haben, wie GvpJ, GvpM oder auch GvpA. Die Aggregate fithren aber nicht zur
X

Bildung von Gasvesikeln. Die verteilte Fluoreszenz in Vac positiven Zellen von p-vac +pHgg,°

konnte wiederum darauf hindeuten, dass GvpH an der Gasvesikelhiille adhériert.

5.5. /n vivo Nachweis der Interaktion von GvpM mit GvpH und GvpL

Mittels Ni-NTA-Affinitdtschromatographie konnte eine Interaktion von GvpM mit GvpJ, GvpH
und GvpL in vitro nachgewiesen werden (Abschnitt 5.3). Die Gvpg-Proteine wurden nach der
Produktion und Isolation aus E. coli durch Dialyse in steigenden KCl-Konzentrationen
riickgefaltet. Mit dieser Methode ldsst sich eine Fehlfaltung der Proteine allerdings nicht
ausschlief3en, was zu falschen Ergebnissen fiihren konnte.

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 pXM, " -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 pHM,;™-Transformanten fluoreszierten sehr schwach und es waren keine
fluoreszierenden Punkte in den Zellen erkennbar. Dies deutet darauf hin, dass bei
Anwesenheit einer dhnlich grofen Menge von GvpH, GvpMgp die Fahigkeit zur Aggregation
verliert. Die Fluoreszenz der Zellen war insgesamt sehr schwach, jedoch zeigte die
Quantifizierung der Fluoreszenzstdrke im Phosphor Imager vergleichbare Werte zu Mggp-
Zellen. Bei der pM,g, -Transformante sind nur einzelne, kleine fluoreszierende Punkte zu
sehen, die aber sehr stark fluoreszieren, wahrend der Rest der Zelle keine Fluoreszenz zeigt.

Bei Betrachtung der Gesamtfliche der Zelle ergibt sich also eine relativ schwache
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Fluoreszenzstirke. Bei Anwesenheit von GvpH findet keine sichtbare Aggregation von
GvpMgpp statt und die GvpMgpp-Molekiile verteilen sich auf die gesamte Zelle, was zu einer
vergleichbar schwachen Fluoreszenzstarke fiihrt.

In der pLM,,™-Transformante zeigten sich dagegen fluoreszierende Punkte in den Zellen,
dhnlich wie in der pM,,™-Transformante. Durch die Anwesenheit von GvpL wird also die
Mgrp-Aggregation nicht verhindert. Die Fluoreszenzstirke der Zellen war ebenfalls
vergleichbar.

Um die Ergebnisse zu untermauern, wurden zusétzlich pLge,M®- und pH,,,M-Transformanten
untersucht. Dabei wurde beobachtet, dass das vormals losliche GvpLgp durch die
Anwesenheit von GvpM in Aggregate integriert wird. Das zeigt, dass GvpL und GvpM
interagieren und gemeinsam ein GvpLgrp-GvpM-Aggregat bilden (Tabelle 5).

Bei der pHg,p,M™-Transformante wurde nur ein schwaches Fluoreszenzsignal detektiert, was
sich auf die gesamte Zelle erstreckte. Jedoch wurde in wenigen Zellen ein fluoreszierender
Punkt beobachtet. Moglicherweise handelt es sich hierbei um GvpM-Aggregate an denen
GvpHgrp bindet. Die Auflosung 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 iiber entsprechende
GFP-Fusionen nachgewiesen werden (Tabelle 5). Beide Interaktionen sorgen wahrscheinlich
dafiir, dass der inhibitorische Effekt von grofen GvpM-Mengen in p-vac-Transformanten
verhindert wird. Bei der Wechselwirkung von GvpH und GvpM wurde die Bildung grof3erer
Aggregate von GvpM verhindert und GvpM steht zur Anlage der Gasvesikel zur Verfiigung.
Bei der Wechselwirkung von GvpM und GvpL wird dagegen das 16sliche GvpL in die GvpM-
Aggregate intergriert. Ein &hnlicher Komplex spielt moglicherweise auch bei der
Gasvesikelbildung eine Rolle. Damit konnen sowohl GvpH als auch GvpL die inhibitorische
Wirkung grofer Mengen von GvpM kompensieren, jedoch geschieht dies offenbar durch zwei

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

Gvp Uberexpression in Kompensation des | Aggregation | Aggregation in vitro in vivo
p-vac- Transformanten | nhibitorischen ohne p-vac mit p-vac Interaktion | Interaktion
Effekts durch mit GvpM mit GvpM
GvpG Inhibition der n. b. n. b. n.b. nein n.b.
Gasvesikelbildung (Myis*+G)
GvpH Inhibition der GvpM nein Vac negativ: ja ja ja
Gasvesikelbildung (HuistM) (keine M-
Vac positiv: nein Aggregate
sichtbar)
Gvp) kein Effekt - n.b. n.b. ja n.b.
(MHi5+J)
GvpL kein Effekt - nein nein ja ja
(LuistM) (Entstehung
von L/M-
Aggregaten)
GvpM Inhibition der GvpH, GvpJ, GvpL ja ja (ja) ja
Gasvesikelbildung

n.b. =nicht nachgewiesen

5.6. Hydrophobe Aminosauren im N-terminalen Bereich von GvpM sind fiir die
Funktion des Proteins essentiell

Das Gasvesikelprotein GvpM ist ein essentielles Protein bei der Gasvesikelbildung in AHbr.
salinarum PHH1 und wird in geringen Mengen wahrend der exponentiellen Wachstumsphase
gebildet (Offner et al, 2000). Es wird daher angenommen, dass GvpM in frithen Stadien der
Gasvesikelbildung eine Rolle spielt und (wahrscheinlich in Kombination mit GvpH und GvpL)
den Start zur GvpA-Assemblierung initiieren konnte. Die Aminosaure-Sequenzédhnlichkeit von
GvpM zu GvpA und die Tatsache, dass GvpM eine starke Tendenz zur Multimerisierung zeigt,
verstarkt 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 Aminosduren und
kurzer Deletionen in der Aminosiduresequenz von GvpM auf die Gasvesikelbildung in p-vacAM
+pMumy-Transformanten untersucht. Dariiber konnen funktionelle Bereiche von GvpM
definiert werden, welche als Basis fiir weitere Untersuchungen zur Funktion von GvpM bei
der Gasvesikelbildung dienen. Durch gezielte Mutagenese wurden 8 verschiedene
Subtitutionsmutanten (R20A/D21A, R20D/D21R, G22D, A23D, V24D, 136M, A48D, Y56A)
und eine Deletionsmutante (A5N) von GvpM hergestellt (Abb. 22).
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Abb. 22: Auswirkungen verschiedener Mutationen im GvpM auf die Gasvesikelbildung. Aufgefiihrt sind
Mutationen, welche bereits in einer friiheren Arbeit untersucht wurden (Bachelorarbeit Winter, 2012, mit *
gekennzeichnet) und die Ergebnisse dieser Arbeit. Oben gezeigt ist die GvpM-Sequenz. Dariber ist die Vorhersage
fir die Sekundarstruktur des GvpM dargestellt (ermittelt durch PSIPRED). Rot gekennzeichnet sind Mutationen,
welche in entsprechenden Transformanten zu einem Vac negativen Phanotyp fiihren.

In einer fritheren Arbeit konnte bereits gezeigt werden, dass Deletionen von 10 Aminosduren
am C-Terminus von GvpM keinen Einfluss auf die Gasvesikelbildung haben, wéhrend die
Deletion von 10 oder 20 Aminosduren am N-Terminus zu Vac negativen Transformanten fiihrt
(Abb. 22) (Bachelorarbeit Winter, 2012). Generell scheint der N-terminale Bereich von GvpM
wichtig fiir die Funktion des Proteins zu sein, wiahrend der C-terminale Bereich weniger
wichtig ist. In dieser Arbeit wurde die Deletion von fiinf Aminosduren am N-Terminus von
GvpM untersucht und hierbei zeigte sich eine starke Reduktion der Gasvesikelbildung in den
entsprechenden p-vacAM +pMsy-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 um
lang). Uber diese Mutation konnte die Bedeutung des N-Terminus von GvpM nochmals
bestatigt werden. Moglicherweise interagieren Aminosduren im N-terminalen Bereich des
Proteins mit weiteren GvpM-Molekiilen oder mit anderen Gasvesikelproteinen (z. B. GvpA,
GvpH, GvpJ oder GvpL), was den Start zur GvpA-Assemblierung markiert. Es wire aber auch
denkbar, dass durch die Deletion der Aminosduren, die Faltungsstabilitit des Proteins
beeintrachtigt wird. Die Anwesenheit von wenigen, sehr langen Gasvesikeln in einigen Vac
positiven Zellen zeigt, dass die GvpA-Assemblierung nicht gestort ist, sondern dass die Anzahl

an "funktionellen" Initiationskomplexen zur Bildung eines Gasvesikels reduziert ist. Das
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unterstiitzt 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
Aminosdure zu einer geladenen Aminosdure zu einem Vac negativen Phénotyp in
entsprechenden Transformanten fithrt (Abb. 22) (V15E, L19E: Bachelorarbeit Winter, 2012;
G22D, A23D, V24D: diese Arbeit). Dagegen hat der Austausch einer geladenen Aminosédure zu
einer hydrophoben oder einer entgegengesetzt geladenen Aminosdure 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 fiir die Funktion des Proteins zu sein. Ionische
Wechselwirkungen iiber geladene Aminosduren scheinen dagegen nur eine geringe Rolle bei
GvpM zu spielen.

Bei entsprechenden Mutationen in GvpA wurde dagegen festgestellt, dass geladene
Aminosduren und damit ionische Wechselwirkungen im N-terminalen Bereich fiir die
Funktion des Proteins essentiell sind (Abb. 23) (Strunk er al, 2011 und AG Pfeifer,
unveroffentliche 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 dafiir ist die Tatsache, dass zwischen GvpA
und GvpJ eine groflere Aminosdure-Sequenzédhnlichkeit besteht, als zwischen GvpA und
GvpM.

Mutationen in der vorhergesagten Helix II im mittleren Bereich der Aminosduresequenz von
GvpM hatten unterschiedliche Auswirkungen auf die Gasvesikelbildung. Der Austausch von
Alanin gegen eine geladene Aminosdure (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 fiir
dessen Funktion von Bedeutung zu sein. Moglicherweise konnte aufgrund dieser Mutationen
die Interaktion mit anderen Gasvesikelproteinen gestort sein. Weiterhin zeigten
Transformanten mit den Mutationen R44E, I47A und T52A eine stark reduzierte
Gasvesikelbildung, wéhrend 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, diinne oder kleine, runde Gasvesikel,

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

Rolle spielt.

PA VIWARVSLVGIEILTVEARVVAASVDTELHYAEETAKTEQAELTAGAEAAPEA

PM MEPTKDETHATIVEEFVDVLLRDGAVIQADVIVTVADIPLIGISIREATAGMTEMTEYGLEFEEWDAAHROQQSEAFTTSPTADRRED
10 20 30 40 50 60 70 80

grau: GV wie WT gelb: keine GV grin: wenige GV blau: veréanderte GV-Form

Abb.23: Aminosdurealignement von pGvpA und pGvpM und Kennzeichnung von mutierten Aminosauren und
deren Einfluss auf die Gasvesikelbildung. Mutierte Aminosduren sind markiert und die unterschiedlichen
Auswirkungen der Mutationen auf die Gasvesikelbildung farbig kodiert. Bei GvpA wurden alle markierten
Aminosduren gegen Alanin ausgetauscht (Ausnahmen: F51Y; K60L) (Strunk et al, 2011 und AG Pfeifer,
unveréffentliche Ergebnisse). Die Mutationen in GvpM sind in Abb. 22 aufgefiihrt.

5.7. Fazit 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 konnen die Gasvesikelbildung inhibieren, wenn sie
in zu grolBer Menge vorhanden sind, da sie offenbar durch Interaktion mit anderen
Gasvesikelproteinen fiir die Gasvesikelbildung notwendige Proteine "wegfangen". Durch
kontrollierte Produktion definierter Mengen dieser Proteine in Hfx. volcanii-Transformanten
ware es vielleicht moglich, die absolute Menge von GvpG, GvpH und GvpM zu bestimmen, die
fir eine intakte Gasvesikelbildung benétigt wird, ebenso in welchem relativen
Mengenverhdltnis die Proteine zueinander stehen miissen.

Am Beispiel von GvpM konnte gezeigt werden, dass der negative Effekt einer grof3eren GvpM-
Menge auf die Gasvesikelbildung durch die Anwesenheit dhnlich groBer Mengen von GvpJ,
GvpH oder GvpL aufgehoben werden kann. Da diese Proteine mit GvpM interagieren, liegt die
Vermutung nahe, dass dies den negativen Effekt groflerer Mengen an GvpM auf die
Gasvesikelbildung aufhebt. Uber GvpM-Mutanten kénnten in zukiinftigen Versuchen die
(gleichen oder unterschiedlichen) Interaktionsstellen von GvpM fiir GvpJ, GvpH und GvpL
identifiziert werden. GvpG und GvpM konnen ihre inhibitorische Wirkung dagegen nicht
gegenseitig aufheben und es wurde in vitro auch keine Interaktion der beiden Proteine
festgestellt. Interessant wére es auch fiir GvpG mogliche Interaktionspartner zu finden, die die
inhibitorische Wirkung grol3er Mengen dieses Proteins auf die Gasvesikelbildung aufheben

konnen.
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Des Weiteren wurde bisher nicht untersucht, ob moglicherweise die Reihenfolge, in der die
akzessorischen Gasvesikelproteine translatiert werden fiir die Gasvesikelbildung von
Bedeutung ist. Hierfiir konnte man die Reihenfolge der Leserahmen der gvpF-M-Gene in
verschiedenen Konstrukten beliebig austauschen und deren Expression in Hfx. volcanir-
Transformanten beziiglich der Bildung von Gasvesikeln untersuchen.

Wie zuvor schon bekannt war, weisen das Hauptstrukturprotein GvpA sowie die essentiellen
Proteine GvpJ und GvpM grolle Sequenzdhnlichkeit auf, weshalb ihnen eine &hnliche
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 konnten damit, wenn auch nur in geringer Menge vorhanden, auch
einen Teil der Gasvesikelhiille 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 Bestiatigung 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 konnten weitere
Linker-Variationen getestet werden, um ein solches zu erhalten. Fiir in vivo Analysen
beziiglich der Aggregation von GvpJ mit weiteren Gasvesikelproteinen konnten die GFP-
Fusionen mit GvpH und GvpL dienen. Hier konnte iiberpriift 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 fiir die Funktion des Proteins von Bedeutung zu
sein. Auferdem ist es wahrscheinlich, dass GvpM nicht an der Formgebung der Gasvesikel
beteiligt ist. Um diese Aussagen zu unterstiitzen bzw. zu erweitern, miissen weitere GvpM-
Mutanten analysiert und ein dreidimensionales Strukturmodell von GvpM erstellt werden.
Vielleicht wére es {iber diese Analysen auch moglich, die Interaktionsstellen von GvpM mit

anderen Gasvesikelproteinen zu identifizieren.
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7. Anhang

7.1. Abkiirzungen

A Adenin

Abb. Abbildung
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D Asparaginsaure in Aminosauresequenzen

Da Dalton
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ex Expression unter der Kontrolle des fdx-Promotors in pJAS35

et al. und andere
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mRNA
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PAGE
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gas vesicle protein
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micro
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nano
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